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Sekil 1.

Sekil 2.

Sekil 3.

Sekil 4.

Sekil 5.

Sekil 6.

Sekil 7.

SEKILLER DiZiNi

Izole fare 8zofagus gizgili kasi lizerine karbakol(CCh, 2x10™* M) uygulamasi
ile elde edilen kasilma cevaplan (kontrol) (A), kadmiyum (Cd**, 2x107 M)
iceren ortamda CCh (2x10* M) uygulamasi ile elde edilen kasilma
cevaplarinin (B) trase drnekleri.

. Izole fare 6zofagus cizgili kasi tzerine; karbakol (CCh, 2x10* M)
uygulamas: ile elde edilen kasilma cevaplari (kontrol) (A), Cd** 2x10° M
iceren ortamda kasilma cevaplan (B), Nikel (Ni**, 4x10”° M) igeren ortamda
kasilma cevaplari (C)..

[zole fare bzofagus gizgili kast fizerine karbakol (CCh, 2x10* M) uygulamas:
ile elde edilen kasilma cevaplarmin (kontrol) (A), hekzametonyum (Hx, 3x10*
M) igeren ortamda kasilma cevaplan (B), fizostigmin (5x107 M) igeren
ortamda kasilma cevaplari.(C), tubokiirarin (d-Tc, 107 M) iceren ortamda
kasilma cevaplari (D). * kontrole gbre anlamlilig1 belirtmektedir. Veriler
ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).

Izole fare dzofagus gizgili kast fizerine kadmiyum (Cd**, 2x10”° M) igeren
ortamda karbakol (CCh, 2x10* M) uygulamasi ile elde edilen kasilma
cevaplan (kontrol) (A), Cd** (2x10° M) + fizostigmin (5x107 M) igeren
ortamda kasilma cevaplan (B), Cd*" (2x10° M) + d-Tc (107 M) igeren
ortamda kasilma cevaplan (C). * kontrole gore anlamliligt belirtmektedir.
Veriler ortalama = SEM olarak ifade edildi (P<0.001, n=5).

Izole fare 6zofagus gizgili kasi lzerine d-tubokiirarin (d-Tc, 107 M) igeren
ortamda karbakol (CCh, 2x10* M) uygulamasi ile elde edilen kasilma
cevaplar1 (A), kadmiyum (Cd*, 2x10° M) + d-Tc (107 M) igeren ortamda
kasilma cevaplart (B). * d-Tc 107 M igeren ortamdaki kasilma cevaplarma
gbre anlamlihg belirtmektedir. Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi
(P<0.05, n=5).

Izole fare 6zofagus gizgili kas: tizerine karbakol (CCh, 2x10* M) uygulamas:
ile elde edilen kasilma cevaplar1 (kontrol) (A), verapamil (10° M) igeren
ortamda kasiima cevaplar1 (B), verapamil (10° M) igeren ortamda kasilma
cevaplarnt (C).* kontrole gre anlamhilifi belirtmektedir. Veriler ortalama =+
SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).

Izole fare bzofagus cizgili kast fizerine kadmiyum (Cd*, 2x10° M) igeren
ortamda karbakol (CCh, 2x10* M) uygulamas: ile elde edilen kasilma
cevaplar1 (kontrol) (A), Cd** (2x10”° M) + verapamil (10 M) igeren ortamda
kasilma cevaplar1 (B), Cd** (2x10° M) + verapamil (10~ M) igeren ortamda
kasilma cevaplann (B). * kontrole gore anlamhligi belirtmektedir. Veriler
ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.001, n=5).
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Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.

Sekil 12.

Sekil 13.

Sekil 14,

izole fare 6zofagus gizgili kas: fizerine karbakol(CCh, 2x10™* M) uygulamasi
ile elde edilen kasiima cevaplan (kontrol) (A), nifedipin (10° M) igeren
ortamda kasilma cevaplart (B), nifedipin (10° M) igeren ortamda kasilma
cevaplan (C).* kontrole gére anlamlilif1 belirtmektedir. Veriler ortalama +
SEM olarak ifade edildi (P<0.05, o=5).

izole fare ozofagus cizgili kas1 tizerine kadmiyum (Cd**, 2x10° M) igeren
ortamda karbakol (CCh, 2x10* M) uygulamasi ile elde edilen kasilma
cevaplar1 (kontrol) (A), Cd** (2x10™ M) + nifedipin (10° M) igeren ortamda
kasilma cevaplari (B), Cd** (2x10”° M) + nifedipin (10° M) igeren ortamda
kasilma cevaplar1 (C). * kontrole gore anlamlilifi belirtmektedir. Veriler
ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).

izole fare 6zofagus ¢izgili kast tizerine karbakol (CCh, 2x10™* M) uygulamas:
ile elde edilen kasilma cevaplan (kontrol) (A), Ca®* (0 mM) + EGTA(2x10?
M) igeren ortamda kasilma cevaplar1 (B), Ca®* (0 mM) + EGTA(10? M) igeren
ortamda kasilma cevaplar1 (C).* kontrole gore anlamlihi belirtmektedir.
Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.01, n=5).

izole fare 6zofagus gizgili kas: tizerine kadmiyum (Cd**, 2x10° M) igeren

ortamda karbakol (CCh, 2x10* M) uygulamas: ile elde edilen kasilma
cevaplar1 (kontrol)(A), Cd*" (2x10° M) + Ca*" (0 mM) + EGTA(2x10° M)
iceren ortamda kasilma cevaplar1 (B), Cd** (2x10° M) + Ca®* (0 mM) +
EGTA(10%? M) igeren ortamda kasilma cevaplani (C).* kontrole gore
anlamlihigt belirtmektedir. Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi
(P<0.001, n=5).

izole fare 6zofagus ¢izgili kasi tizerine karbakol (CCh, 2x10™ M) uygulamas:
ile elde edilen kasilma cevaplari (kontrol) (A), Ca** (1.875 mM) igeren
ortamda kasilma cevaplart (B), Ca®* (1.25 mM) igeren ortamda kasilma
cevaplar1 (C).* kontrole gore anlamlilifi belirtmektedir. Veriler ortalama +
SEM olarak ifade edildi (P<0.001, n=5).

izole fare dzofagus gizgili kasi lizerine kadmiyum (Cd**, 2x10° M) igeren
ortamda karbakol (CCh, 2x10* M) uygulamas: ile elde edilen kasilma
cevaplari (kontrol) (A), Cd** (2x10° M) + Ca®* (1.875 mM) igeren ortamda
kastlma cevaplar1 (B), Cd** (2x10° M) + Ca** (1.25 mM) igeren ortamda
kasilma cevaplart (C).* kontrole gore anlamlihf belirtmektedir. Veriler
ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).

Izole fare 6zofagus ¢izgili kas: fizerine karbakol (CCh, 2x10* M) uygulamasi
ile elde edilen kasilma cevaplar1 (kontrol) (A), Cca® (5 mM) iceren ortamda
kasilma cevaplart (B), Ca>* (7.5 mM) iceren ortamda kasilma cevaplari (C).*
kontrole gbre anlamliligt belirtmektedir. Veriler ortalama = SEM olarak ifade
edildi (P<0.001, n=5).
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Sekil 15.

Sekil 16.

Sekil 17.

Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.

Sekil 21.

izole fare dzofagus gizgili kasi fizerine kadmiyum (Cd**, 2x10° M) igeren
ortamda karbakol (CCh, 2x10* M) uygulamas: ile elde edilen kasilma
cevaplart (kontrol) (A), Cd** (2x10° M) + Ca® (5 mM) iceren ortamda
kasilma cevaplari (B), Cd** (2x10° M) + Ca** (7.5 mM) igeren ortamda
kasilma cevaplari (C).* kontrole gore anlamlilifi belirtmektedir. Veriler
ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).

izole fare 6zofagus ¢izgili kasi fizerine Ca®* (5 mM) igeren ortamda karbakol
(CCh, 2x10™ M) uygulamas ile elde edilen kasilma cevaplari (A), kadmiyum
(Cd*, 2x10”° M) + Ca?" (5 mM) igeren ortamda kasilma cevaplar1 (B). * Ca**
5 mM igeren ortamdaki kasilma cevaplarina gére anlamlihg: belirtmektedir.
Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.0S, n=5).

izole fare 6zofagus gizgili kasi lizerine karbakol (CCh 2x10* M) uygulamasi
ile elde edilen kasilma cevaplart (kontrol) (A), siklopiyazonik asit (CPA, 107
M) igeren ortamda kasilma cevaplari (B).* kontrole gére anlamlilig
belirtmektedir. + gruplarm kendi igindeki anlamliligin1 belirtmektedir. Veriler
ortalama £ SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).

Izole fare 6zofagus ¢izgili kasi tizerine Cd*" (2x10”° M) igeren ortamda CCh
(2x10* M) uygulamasi ile elde edilen kasilma cevaplan (kontrol) (A), Cd**
(2x10° M) + CPA(10° M) igeren ortamda kasilma cevaplar1 (B). * kontrole
gore anlamlilig1 belirtmektedir. Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi
(P<0.05, n=5).

fzole fare 6zofagus gizgili kas tizerine karbakol (CCh, 2x10™* M) uygulamas:
ile elde edilen kasilma cevaplar1 (kontrol) (A), L-sistein (L-Cys, 10 M) igeren
ortamda kasilma cevaplar1 (B), L-sistein (L-Cys, 5x10™* M) igeren ortamda
kasilma cevaplari.(C), glutatyon (GSH,, 10* M) iceren ortamda kasilma
cevaplar1 (D). * kontrole gore anlamhiligi belirtmektedir. Veriler ortalama +
SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).

Izole fare 6zofagus ¢izgili kasi lizerine kadmiyum (Cd**, 2x10° M) igeren
ortamda karbakol (CCh, 2x10®* M) uygulamasi ile elde edilen kasilma
cevaplart (kontrol) (A), Cd* (2x10° M)+L-Cys(10* M) igeren ortamda
kasiima cevaplar1 (B), Cd** (2x10° M)+L-Cys(5x10™* M) igeren ortamda
kasilma cevaplan (C), Cd** (2x10° M)+GSH (10* M) igeren ortamda kasilma
cevaplan (D). * kontrole gore anlamlilif1 belirtmektedir. Veriler ortalama +
SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).

izole fare dzofagus ¢izgili kas: iizerine karbakol (CCh, 2x10™* M) uygulamasi
ile elde edilen kasilma cevaplar1 (kontrol) (A), etakrinik asit (EA, 10* M)
igeren ortamda kastlma cevaplart (B), diamid (10”° M) igeren ortamda kasilma
cevaplar1 (C).* kontrole gbre anlamlilif1 belirtmektedir. Veriler ortalama =+
SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).
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Sekil 22.

Sekil 23.

Sekil 24.

izole fare dzofagus gizgili kasi tizerine kadmiyum (Cd**, 2x10° M) igeren
ortamda karbakol (CCh, 2x10* M) uygulamas: ile elde edilen kasilma
cevaplar1 (kontrol) (A), Cd** (2x10” M) + etakrinik asit (EA, 10™* M) igeren
ortamda kasilma cevaplari (B), Cd*" (2x10° M) + diamid (10 M) igeren
ortamda kasilma cevaplar1 (C). * kontrole gore anlamlilif1 belirtmektedir.
Veriler ortalama = SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).

izole fare 6zofagus gizgili kas: fizerine karbakol (CCh 2x10™* M) uygulamas:
ile elde edilen kasilma cevaplar1 (kontrol) (A), trifluoperazin (10 M) igeren
ortamda kasilma cevaplar1 (B).* kontrole gore anlamlilif: belirtmektedir.
Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).

[zole fare 6zofagus gizgili kas1 iizerine Cd* (2x10° M) igeren ortamda CCh
(2x10* M) uygulamas: ile elde edilen kasiima cevaplan (kontrol) (A), cd*
(2x10° M) + trifluoperazin (10 M) iceren ortamda kasilma cevaplari (B). *
kontrole gore anlamlilif1 belirtmektedir. Veriler ortalama + SEM olarak ifade
edildi (P<0.001, n=5).
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZINi

ATP
ATPaz

Ca?t
Ca®" ATPaz
Ca®*/Mg** ATPaz
CCh

cdz

CPA

A

DHP

DHPR

d-Tc

DMT;,

EA

EGTA

GSH
Hx
K+
L-Cys
M g2+
MSPP
Na'
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OZET

izole Fare Ozofagus Cizgili Kasmmin Karbakole Verdigi Cevaplar Uzerinde
Kadmiyumun Etkisi

Cahsymamizda izole fare 6zofagus cizgili kasi iizerine karbakol uygulamasi
ile elde edilen kasilma cevaplarinin, kadmiyum tarafindan artirilmasinda rol alan
mekanizmalar aragtirildi. izole fare dzofagus dokusunun 1/3 alt ve iist kismu
uzaklastinlldi, mukozas: siyrildi ve 1-1.5 cm boyutlarinda preparat hazirlandi.
Doku 250 mg 6n gerim altinda, %95 O; ve %5 CO; ile gazlandirilmiy Krebs
soliisyonu ic¢eren, sicakliga 37 C olan, organ banyosuna asildi. Kolinomimetik bir
ila¢ olan karbakol (2x10'4 M) uygulandi ve boyutlan gittik¢e azalan kasilmalar
elde edildi. Ilk karbakol uygulamasmdan sonra ortama iki degerlikli bir metal ve
kalsiyum kanal antagonisti olan kadmiyum (2x10° M) eklendikten sonra karbakol
kasilma cevaplarinin boyutunda artma saptandi. Kalsiyum kanal antagonisti ve iki
degerlikli bir katyon olan nikel (4x10° M) karbakol kasilmalarim degistirmedi.
Presinaptik nikotinik reseptér blokdrii hekzametonyum (3x107 M) karbakol
kasilmalarm azaltti. Asetilkolinesteraz inhibitérii fizostigmin (5x107 M)
kadmiyumlu ortamdaki karbakol kasiimalarmin Kiiciilmesine neden oldu.
Postsinaptik nikotinik reseptor blokérii tubokiirarin (107 M) hem karbakol
kasilmalarim1 hem de kadmiyumlu ortamdaki karbakol kasimalarini azaltti
Ancak tubokiirarinli ve kadmiyumlu ortamdaki cevaplarin karbakol kontrol
kasilmalarina gore artms oldugu gozlendi. Voltaja duyarh kalsiyum kanal
antagonistleri verapamil (10 ve 10° M) ve nifedipin (10'6 ve 10° M) karbakol
kontrol kasilmalarim ve kadmiyum kontrol kasiimalarim 10° M konsantrasyonda
azaltt, Kalsiyum konsantrasyonu degistirildiginde 1.875 mM ve 1.25 mM’de
karbakeol kasilma cevaplan degismedi ancak 1.25 mM’de kadmiyumlu ortamdaki
kasilmalar artti. Kalsiyumsuz ve EGTA’h (2x10 ve 102 M) ortamda hem kontrol
hem de kadmiyumlu ortamda elde edilen karbakol kasilmalar1 inhibe oldu.
Kalsiyum konsantrasyonu 5 mM ve 7.5 mM iken kasilmalar azaldi. Sarkoplazmik
retikulum Ca?* ATPaz enzim inhibitérii siklopiyazonik asit (10° M) karbakol
kasilmalarini artirdi. Tiyol modiilatérii olan glutatyon (10 M) ve l-sistein (10'4 M
" ve 5x10”* M) kadmiyumlu ortamdaki karbakol kasilmalarin1 azaltt. Tiyol okside
edici ilaclar etakrinik asit (10'4 M) ve diamid (107 M) karbakol kasilmalarim
artirdi. Kalmodulin antagonisti trifluoperazin (10'5 M) kasilma cevaplarini azaltfi.
Bu sonuglar kadmiyumun, miyojenik etki gostererek, hiicre dist ve hiicre ici
Kkalsiyum konsantrasyonuyla etkileserek, sarkoplazmik retikulum Ca®* ATPaz’1
inhibe etmesi sonucu hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu artirarak, tiyol
gruplarina baglanarak ya da tiyol depolarim bosaltarak ve kalsiyum gibi
fonksiyon gosterip kalmoduline baglanarak karbakol kasilmalarinin artmasina
neden olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sézciikler: Ozofagus, karbakol, kadmiyum, cizgili kas
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ABSTRACT

The Effect of Cadmium on The Responses of Isolated Mouse Esophageal Striated
Muscle to Carbachol

The mechanisms which play role in the increase of carbachol induced
responses of isolated mouse esophageal striated muscle by cadmium are
investigated in this study. One third of upper and lower parts of isolated mouse
esophagus were dissected out, mucosa was peeled off and preparations of 1 to 1.5
cm. were made ready. Tissue was mounted in organ bath under a tension of 250
mg. containing Krebs solution aerated with % 95 O, and % 5 CO; in 37 °C. After
application of carbachol (2 x 10 M) which is a cholinomimetic drug, contractions
with decreasing amplitudes were obtained. Following the first application of
carbachol when Ca®" channel antagonist cadmium (2x10° M) was added to the
medium an increase was detected in the amplitudes of carbachol induced
contractions. Another Ca** channel antagonist nickel (4x10™ M) didn’t change the
carbachol induced contractions. A presynaptic nicotinic receptor antagonist
hexamethonium (3x10* M) decreased the carbachol induced contractions.
Physostigmine (5x10”7 M) which is an acetylcholinesterase inhibitor decreased the
carbachol induced contractions in medium with cadmium. A postsynaptic nicotinic
receptor blocker tubocurarine (107 M) decreased both carbachol induced
contractions and carbachol induced contractions in medium with cadmium. But
the responses in the mediums with tubocurarine and cadmium increased when
compared to control contractions. Voltage sensitive calcium channel blockers
verapamil (10, 10° M) and nifedipine 10°%, 10 M) decreased both the carbachol
control and cadmium control contractions in the concentration of 10° M. When
calcium concentration is changed in 1.875 mM and 1.25 mM. carbachol
contraction responses didn’t change but in 1.25 mM contractions in medium with
cadmium increased. In mediums without calcium and with EGTA (2x10° and 102
M) carbachol contractions in both control and cadmium added mediums were
inhibited. When calcium concentration is 5 mM and 7.5 mM the contractions
decreased. Cyclopiazonic acid @0? M) which is a sarcoplasmic reticulum Ca*
ATPase enzyme inhibitor increased the carbachol contractions. Glutathion (107
M) and L cysteine (107 and 5x10* M) which are thiol modulators decreased the
carbachol contractions in mediums with cadmium. Thiol oxidation agents
ethacrinic acid (10 M) and diamid (10 M) increased the carbachol contractions.
Trifluoperazine (10° M) which is a calmoduline antagonist decreased the
contraction responses. These results show that cadmium may increase the
carbachol contractions by a myogenic effect or by interacting with intracellular
and extracellular calcium concentration or by inhibition of sarcoplasmic reticulum
calcium ATPase and increasing intracellular calcium concentration eor by
bounding to thiol groups or reduction the thiol reservoir and by functioning like
calcium and binding to calmoduline.

Key words: Esophagus, Carbachol, Cadmium, Striated muscle
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1.GIRIS

Nonspesifik nikotinik ve muskarinik reseptor agonisti olan karbakol kolinerjik
bir ilag olarak siniflandirilmaktadir. Gastrointestinal sistemden absorbsiyonu ve kan-
beyin bariyerinden gecisi iyi olmadig1 i¢in genellikle topikal kullanilmaktadur.
Kolinesterazlarla kolay metabolize edilemediginden etkisi 4-8 saat siirebilmektedir’.
Karbakol ile yapilan ¢aligmalarda hem presinaptik hem de postsinaptik etkisinin oldugu
ortaya konmusgtur. Kurbaga néromiiskiiler kavsaginda yapilan ¢aligmalarda presinaptik
etkisiyle asetilkolin salinimini azalttigi gosterilmistir”. Postsinaptik ve hiicre igi
etkilerini arastirmak amaciyla yapilan galigmalarda; diiz kasda karbakoliin muskarinik
reseptdrleri etkiledifi ve membran depolarizasyonunda degisiklik olusturdugu’ bunun
sonucu L-tipi voltaja duyarli kalsiyum kanalim aktive ederek hiicre igine kalsiyum
girisini artirdig1 tespit edilmistir®. Ayrica hiicre igi inositolfosfat konsantrasyonunu’® ve
ventrikiil miyositinde yapilan ¢aligmalarda hiicre igine sodyum iyonu girisini artirmasi
sonucu, sodyum/kalsiyum pompasim (Na'/Ca®* pompasi) stimiile ederek’ kalsiyum
konsantrasyonunda artiga neden oldugu belirlenmistir. Karbakoliin iskelet kasinda ise
nikotinik reseptdrleri etkileyerek hiicre igi kalsiyum iyonu (Ca®" ) seviyesini artirdig1 ve
artan kalsiyumun, Ca®' depolarint tetikleyerek Ca®* salinimina neden oldugu
gosterilmigtir. Ca®"'s1z ortamda kasilma cevaplarmn ortadan kalktig1 ve hiicre ici
Ca® 'nin osilasyonunun devam edebilmesi igin depolarin yeniden dolmasi gerektigi
ortaya konmustur®.

Kadmiyum Alman kimyager F. Stromeyer tarafindan 1817 yilinda ZnCOj;’den
elde edilmigtir. Yeryiizii kabugunda ve ¢evrede kadmiyum oksit, kadmiyum kloriir veya
kadmiyum siilfat tuzlari halinde bulunmaktadir’. Canlilar kadmiyuma uzun siire maruz
kalinca karsinojenik etki olugmaktadir. Insanlar kadmiyuma genellikle yiyecek ve
igeceklerle oral yoldan ya da inhalasyonla (sigara i¢imi) maruz kalmaktadirlar.
Organizmadaki hedef organlan bobrek, karaciger, akciger, pankreas, testis, plasenta ve
kemiktir'®'"'%2, Kadmiyumun noromiiskiiler kavsak fizerine etkileri sigan'® ve fare
diafragmasinda' ve iskelet kasinda'® aragtirilmug, presinaptik asetilkolin salinimin

azaltips  gosterilmistir. Fakat kobay ileumun da yapilan c¢alismada Ca®*



konsantrasyonuna baglh olarak norotransmiter salimmina neden oldugu ortaya
konmugtur'®. Kadmiyumun diiz kas ve iskelet kasinda kasilma mekanizmas: tizerine
etkilerini aragtiran birgok ¢alisma yapilmigtir. Aort {izerinde yapilan ¢alismada
kontraksiyonlar1 artirdigi gosterilmisken'’, miyokardda yapilan ¢alismalarda ise
kontraksiyonlar1 azalttif1 tespit edilmigtir'®. Fare korpus kavernosum dokusunda
nérojenik’® ve sigan detrusor kasinda miyojenik® toksik etkisinden dolay1 kasilma
mekanizmasim etkiledigi ve kasilmalarin azalmasmna yol agtifi gosterilmistir. Fare
diafragmasinda’® yapilan calismada kadmiyumun spontan kontraksiyonlar artirdipx
bulunmustur. Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda kadmiyumun fare 6zofagus ¢izgili
kasinda kasilma mekanizmasinin ve noromiiskiiler kavsak {izerine etkilerinin
aragtirllmamis oldugu tespit edildi. Bu ¢aligmada karbakol ile kastirilan 6zofagus ¢izgili
kasinda kadmiyumun néromiiskiiler kavsak ve kasilma mekanizmas: {izerine etkisini

aragtirmay1 amagladik.



2.GENEL BILGI

2.1. Ozofagusun Anatomik Yapisi

Ozofagus insanda farinksten mideye kadar uzanan 23-25 cm uzunlugunda
miiskiiler bir kanaldir. Boyunda krikoid kikirdagin alt seviyesinde, altinci servikal
vertebra hizasinda baglar, kolumna vertabralisin Oniinden siiperior, posterior
mediastinumdan ve diyaframda da hiatus 6zofagusdan gecer. Yedinci kostal kikirdak
hizasinda midenin ostium kardiakumuyla birlesir. Ozofagus anatomik olarak servikal,
torakal ve abdominal olmak iizere ti¢ bolgeye ayrilir. Ozofagusun parasempatik uyarimi
nervus vagus’la olur. Mukoza bezlerine uyarilar submukoza tabakasinda bulunan
pleksus Meisnner’le, diiz kas liflerine ise iki kas tabakasi arasinda bulunan pleksus
Auerbach’la gider. Ust yandaki gizgili kaslara nervus vagus’un bir dali olan nervus
rekiirrens dagilir. Ozofagustaki sempatik sinir lifleri daha ¢ok kan damarlarint uyarir ve
ayrica viseral duyu algilama fonksiyonlar vardir',

Proksimal 6zofagusun sempatik innervasyonu servikal spinal bolgede lokalize
olan servikal paravertebral ganglion ve iist torasik spinal bdlgede bulunan {ist torasik
gangliondan gelen sinir lifleriyle olugmaktadir. Alt 6zofagus sfinkteri ise alt torasik
spinal bolgede lokalize ¢Oliak gangliondan gelen sempatik sinir lifleriyle
uyarilmaktadir®.

2.1.1. Ozofagusun Histolojik Yapisi

Gastrointestinal sistemin bir pargasi olan &zofagus genellikle kollabe
durumdadir, yutma siireci boyunca agilir. Ozofagus sindirim kanalinin diger organlari
gibi mukoza, submukoza, miiskiilaris ve seroza tabakalarindan olusur. Mukoza
tabakasinda epiteliyal tabaka 0,5 mm kahinliginda nonkeratinize ¢ok kath yassi epitelle
kaplidir. Epitel hiicreleri arasinda Langerhans hiicreleri bulunmaktadir”. Hayvanlarda
yapilan incelemeler sonucunda, kaba ve piiriizlii yiyecekler nedeniyle mukoza

tabakasinda keratinize tip ¢ok katli yassi epitel bulunmaktadir®. Miiskiilaris mukoza,



mukoza ile submukozay: ayiran igte sirkiiler, dista longitiidinal diiz kas hiicrelerinin
olusturdugu bir yapidir. Submukoza tabakasinda mukus salgilayan bezler vardir ki
bunlar sayesinde epiteliyal yapi kayganlagir ve gidalar mideye rahatlikla kayar. Ayrica
bu tabakada Meissner sinir pleksusu vardir. Miiskiiler tabakanin distal ucu diiz kas
hiicrelerinden, orta kismu diiz ve ¢izgili kas hiicrelerinden, proksimal ucu ise sadece
¢izgili kas hiicrelerinden olugur. Ozofagusun periton boslugundaki kismi1 serozayla, geri

kalan kism adventisya diye isimlendirilen gevsek bag dokusu tabakas: ile kaplidir®.

2.1.2. Ozofagusun Fonksiyonu ve Peristaltik Hareketlerin Kontrolii

Ozofagusun en dnemli fonksiyonu alman gidalarin mekanik bir pompa olarak
farinksten mideye ulagmasini saglamaktir. Gidalar afiz yoluyla alindiktan sonra
farinksten Ozofagusa geger, 6zofagusta ¢izgili ve diiz kas yapisinin koordinasyonlu
kasilmasiyla ilerler, alt 6zofagus sfinkterinin gevsemesi ile mideye geger. Ozofagus
alinan gidalarin giivenilir ve hizli bir gekilde mideye iletilmesinde rol oynamakla
beraber homojen olmayan bir yapiya sahiptir. Ozofagusun miiskiiler yapisi iki
tabakadan olugmaktadir, icte sirkiiler dista longitiidinal hat bulunur®.

Ozofagus baslica ti¢ fonksiyonel bélgesi olan bir organdir: 1. iist 6zofageal
sfinkter 2. Ozofagus gOvdesi 3. alt oOzofageal sfinkter. Istemli ve istemsiz
mekanizmalarin bulundugu ve iki farkli kas tipinin aktivitesinin ¢ok siki koordine
edildigi bu fonksiyonel bdlgelerin hareketleri, santral sinir sistemindeki kontrol
mekanizmalar1 tarafindan diizenlenir. Yutmanin santral ve periferal diizeydeki kontroli
eksitator kolinerjik noronlar tarafindan diizenlenir. Insan 6zofagusunun distal kismimn
%50-%60’1 tamamen diiz kastan yapilmustir. Yutma merkezindeki afferent reseptor
sistemi aracihifiyla 6zofagusun motor fonksiyonlarinin kontrolii saglamr. Ozofagustan
¢ikan duyusal yolaklar vagus sinirleri igerisinde santral sinir sistemine taginirlar fakat bu
duyusal yolaklar, omurilige giren sempatik sinirler icinde de bulunabilirler. Niikleus
ambigus ve dorsal motor niikleustan gelen sinir liflerini i¢inde bulunduran vagus siniri,
strastyla dzofagusun ¢izgili kasm, diiz kasim ve sfinkterlerini uyarirlar”. Ozofagus
¢izgili kas yapisi lizerinde yapilan ¢aligmalarda, ¢izgili kas ile diiz kas yapisinin nervus

vagus ve onun dali olan nervus rekiirensis’le uyarilarak koordineli bir gekilde kasildigi



gosterilmistir®®.  Ozofagusun immunohistokimyasal incelenmesinde nonadrenerjik
nonkolinerjik transmitterlerin (nitrik oksid, vasoaktif intestinal peptit, galanin, substans-
P) varh gosterilmis olup, bunlarin diiz kasta etkileri ortaya konmugtur®.

Ozofagusta iki tip peristaltik hareket goriiliir: primer peristaltizm ve sekonder
peristaltizmdir. Primer peristaltizm yutmanin farinks fazinda farinksten baglayan ve
Ozofagusa yayilan peristaltik dalganin devamidir. Bu dalga farinksten mideye kadar tiim
yolu 8-10 saniyede gecer. Dik pozisyonda ise gidalar yer ¢ekiminin de etkisiyle 5-8
saniyede bu mesafeyi gegerler. Primer peristaltik dalgayla 6zofagusa giren besinin timi
mideye gonderilemezse, 6zofagusta kalan besinin 6zofagus duvarim gerdirmesi sonucu
sekonder peristaltik dalgalar gelisir ve bu dalgalar besinin tamami mideye bosalincaya
kadar devam eder’®. Ozofagusun kontraksiyonunun kontrolii, 6zofagusun ¢izgili ve diiz
kas yapis1 arasindaki aktivasyonun iligkisine ve kas yapisiyla merkezi ve periferal
sinirler arasindaki iligkiye baghdir. Cizgili kas peristaltizmi beyin sapindaki ‘merkezi
program jeneratdriinden’ uyarilar1 alip ileten nervus vagusla olur. Diiz kas
peristaltizminin ortaya ¢ikmasi da merkezi ve periferik sinirler arasindaki etkilesim ve
diiz kasin 6zellikleriyle néronal mekanizmalar arasindaki etkilesmeye baglidir. Diiz
kasta iki ana noronal mekanizma bulunmaktadir: eksitatér kolinerjik ve inhibitor
nonadrenerjik nonkolinerjik sinirler. Bu uyaranlar birbiriyle etkilegerek peristaltik
kontraksiyonlarin genisligini, hizini, yayilimim etkilerler. Periferal sinirsel elementler
Ozofagusun off-cevabinin (alt 6zofagus sfinkterinin gevsemesi ve Ozofagus sirkiiler
kasimin hiperpolarizasyonu) olusumundan sorumludur’’?2 Ust 6zofagusta bulunan bir
bolus tarafindan ya da yutma eylemi ile baglatilan 6zofageal peristaltizm i¢in primer
kontrol mekanizmasinin, retikiiler formasyon ve beyin sapindaki yutma merkezinde
bulundugu tespit edilmistir. Bu merkezden kalkan uyarilar efferent yolaklarla
ozofagusun cizgili ve diiz kaslarina kademeli olarak yayilirlar. Izole 6zofagusun direkt
ya da vagal sinir aracilifiyla uyarilmas: da peristaltik hareketlerin baglamasina neden
olur. Bundan dolay1 6zofageal diiz kas duvarinda bir intrinsik periferal kontrol
mekanizmas1 mevcuttur. Bu mekanizma santral komponentten bagimsiz olarak
fonksiyon goriir. Ozofagus diiz kas: istirahat membran potansiyelinde, gastrointestinal
sistemin diger organlari mide, ince barsak ve kolon gibi fazik osilasyonlar gostermez.
Izole 6zofagusun vagal sinir aracilig veya kare dalga elektriksel uyariyla uyarilmastyla

iki fazli kasilma fenomeni gézlenmistir; uyarilmanin basinda agma cevabi (on response)



olarak tamimlanan gegici bir kasilma ve uyarilmanin kesilmesinden sonra ortaya ¢ikan
kapama cevabi (off response) olarak tanimlanan bir kasilma olusur. Sirkiiler kas
tabakasinin da uyarilmasi ile baglangicta on cevabi sonra off cevabi gdzlenmistir. On
cevaby, tekrar edilebilir niteliktedir ve bazen peristaltik olabilir. Ozofagus duvar ve
vagus sinirinin uyarildig: deneysel sartlarda ise lokal peristaltik dalga genellikle off
cevaba atfedilir. Yani peristaltik cevabin ¢ikmasi off cevabin olusumuna karsilik gelir.
Off peristaltik kasilmalar, 6zofagus duvarinda ya da vagus sinir demetinde bulunan
liflerin tiimiiniin ayn1 anda uyarilmasmin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Kedi ve
maymunlarda (Baboon tiirli), olusan peristaltik kasilma dalgasi, santral sinir
sisteminden 6zofagus ¢izgili ve diiz kaslarina olan eksitatér desarj dizileri tarafindan
olusturulur. Efferent vagal lifler muhtemelen preganglioniktir. S6z konusu off cevabin
aktif membran hiperpolarizasyonundan sonra gelisen “’rebound’> membran
depolarizasyonu ile iligkili pasif bir fenomen veya dnceden olusan inhibisyonun son
bulmasindan sonra Dbelirginlesen aktif bir eksitatér stimulus olup olmadig
bilinmemektedir. Off cevabin degiskenlik gostermesine ragmen kismen atropine duyarli
olmasi, kolinerjik uyariyla olustugunu diistindtirebilir. Kedi ve maymunda (Baboon
tiirli) 6zofagus sirkiiller diiz kas tabakasina norojenik eksitator sinirlerle impulslarin
ulasabildigi gosterilmistir. Kedi 6zofagus diiz kasinda elektriksel uyarilara alinan
cevaplarin, atropin ve hemikolinyum ile bloke olmasi, fizostigminle gii¢lenmesi,
eksitatdér néronlarin kolinerjik oldugunu gosterir. Oposum 6zofagusunda da vagal
uyariyla elde edilen cevaplar kolinerjik kaynaklidir. Dolayisiyla baz tiirlerde sirkiiler
diiz kas1 uyaran eksitatér mekanizma kolinerjik kaynaklidir. Ozofagus duvarinin direkt
uyarilmasi veya vagal sinirin uyarilmasi 6zofagus duvarindaki tiim duyusal noéronlari,
inhibitér ve eksitatér sinir liflerini uyarr. Tekrarlayan stimuluslarla eksitator
mekanizma zayiflar ya da inhibitér mekanizma baskin hale geger, sonugta eksitator etki
ortadan kalkar. Dolayisiyla eksitator “’on’’ cevabi gegicidir ve intakt 6zofagusta siklikla
nonperistaltiktir. Stimulus kesildikten sonra off cevap olusur genellikle peristaltiktir.
Ozofagus sirkiiler kasinda off ve on cevaplarin olusmas: kolinerjik uyarilarin yamisira
diger a-adrenerjik, dopaminerjik ve histaminerjik (H;) gibi eksitatér mekanizmalarin ve
B-adrenerjik, dopaminerjik, histaminerjik (Hz) gibi inhibitér mekanizmalarin rolii
bulunmaktadir.



Ozofagus ¢izgili kas tabakasindaki sinir pleksuslarinin 3 fonksiyonu olabilecegi
ileri siirtilmiigtiir:

1. Buradaki néronlar duyusal fonksiyona sahip olabilir. Orofarinks veya
Ozofagustan g¢ikan duyusal afferent stimuluslarla, i. Santral kaynakli kontrol
mekanizmalarinin baglatilmasinda, ii. Santral kaynakli kontrol mekanizmalardan kalkan
efferent desarjlarin yogunlugu ve zamanlamasinin diizenlenmesinde ve iii. ‘’Distal”’
inhibisyonun santral komponentinde O6nemli rol oynarlar. Periferal kontrol
mekanizmalarinda eksitasyon ve inhibisyon olusturabilirler.

2. Yutma merkezinden 6zofageal ¢izgili kasa kadar uzanan eksitator yolaklarda
ara néron olarak davranabilirler.

3. Bazi néronlar 6zofagus duvarinda distal inhibisyona aracilik ederek fonksiyon
goriirler. Bu 0zellik 6zofagus ¢izgili ve diiz kas fonksiyonlan arasindaki
koordinasyonun kismen lokal olarak da diizenlendiini gosterebilir. Sonu¢ olarak
Ozofagus peristaltik hareketleri igin lokal kontrol mekanizmasi nérojenik olmasina
ragmen miyojenik Ozellikleriyle de iligkili olabilir. Deneysel sartlarda on cevap
peristaltizmi ortaya c¢ikmasimna ramen, peristaltizmde baskin olarak off cevap
peristaltizmi  goriilmektedir. On cevabin olusmasinda kasin direkt kolinerjik
uyarilmasinin rolii varken, off cevabin olugsmasinda eksitatér kolinerjik ve diger

eksitator mekanizmalarin rolii bulunmaktadir®',

2.1.3. Ozofagusun nonkolinerjik nonadrenerjik néromediyatérleri

Ozofagus ¢izgili ve diiz kas yapisinin immunohistokimyasal incelenmesi sonucu
nonadrenerjik nonkolinerjik néromediyatdrlerin konumu ve fonksiyonlarn kismen
belirlenmigtir. Oposum &zofagusunda yapilan galigmalarda 6zofagusun farkli anatomik
bélgelerinde ¢esitli sinir liflerinin dagiliminin da farkli olabilecedi gosterilmigtir.
Immunohistokimyasal olarak yapilan incelemelerde: 6zofagusun servikal bolgesindeki
sirkiiler kas tabakasinda bulunan sinir liflerinde nikotin adenin diniikleotid fosfat
diaforoz (NADPH-d) bol miktarda bulunurken, 6zofago-gastrik sfinkter bélgesinde
sirkiiler kas tabakasinda 6nemli derecede azalmis olarak bulunmaktadir. Longitiidinal
kas tabakasinda NADPH-d bulunan sinir lifleri 6zofago-gastrik sfinkter bolgesinde bol



bulunurken, ¢izgili kas-diiz kas kavsaginda Onemli derecede azalmig olarak
bulunmaktadir. Nitrik oksid sentazin ve Kkalsitonin geniyle iliskili peptidin, sinir
liflerinde NADPH-d’le ayni lokalizasyonda oldugu belirlenmistir. Fakat &zofagusun
herhangi bir tabakasinda vasoaktif intestinal peptid (VIP), galanin ve P-maddesi’nin
bulundugu sinir liflerinin dagihminda belirgin bir fark olmadig: gosterilmistir’**>. Daha
sonra kobaylarda, siganlarda ve sigirlarda yapilan ¢aligmalarda 6zofagusun myenterik
pleksusunda bulunan NADPH-d’nin, diiz kas ve sfinkter b6lgesinin uyarilmasi yani sira
¢izgili kas tabakasiun da uyanlmasmnda rolii oldugu tespit edilmistir’®. Farkli bir
calismada ise sigirlar’® ve kobaylarda®” galanin’in, 6zofagusun ¢izgili kasiun
uyarilmasim saglayan bir mediatér oldugu, nitrik oksid ve VIP igeren sinir liflerinde
lokalize sekilde bulundugu gosterilmistir. Sican gastrointestinal sisteminde yapilan
calismada pituiter adenilat siklazi aktive eden polipeptid’in ekstrinsik ve intrisink
sinirlerde varlif1 g6sterilmis ve gastrointestinal sistemin gesitli fonksiyonlarinda rolii

olabilecepi ortaya konmustur’®,

Insan ©zofagusunda myenterik néronlarin %55’
nitrerjiktir ve bunlarin %96’sinda VIP, %80’inde kalsitonin geniyle iligkili peptid ve
%59’unda galanin bulunmustur. Bu néronlarin somasinda %14 VIP ve %10 galanin
oldugu gosterilmistir’’. Myenterik sinirlerde yapilan alismalarda bombesin, substans-P,
16sin-enkefalin, metionin-enkefalin, noropeptid Y ve somatostatin benzeri peptidlerin
varhig1 da gosterilmigstir. Submukozal noronlarin ise néropeptid Y, metionin-enkefalin,
l16sin-enkefalin ve bombesin hari¢ yukaridaki mediatorlerin tamamim icerdigi
saptanmigtir. Her iki grup sinirin terminalinde kalsitonin geniyle iligkili peptid,
néropeptid Y, P-maddesi, VIP, galanin’in bulundugu anlasilmigtir. Myenterik sinirlerin
terminalinde bunlara ek olarak néropeptid Y, metionin-enkefalin ve somatostatin
bulunmustur. Biitiin kas tabakalarindaki geniglemis sinir liflerinde kalsitonin geniyle
iliskili peptid, galanin, substans-P ve noropeptid Y’nin oldugu ileri siirtilmiistiir.
Sirkiiler kas tabakasinda l6sin-enkafalin, metionin-enkefalin ve longitiidinal kas
tabakasin 16sin-enkafalin, somatostatin ve bombesin ig¢eren sinir liflerinin ¢ok az sayida

oldugu tespit edilmistir. Sinir liflerinde kolesistokininin varhi belirlenememistir*’.



2.2. Ozofagus Cizgili Kas Yapist

Her kas, kas lifi adi verilen ¢ok sayida liften olusur. Endomisium adli bir bag
dokusu katmani bu liflerin her birini sarmalar. Kas lifleri bir araya gelerek fasikiilleri
olusturur, bunlar da perimisium denilen bag dokusu katmaniyla ¢evrilir, bu yapida kan
damarlari ve sinir yapis: bulunmaktadir. Fasikiiller kas1 olugturmak iizere bir araya gelir
ve epimisium denilen bag dokusu kilifiyla gevrilirler*!. Cizgili kas hiicrelerinin boyu 25
cm’ye kadar ulagabilir ve ¢ap1 10-80 mikrometre arasinda degisir. Kas lifinin hiicre
membranina sarkolemma denir, bu yap:1 hiicre membram gibi protein, fosfolipid,
kolesterol, karbonhidrat ile birlikte birgok ince kollejen fibrilleri igeren polisakkarid
tabakasindan meydana gelen dig kiliftan ibarettir. Her kas lifi birkag yiiz ile birka¢ bin
arasinda miyofibril igerir. Miyofibriller kas lifinde sarkoplazma denilen hiicre igi
maddelerden olugan bir matriks i¢inde asilidirlar. Sarkoplazma sivisi potasyum,
magnezyum, fosfat ve protein yapisindaki enzimleri igerir. Sarkoplazma iginde bulunan
zengin endoplazmik retikuluma kas lifinde sarkoplazmik retikulum denir ve kas
kasilmasinda Onemli rolii bulunmaktadir*. Kas liflerinin elektron mikroskopik
goriinlimiinde sarkolemmanin T-tiibiilleri ad1 verilen i¢ ceplenmeleri goriilmiigtiir.
Sarkotiibiiler sistem T-tiibiil sistemi, sarkoplazmik retikulum’dan olusan yapiya denir.
Her bir kas lif¢iginin ¢evresinde diizensiz bir perde yapan sarkoplazmik retikulum,
miyosin ve aktin liflerinin kavsaginda T sistemi ile yakin temasta olan ug¢ sarnici’na
genigler, buraya terminal sisterna veya ug¢ sarni¢ denir®. Sarkoplazmik retikulum’un
(SR) boylamasina uzayan geri kalan bdoliimleri terminal sisterna ile devam eder ve
sarkomerin tiim uzunlugu boyunca uzamr. SR’nin bu bdliimii kalsiyum pompalayici
proteini (Ca®>" ATPaz) tasir boylece Ca®"’min SR’ye tekrar pompalanmasinda dnemli rol
oynar'. Bu temas yerlerinde, merkezde T sistemi ve her iki yaninda sarkoplazmik
retikulumun sarni¢laniyla birlikte yaptig1 olusuma Triad denir. Sarkolemmanin devam
olan T sisteminin iglevi aksiyon potansiyelinin hiicre zarindan kas igindeki biitiin
myofibrillere izl bir sekilde taginmasinmi saglamaktir. Sarkoplazmik retikulumun
forksiyonu Ca®* hareketi ve kas metabolizmas: ile ilgilidir. Sarkoplazmada bulunan
distrofin proteinleri ince aktin filamanlarim sarkolemmadaki B-distroglikan’a baglayan
bir ¢ubuk yapar, B-distroglikan da a- distroglikan’la hiicre disindaki laminin’e baglanir.
Bu distrofin-glikoprotein karmasinin kas lif¢igine saglamlik ve destek verdigi
diigiiniilmektedir®. Ayrica ¢izgili kas iskelet yapisindaki distrofin digindaki diger



multifonksiyonel proteinlerin, dinamik yapilarindaki degisimlerin, dokunun fonksiyonel
yapistyla iligkili oldugu goriilmiigtiir. Bu yapidaki proteinlerin; 6rnegin aktin baglayan
protein vinkulin veya filamein’nin sarkomerik sinyal yolagiyla birlikte calisabildigi
gosterilmigtir*,

Her miyofibrilde yan yana uzanan yaklagik 1500 miyozin filamenti ve 3000
aktin filamenti bulunur. Bu polimerize proteinler kasin kasilma fonksiyonundan
sorumludurlar ve kismen i¢ i¢e girdikleri i¢in miyofibriller birbirini izleyen koyu ve
acik bantlar olustururlar. Aktin filamentlerinden olusan agik bantlar polarize 1s13a
izotropiktirler ve 1 bandi adim alirlar. Myozin filamentleri ile aralara giren aktin
filamentlerinin ug¢larimi igeren koyu bantlar ise polarize 1513a anizotropiktirler ve A
band1 adim alirlar. Miyozin filamentlerinin yan tarafindan ¢ikan kii¢iik uzantilara ¢apraz
kopriiler denir, bunlar filament boyunca tam orta béliimler diginda yiizeyden ¢ikintilar
yaparlar. Capraz kopriilerle aktin filamentleri arasindaki etkilesmeler kasilmaya neden
olur. Aktin filamentlerinin ucu filamentdz bir protein yapisinda olan Z disklerine
tutunmaktadir ve bu diskten her iki yone uzanarak miyozin filamentlerinin arasina girer.
Z diski miyofibriller arasina uzanir ve kas lifi boyunca miyofibrilleri birbirine baglar,
boylece ¢izgili kas yapisimn ¢izgili gériiniimii olusur®. Z ¢izgileri ad: verilen iki koyu
¢izginin arasinda yer alan yapiya sarkomer denir ve iskelet kasinda yinelenen kasilma
birimini temsil eder. Sarkomerin ortalama boyutu 2um kadardir. Miyozin filamentleri
Z-disklerine titin diye adlandirilan hiicre iskelet proteinleriyle baglanir. Titin ¢ok iri
(molekiil agirligi 3000 kDa), elastik proteinlerdir, sarkomerin merkezinden Z-disklerine
kadar uzamr ve miyozin filamentlerinin organizasyonu ve sarkomerdeki dizilimi i¢in
Onemlidir. Miyozin filamenti her birinin agirhig1 480 kDa kadar olan bir¢ok myozin
molekiiliinden olugmustur. Miyozin molekiilii alti ayr1 polipeptidden kurulu olup,
molekiil agirligr 200 kDa olan bir ¢ift agir zincir ile molekiil agirligi 20 kDa olan iki ¢ift
hafif zincirden olusmaktadir*'. Bu zincirlerin her birinin ucu kivrilarak miyozin basi
olustururlar, boylece ¢ift sarmal miyozin molekiiliiniin bir ucunda yan yana uzanan iki
serbest bas vardir; sarmalin devam eden kismina da kuyruk denir. Ikisi bir basa ait
olmak {tizere, dort hafif zincir de miyozin bagimmin kisimlarndir. Bu hafif zincirler kas
kasilmasi sirasinda bagin fonksiyonunu kontrol etmeye yardim eder. Miyozin
filamentinin diga uzanan kollarina ve baglarina birlikte ¢apraz koprii denir. Miyozin

filamentlerinin uzunlugu ortalama 1.6 mikrometredir, bu filamentin ortasinda 0.2
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mikrometrelik kisimda c¢apraz kopriiler yoktur, bdylece ortada sadece miyozin
molekiiliiniin kuyruklar1 vardir baglart yoktur. Myozin filamentleri kendi etrafinda
doner ve her ¢apraz koprii seti bir 6nceki setten 120 derece aksiyal olarak yer degistirir.
Bu durum ¢apraz kopriilerin filamentin etrafinda her yonde uzanmasim saglar. Miyozin
basimin bir diger temel fonksiyonu adenozin trifosfataz (ATPaz) enzimi olarak
fonksiyon gdrmesidir, bu sekilde adenozin trifosfat (ATP) yikilarak fosfat baglarindan
ac1ga ¢ikan enerji kasilma fonksiyonu igin kullanilir*®. Miyozin filamentinde bulunan
miyomesin ve C-protein gibi proteinler ise miyozinin bipolar organizasyonunda ve
paketlenmesinde rol alirlar*'.

Aktin filamenti {i¢ protein komponentinden olusur; aktin, tropomiyozin ve
troponin’dir. Aktin filamentinin iskelet yapisim ¢ift sarmal filamana benzer aktin
proteini (F-aktin proteini) olusturur. Cift F-aktin sarmalindaki ipliklerin her biri,
globiiler aktin (G-aktin) molekiillerinden olusur. Her G-aktin molekiiliine bir adenozin
difosfat molekiili tutunmustur; bu molekiillerin kas kasilmasi sirasinda aktin
filamentlerinin, miyozin filamentlerinin ¢apraz kopriileriyle etkilestigi aktif bolgeler
oldugu disiiniilmektedir. Aktin filamenti 1 mikrometre uzunlugundadir. Aktin
filamentlerinin tabanlar1 Z disklerinin igine yerlesirken, diger uglar her iki yonde
sarkomerlerde miyozin molekiilleri arasindaki bosluklara dogru uzamrlar. Aktin
filamentinin igerdigi bir diger protein tropomiyozindir. Bu molekiiller F-aktin
sarmalimin  etrafina spiral olarak sanlmigtir. Istirahat durumunda tropomiyozin
molekiillerinin aktin ipliklerinin aktif bolgelerini kapattig1, boylece aktin ve miyozin
arasinda kasilmaya neden olacak ¢ekimi engelledigi diigtiniiliir. Yapilan galigmalarda
tropomiyozinin molekiiler diziliminin -aktinle-miyozin arasindaki etkilesmede onemli
rol oynayabilecegi, tropomiyozin (TM) molekiiler dizilimindeki degisikliklerin bu
yapilarin etkilesmesinde bazi aksamalara yol acabilecegi gosterilmisti. TM’nin
alternatif uglarinin rolii TM’nin her bir izoformu i¢in aktine spesifik afiniteyi daha gok
vermektir. TM’nin aktine afinitesi birlikte ¢alisan iinitlerin bityiikliigiine, afinitelerine,
tam aktivasyon i¢in gerekli olan miyozin baglarinin sayisinin azhifina baghdir®. Aktin
filamentinde bulunan iiglincii protein yapisi da troponindir; bu molekiiler yapt
tropomiyozinin bir ucuna baglamr. Troponin kas kasilmasinin kontroliinde rol oynayan
{ic protein alt biriminden olusur i. Troponin I aktinin miyozine baglanmasimin

tropomiyozin tarafindan inhibe edilmesini kolaylastirir ii. Troponin T tropomiyozine
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baglaur iii. Troponin C ise kalsiyum iyonlan igin kuvvetli afiniteye sahiptir*. Aktin
filamentinde bulunan diger proteinler; tropomodiilin, o- aktinin ve kapZ dir.
Tropomodiilin aktin filamentinin sonundan sarkomerin merkezine dogru uzanir ve aktin
filamentinin boyunun yerlesmesinde rol alir. a- aktinin ve kapZ ise aktin filementinin Z-

diskine tutunmasinda fonksiyonu vardir*!,

2.2.1. Ozofagus Cizgili Kas Yapisinin Kasilma Mekanizmasi

Kas kasilmasi aktin filamentlerinin miyozin filamentleri lizerinde kaymas,
miyozin baslarimin aktine sikica yapigmasi, bu baslarin miyozin molekiiliiniin geri
kalan kismi fiizerine biikiilmesi daha sonra ayrilmasi ile goriiliir. Miyozin baslarinda
ATP-baglayan nokta agik bir yarik seklindedir ve ATP buraya girince hidroliz olur ve
yarik kapanir. Bu olay miyozin baginin aktine bagli olan geri kalan kismim biiker ve
daha sonra aktini miyozin iizerinde hareket ettiren ‘giic darbesini’ olusturmak iizere
katilagir. Her giic darbesi sarkomeri 10 nm kadar kisaltir. ATP’deki yiiksek enerjili
fosfatin hidrolizini, miyozin molekiillerinin aktinle temas ettigi yere yerlesmis olan
ATPaz etkinligi katalizler. Kas lifinin depolarize olmas: ile baglayan kasilma siirecine
uyarilma-kasiima keneti (eksitasyon-kontraksiyon bagmtis1) denilir*®. Aksiyon
potansiyeli T-tiibiilleri aracilifiyla sarkolemmada yayilirken sarkoplazmik retikulumun
terminal sisternalarmdan Ca®*salinir. Boylece intraseliiler Ca** konsantrasyonu artar ve
aktinle miyozin arasindaki kontraksiyon gergeklesir. Aksiyon potansiyeli genellikle kisa
siirer (yaklagik 5 msn), intraseliiler Ca®*’ nin artis1 aksiyon potansiyelinden sonra hafifce
baglar ve 20 msn de doruga ulasir. Hiicre igi Ca®" nmn artmast sars1 adi verilen bir
kasilmaya neden olur. intraseliiler Ca®" mmn artmas: SR ile T-tiibiilii arasindaki protein
etkilesmesinin sonucudur. T tiibiilleri ile sarkoplazmik retikulum terminal sisternalar
yani u¢ sarniglari arasinda yaklasik 15 nm kadar bosluk bulunmaktadir. Bu bogluk
lizerinde, protein yapilar bir koprii olusturur ve bunlara ‘ayak’ adi verilmistir. Bu
ayaklar terminal sisternalarin Ca** saliveren kanallari olup aksiyon potansiyeline yanit

olarak hiicre i¢i Ca®*

nin yiikseltilmesinden sorumludurlar. Bu kanala riyanodin adl1 bir
ilacin baglanmasindan dolay: riyanodin reseptorii (RYR) denir. SR da bulunan RYR’leri

500 kDa biiyiikltigiinde protein yapilaridir. RYR molekiiliiniin ¢ok kii¢tik bir pargast SR
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membranina gémiilmiigtiir, dnemli bir kism1 sarkoplazmada bulunmaktadir ki, bu yap:
T-tiibiilleri ile terminal sisterna arasindaki boglugu kapatmaktadir ve T-tiibiil
membraninda dihidropiridin reseptorii (DHPR) ile temas halindedir. DHPR 5 alt
subiinitten olugmaktadir ve bu alt birimlerden sadece bir tanesine dihidropiridin tiirevi
kanal ilag baglanmaktadir. Bu reseptdriin yapisindaki degisiklikler riyanodin
reseptérlerini agar ve SR’den Ca”" salintmi olur. SR’den Ca®* salinmasinin baslatilmas
icin DHPR iizerinden hiicre igine Ca®" akmasina gerek yoktur. Iskelet kasi, hiicre dis1
Ca®" yoklugunda veya mutasyona ugramis bir DHPR nin Ca*"y1 iletememesi halinde
de kasilabilir. Kas aksiyon potansiyeli T-tiibiiliinden akarken DHPR’de protein-protein
" tepkilesmesiyle meydana gelen degisikle RYR agilmakta .Ve SR’den sarkoplazma igine
Ca®' salinabilmektedir. Diger iki protein ise triadin ve kalsekestrin dir. Triadin DHPR’le
RYR’nin etkilesiminde rol alir. Kalsekestrin terminal sisternalarin limeninde bulunan
diisiik afiniteli Ca®* baglayan bir proteindir. Bu protein yiiksek Ca*" konsantrasyonunda
Ca®" baglayarak RYR uyarildig1 zaman SR da sarkoplazmaya Ca*" salmmim artirr®’,
Aksiyon potansiyeli, T sistemi sayesinde kas lifinde biitiin lif¢iklere yayilir ve T
sistemine yakin sarkoplazmik retikulum keselerinden Ca®" salinmasimi tetikler, Ca**
troponin C’ye baglanarak kasilmay1 baglatir. Dinlenim halindeki kasta troponin I aktinle
baghdir ve tropomiyozin, miyozin baglarmin aktine baglanma noktalarim 6rter. Yani,
troponin-tropomiyozin karmasi aktin ile miyozin arasindaki etkilesimi inhibe eden
‘gevsetici protein’’ni olusturur. Ca® troponin C’ye baglaninca troponin I'mn aktine
olan baglantisi zayiflar ve boylece tropomiyozin yatay olarak hareketlenir. Bu hareketle
miyozin baglarinin baglanma noktalarmin ortlisti agilir, ATP pargalamr ve kasilma
goriiliir. Bir kalsiyum iyonuna ba@lanan her troponin molekiilii yedi tane miyozin
baglanma noktasimi agiga g¢ikarr. Ca®’nin serbestlesmesinden sonra, sarkoplazmik
retikulum membraninda bulunan kalsiyum-magnezyum adenozin trifosfataz (Ca**-Mg*"
ATPaz) pompasi araciligiyla Ca*" sarkoplazmik retikuluma toplanir. Hiicre igi Ca**
oram1 yeterince azaldig1 zaman miyozinle aktin arasindaki kimyasal etkilesim durur ve
kas gevser. ATP burada hem kasilma hem de gevseme icin gerekli olan enerjiyi saglar.
Birgok faktor iskelet kasinda aktin filamentinin Ca*"’ya duyarlihgm etkileyerek aktin
filamentiyle miyozin filamentinin etkilesimlerini saglar. Bu faktorler, sicaklik, pH,

sarkomer uzunlugu ve diizenleyici hafif zincir fosforilasyonudur. Bu faktorlerin her biri
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bir digeriyle iliskilidir; drnegin, Ca®* duyarliigindaki artis diger faktorlerdeki azalmayla
paralel olugur®.

Kisaca bir ¢izgili kasin kasilmasi soyle gelisir®;

1- Motor néronun bogalmasi

2- Motor son plakta transmitter (asetilkolin) salinimi

3- Ascetilkolinin nikotinik reseptérlere baglanmasi

4- Son plak membraninda Na* ve K* gecirgenliginde artma

5- Son plak potansiyelinin olugmasi

6- Kas liflerinde aksiyon potansiyelinin olugsmasi

7- Depolarizasyonun T tiibiilleri boyunca igeriye yayilmasi

a’"’un aktin ve miyozin filamentlerine

8- Sarkoplazmik retikulumdan salinan C
sizmasl
9. Ca**'un aktin iizerindeki miyozin baglanma noktalarim agmak igin troponin
C’ye baglanmasi
10- Aktin ve miyozin arasinda ¢apraz kopriilerin kurulmasi ve lifin boyunda
kisalma meydana getirmek iizere aktin filamentlerinin miyozin filamentleri
{izerinde kaymasi.
Gevseme basamaklari ise;
1- Ca®"’un sarkoplazmik retikuluma tekrar toplanmas:
2- Ca*"un troponinden ayrilmasi

3- Aktin ve miyozin arasindaki etkilegimin durmast®.

2.2.2. Ozofagus Noromiiskiiler Kavsak Yapist

Motor noronlarin aksonuyla iskelet kas lifleri arasindaki kavsaga noromiiskiiler
kavsak, miyonéronal kavsak veya motor son plak denir®'. Iskelet kas lifine gelen akson,
sonlanma noktasina yaklasirken miyelin kilifini kaybeder, ¢ok sayida terminal diigme
veya ayak ucuna boliiniir. Ayak ucunda ¢ok sayida asetilkolin iceren vezikiil bulunur ve
bunlar sinir hiicre zarindan rasgele salinir, sinir- kas kavsaginda 0.5 mV genliginde
minyatiir son plak potansiyeli (MSPP) denilen depolarize edici dikenler olusturur. Sinir
uglari, kavsaktaki kalinlagmis kas zari bolimii olan motor son plaktaki ¢okiintiilere
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yerlesir®. Sinir ile kalinlasmuis kas zarindaki araliga kavsak yang: denir. Bu aralik
karbonhidrattan zengin amorf materyal icerir ve her son plakta bir tane sinir sonlamr,
Presinaptik ugtaki asetilkolin vezikiillerinden Ca®" girisiyle dogru, magnezyum (Mg>")
girigiyle ters orantili olarak asetilkolin salimmi gergeklesir. Sinir terminalindeki
asetilkolin veziikiillerinden zengin bolime aktif hat (zone) denir’. Presinaptik
bolgedeki Ca** kanallart memelilerde P-tipi kanallardir. Non-aromatik bir poliamin olan
huni-ag toksini ve peptid yapili omega-agatoksin-IVA ile bloke olurlar. Amfibi ¢izgili
kaslarimin motor sinir ucundaki kalsiyum kanallar1 omega-konotoksin ile bloke olan N-
tipi kalsiyum kanallaridir*’. Presinaptik ugta plazma membranin depolarizasyonuyla,
voltaja baghh Ca®* kanallar acilir, asetilkolin igeren vezikiiller plazma membraniyla
birlesir ve asetilkolin sinaptik aralifa salinir. Salinan néromediatorler kasta diizenli
ilerleyici yamtlarin olugmasi saglar. Her sinir uyarisinda 10.000 norotransmitter
molekiilii igeren 60 kadar asetilkolin vezikiilii serbestlesir. Asetilkolin; kolin-O-
asetiltransferaz enzimi aracilifiyla asetilkoenzim A’dan alinan aktif asetil radikallerinin
kolinle birlesmesi sonucu olusur. Cok az motor néron ve onlarin aksonlarinda
asetilkolin sentezi olur, diger hiicrelerin ¢ogunda ndrotransmitter sentezi gergeklesmez.
Asetilkoenzim A néronlarda sentezlenir fakat kolin sentezlenemez ve ekstraseliiler
ortamdan yiiksek ve az afiniteli aktif transport sistemleriyle noron igine alinir. Yiiksek
afiniteli sistemler sadece kolinerjik néronlarda bulunur ve ekstraseliiler ortamdaki Na*
konsantrasyonuna bagli aktivite gosterirler. Bu yapilar hekzametonyum ile inaktive
olurlar. Presinaptik ugtaki bu yiiksek afiniteli kolin transport sisteminin yapis1 ve ardigik
dizimi diger norotransmitter tasiyicilarindan farkhidir fakat sodyum (Na')’ye baglh
glukozu tasiyic1 sisteme benzer bir yapiya sahiptir*'*’. Kolin’in kayna@1 sinaps
aralifinda yikilan asetilkolinden serbest kalan kolin, diyetle alinan ekzojen kolin ve
viicutta yikilan fosfolipidlerden agiga ¢ikan kolindir. Agiz yolundan kolin ve lesitin

®. Presinaptik uctan

verilmesi kolinerjik noronlardaki asetilkolin sentezini artiir®
nérotransmitterlerin salinmasi genellikle presinaptik Na® ve potasyum (K") kanallari
tarafindan diizenlenir. N6ronal N tipi kanallar G proteini aracili bir transdiiksiyon
mekanizmasi {izerinden inhibe edilebilirler. N tipi kanallarin inhibisyonu, bu kanallarin
voltaj duyarlilifindaki degisikliklerin bir sonucu olarak meydana gelir. Ayrica
nbrotransmitterler néronal K kanallarmin acilmasina neden olurlar, bdylece sinir

ucunda gelisen membran potansiyeli istirahat membran potansiyeli seviyesine gelir ve
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geriye zayif bir aksiyon potansiyeli kalir. Bu aksiyon potansiyeli sinir ucu membranim
zayif bir sekilde depolarize eder ve normalden daha az miktarda Ca®" hiicre igine girer,
neticede daha az norotransmitter salinir. Norotransmitterler kendi salinmalarinda ya da
diger mediyatorlerin diizenlenmesinde de rol oynayabilmektedir. Sinir uglarinda
genellikle nGrotransmittere ait reseptorler (otoreseptdr) bulunur ve bu reseptorler aktive
edildiginde norotransmitterlerin salinmasi azalabilir veya artabilir’’. Asetilkolinin
kuantal salinimi minyatiir son plak potansiyeli (MSPPs) olarak adlandirilan kiigiik
spontan bir depolarizasyonla gerceklesir. MSPPs’nin frekans: gelisi giizeldir, ortalama
her 1 sn’de bir goriiliir. MSPPs’nin frekans: degisiktir fakat ampliitiidleri dar bir aralik
igindedir. Her MSPPs ortalama 0.4 mV’le postsinaptik membranda depolarizasyona
neden olur. Bu depolarizasyon kas plazma membraninda tetikleyici aksiyon
potansiyelinin olusumu igin yeterli degildir*'. Presinaptik ugtan salinan asetilkolin,
postsinaptik bélgedeki nikotinik reseptorlere baglanarak, zarin Na" ve K iletkenligini
artirir ve Na*’nn ice akis1 sonucu son plak potansiyeli adi verilen depolarize edici bir
potansiyel olusur. Asetilkolin sinir-kas kavsaginda bulunan asetilkolinesteraz enzimiyle
yikilarak uzaklagtirilir. Aksiyon potansiyeli son plagin her iki tarafinda olusur®.

Sinir son plaginin kargisinda bulunan ¢izgili kas hiicre membrani farklilagmig bir
yapt gosterir bu bolge kivnimli olusu nedeniyle plagin ylizey alamim 6 kez artirir.
Nikotinik tipteki asetilkolin reseptorleri kivrimlarin tepesinde yogunlagmugtir,
kivrimlarin gukur bolgelerine dogru ve kas hiicresinin kavsak digi kalan bélgelerinde
dansite diiger. Bir son plaktaki toplam reseptor sayisit bulundugu kas yapisina gore
1.000.000-10.000.000 arasinda degisir. Nikotinik reseptdrler, yapica ligand kapili
kanallardir. Nikotinik reseptdrler ortalama membramn sinaptik yiizinde 65 A°
sitoplazmik bélgesinde 20 A° boyutlarinda gikinti olusturur. Reseptoriin sinaptik
yiizdeki kanallarin agz1 22 A° genisligindedir’’. Cizgili kasta bulunan kas tipi nikotinik
reseptorlerle, beyin ve otonomik ganglionlarda bulunan néronal tip nikotinik
reseptorlerin oligomerik yapisi ve antagonistlere karsi davramgn farklidir. Kas tipi
nikotinik reseptorler (N;) 250.000 dalton molekiilii agirliginda pentamerik bir protein
kompleksidir; iki alfa ve birer beta, gama ve delta alt-birimlerinden olugur; eriskin
hayvanlarda gamanin yerini epsilon alt birimi alir. Bes alt birimin her biri dort
transmembranal helikal segmente sahiptir (M;-My), M, heliksi kanali g:evrelersz. Bu

helikslerin aminoasit diziliminde kiiglik polar veya ndtral rezidiiller (serin, threonin,
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glisin) veya biiyik non-polar rezidiiler (izol6sin, 16sin, fenilalanin) bulunur. M,
heliksine bagli biiyiik hidrofobik rezidiiler kanal agzindan uzaklagirlar ve kanal agilir.
Bu alt-birimler ortada sodyum kanali olugturacak sekilde bir rozet gibi dizilmislerdir.
Alfa (o) alt birimi {izerinde agonist ve antagonistlerin birer baglanma yeri bulunur. Bu

bolgeye iki asetilkolin molekiilii baglaninca ortaya g¢ikan enerji ile hidrofobik rezidiiler
kanal agzindan uzaklasir ve kanal agihir. Na© iyonunun hiicre igine akisinn artmasi ve
K" iyonunun cikiginin azalmasi nedeniyle, membran depolarizasyonu ve aksiyon
potansiyeli geligir. Asetilkolin kanallarinda (-) yiikli aminoasit rezidiilerinin
olusturdugu 3 tane negatif halka vardir, bu halkalarin negatif yiikii dolayisiyla kloriir”
gibi anyonlar bu kanaldan gegemez’'. Bu kanallardan genellikle (+) yiiklii iyonlar,
6zellikle Na* iyonu gegisi olur. Bu gegis iki nedene baglhidur; i. Konsantrasyon farki olan
iki iyon vardir, bunlar Na" ve K" dir ii. Membran i¢ yiiziindeki (-) potansiyel ve kanalin
negatif yiiklii yapis1 hiicre i¢ine Na' iyonu gekerken, K* iyonlarinin hiicreden ¢ikmasim
engeller’™>.  Ozetle, motor sinir liflerinde yayilan depolarizasyon sinir ucuna
ulastiginda Ca®* kanallari acilir ve Ca®* sinir ucuna girer; aksoplazma igindeki
vezikiilleri etkileyerek, buradan asetilkolin molekiillerinin kavsak aralifina bosalmasina
neden olur. Asetilkolinin par¢alanmasiyla kolinerjik reseptorier tekrar serbest hale
getirilirler ve daha sonraki impulsa cevap hazir duruma sokulmus olur. Nikotinik
reseptorlerin asetilkolin tarafindan etkilenmesi son plagin sinirlandinlmig ve kademeli
depolarizasyonuna neden olur. Boylece son plak potansiyeli olugur. Bu kademeli
depolarizasyon bir spayk potansiyeli tetiklerse, meydana gelen depolarizasyon ¢izgili
kas hiicre membran1 boyunca yayilir ve kas hiicre membranindaki tiibiillere yayilarak,
hiicresinin sarkoplazmik retikulumunda bulunan, bagh Ca** iyonlarimin saliverilmesini
tetikler. Salinan Ca®* iyonlari aktin-miyozin sistemini tetikleyerek ¢izgili kas
kasilmasina neden olur. Cizgili kasmn kasilmasinda Ca®" iyonunun iki 6nemli rolii
bulunmaktadir: i. Motor sinir ucunun uyarilmasi ve asetilkolin salinmasi arasindaki
kenetlenmeyi saglar (eksitasyon—sallx}erihne keneti) ii. Cizgili kas hiicresinde hiicre
membraninin depolarizasyonu ile kasilma arasindaki kenetlenmeyi saglar (eksitasyon-

kontraksiyon keneti). Kalsiyumun bu etkileri magnezyum tarafindan antagonize edilir’.
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2.3 Kadmiyum Iiyonunun Yapis1 ve Ozellikleri

Metaller iki grupta toplanabilir; esansiyel (gerekli) ve nonesansiyel (gerekli
olmayan) metaller olmak tizere. Bakir, ¢inko ve demir gibi gidalardan elde edilen
esansiyel elementler hem prokaryotlar hem de okaryotlarda saglikli bir hiicre igin
gereklidirler. Bu elementler hiicrenin saghkli ¢ogalimini ve birikimini kontrol ederler.
Aksine civa, kadmiyum ve kursun gibi toksik (nonesansiyel) metaller besinsel bir

degere sahip degildirler™

. Kimyasal bir element olan kadmiyum 1817 yilinda
Almanya’da Friedrich Strohmeyer tarafindan bulunmustur. Kadmiyumun sembolii Cd**
ve atomik numarasi 48 olarak belirlenmigtir. Yumusak, egilebilen, biikiilebilen mavi-
beyaz, bigakla kesilebilir az goriilen, iki degerlikli toksik bir metaldir. Genellikle
¢inkoyla birlikte goriiliir ve biiyiik oranda pil yapiminda kullamlir. Siklikla ¢inkonun
elde edilmesi sirasinda g¢inkodan izole edilir. Cinko metali, siilfiirik asitle elektrolize
edilereck veya karbonla okside edilerek eritilmektedir. Kadmiyum ise g¢inkonun
eritilmesi sirasinda vakumla damitma yOntemi veya elektrolize soliisyondan presipite
edilerek elde edilir. Toksik bir metal olmasma ragmen Ingiltere’de 1907’de kadmiyum
iyodir genis cilt yaralanmalarinda, glandlarda gelisen kétii huylu hastaliklarda ve el-
ayaklarda goriilen gigmelerde kullamlmistir. Dogada bulunan kadmiyum sekiz izotoptan
olusur; *Cd** (yarilanma omrii 7.7x10" yi1) ve ''SCd* (yarilanma omrii 2.9x10"
yildir) izotoplar radyoaktiftir, '%Cd?**, 1%®Cd*, ""Cd*" radyoaktif 6n metallerdir. Diger
izotoplar '°Cd*, "Mcd®, "2cd* stabilize izotoplardir’. Grup 1IB metallerden olan
kadmiyum’un atomik agirlig: 112.41 g/mol diir. Dogal ortamda kadmiyum oksid (CdO),
kadmiyum kloriir (CdCl,) veya kadmiyum siilfat (CdSO,) gibi inorganik tuzlar yer
kabugunda ve ¢evrede bulunmaktadir. Kadmiyum insanlar ve hayvanlar i¢in tehlikeli
bir metaldir. Her y1l 25.000-30.000 ton Cd** gevreye salinmaktadir, bu miktarin
olusmasinda insanlarin payr biiyiiktiir (4000-13.000 ton her yil). Insanlar Cd*"’e
genellikle iki yolla maruz kalirlar; inhalasyon ve agiz yoluyla ahinarak. Cd*"ye cilt
yoluyla uzun siire maruz kalindifinda pek az miktann perkiitan sekilde absorbe
olmaktadir ve Cd***nin ciltten bu sekilde absorbsiyonu 6nemsizdir®. Cd**’nin bulastig1
suyun igilmesi veya gidamn yenmesiyle viicudun Cd** yiikii ortaya ¢ikacaktir. Cd***nin

oral aliniminda suda gok ¢oziinen formu olan CdCl; rol oynarken, inhalasyonla alinan
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sekilde CdO’nun dnemi vardir’®. Sigara igen insanlar biiyiik oranda kadmiyum’a maruz
kalmakta, her bir sigarada 1-2 pg kadmiyum bulunmakta ve inhale edilen Cd**’nin
%40-60’1 pulmoner epitelden gegerek direkt sistemik dolagima katilmaktadir. Sigara
icmeyenler ise Cd*" iceren gidalar yiyerek Cd**’le karsilagmaktadif. Balik, gesitli
organlar (bzellikle karaciger, bobrek), tohum ve tahillar biiyik oranda cd*
icermektedirler. Patates, lifli sebzeler, kokli sebzeler daha az oranda cd*
icermektedirler. Insanlarda ve diger memelilerde, karaciger, bobrek, akciger, pankreas,
testis, plasenta ve kemik gibi birgok organ Cd*" tarafindan etkilenmektedir. Bu organlar
icinde karaciger ve bobrek ilk ve en gok etkilenen organlardir. Yapilan aragtirmalarda
oral alinan Cd**’nin gastrointestinal sistemden absorbsiyonunun fare ve siganlarda %]1-
2, maymunlarda %0.5-3, domuzlarda ve kuzularda %5 oldugu gosterilmigtir'’. Cd***nin
karsinojenik etkisi sonucu hiicrelerde apoptosis ve nekroz gelismektedir. Cd*"ye bagh
hiicre hasari; dozu, almma sekli ve alinma siiresi gibi birgok faktére baglidur'.
Insanlardaki epidemiyolojik ve toksikolojik arastirmalar sonucu, Uluslararasi Kanser
Arastirma Merkezleri Cd**’yi 1. Kategoride kanser yapan kimyasal ajanlar sinifina

-+ . . . « o e
d**’nin kanserojenik etkisinin

koymustur. Giiniimiizde yapilan aragtirmalar sonucu C
protoonkojen aktivasyonuna baglh oldugu gosterilmistir.

Son yillarda toksik metallerin hedef hiicreler igine, molekiiler benzerlik
(molecular mimic) ya da iyonik benzerlik (ionic mimic) yoluyla girdigi ortaya
konmustur. Molekiiler benzerlikte, metaller belirgin biyolojik molekiillerin, 6rnegin
tagiyici proteinlerin, kanallarin, yapisal proteinlerin, enzimlerin, kopyalayici faktorlerin
aktif bolgelerine, niikleofilik alanlarina baglandiklar1 zaman, yapisal ve fonksiyonel
olarak bu endojen yapilara benzer davraniglar géstermesi soz konusudur. Tastyici
proteinlerin birgogu, bazi toksik metallerin tasinmasinda rol oynarlar, drnegin amino
asit yapih tagiyicilar civanmn inorganik veya organik formlarmin renal epiteliyal
hiicrelerden, endoteliyal hiicrelerden ve glial hiicrelerden igeri taginmasim
saglamaktadirlar. Iyonik benzerlik ise molekiiler benzerlige ¢ok yakin bir tanimlamadir.
Iyonik taklitgilikte metallerin katyonik tiirleri, tastyic1 proteinler, iyon kanallan,
enzimler, yapisal proteinler, tagiyici faktdrler ve metal baglayan proteinler gibi
davranabilme ya da yapisal ve fonksiyonel olarak onlarin verdigi hizmeti verebilme
ozelligine sahip olurlar. Omnegin, toksik metallerin katyonik 6zelligine sahip olan

maddelerden biri olan Cd**, memeli organizmasindaki hedef hiicrelerin igine
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gecebilmek igin iyon kanallarmi (6zellikle Ca®* kanalim) veya iki degerlikli metal
tagiyici-1 protein (divalent metal transporter 1 DMT1/DCT1/Nrampl) gibi belirgin
membran tagtyicilanimi  kullanabilir. Molekiiler ve iyonik benzerlik yapisal ve
fonksiyonel benzerlik olarak da simiflandirilabilir. Yapisal benzerlik bir diger element
veya molekiile biiyiikliik ve sekil olarak benzeyen molekiiler tiirii agiklamaktadir.
Fonksiyonel benzerlik ise bir diger element veya molekiilin yaptif1 etkiyi
yapabilmesini tammlamaktadir'®*,

Giiniimiizde Cd**’nin hiicre igine giriy yoluyla ilgili birgok hipotez
bulunmaktadir;

1. Deneysel ¢aligmalar géstermistir ki kadmiyum; kalsiyum, demir ve ¢inko gibi
esansiyel elementlerin taginmasinda rol alan membran proteinleriyle etkileserek hiicre
icine girmektedir. Bu geri alimmmin iyonik benzerlik mekanizmasiyla oldugu one
stirtilmiistiir.

2. Cd*, glutatyon ve sistein gibi diigiik molekiiler agirlikli tiyollerle S-konjugat
yapmaktadir. Bu konjugatlar aminoasitler, oligopeptidler, organik katyonlar ve diger
onemli homeostatik molekiillerin tasinmasinda (absortive transport) rol alan tam olarak
anlagilamamig spesifik tagiyici proteinlere benzemekte veya molekiiler homologlar1 gibi
davranmaktadirlar.

3. Cd**, Cd* igeren proteinlerin endositozuyla hiicre igine girmektedir. Ornegin
Cd* iyonu metallotiyonin, albimin veya diger proteinlere baglanmaktadir. Bu
konjugatlar absorbsiyon veya reseptdr aracili endositozda rol alan substratlar gibi
davranmaktadirlar. Bu bulgulara gore Cd*" bazi proteinlerle konjugat yaparak esansiyel
homeostatik molekiillere, fonksiyonel ve molekiiler benzerlik gostermektedir.

4. Cd*"nin iki degerlikli formu spesifik membran proteinleriyle tagman diger iki
degerlikli katyonlara benzer fonksiyon gésterir yani iyonik taklit¢ilik, benzerlik ortaya
koyar. Ornegin Cd*, Ca**dan daba kiigiik bir gapa sahiptir. Cd*', Ca®"ya iyonik
benzerligi dolayisiyla uyarilabilir hiicrelerde Ca®* kanallan aracihipiyla Ca® mn
hareketlerini inhibe etmektedir ve bu 6zelligi nedeniyle Ca®* kanallarinin bazi tiplerine

antagonist olarak etkili olabilecegi diistiniilmektedir.
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2.4. Kalsiyum Kanallar

Uyarilabilir hiicreler dinlenim halindeyken Ca®* iyonlarma pek gegirgen
degildirler; boylece hiicre dis1 ortamda, hiicre igindekinden yaklasik 10.000 kez daha
yiiksek konsantrasyonda (yaklagtk 1 mM) bulunan bir iyonun hiicre igine girisi
onlenmektedir. Dinlenim halindeki hiicrelerde sitoplazma igindeki serbest Ca>* miktar
0.1 pM’dir. Hiicre disinda bulunan Ca®*, hiicre igine eksitasyon sirasinda hiicre
membraninda bulunan voltaja-bagimli  kalsiyum kanallarimin agilmasi1  sonucu,
konsantrasyon gradiyentine uyarak pasif bir sekilde girer Ayrica membrandaki Na'/
Ca** depis-tokus mekanizmas: da hiicre icine Ca®" girisine ikincil katkida bulunur. Bu
degis-tokus tek yonlii degildir, membran potansiyeline ve Na™ ve Ca®" konsantrasyon
gradiyentine bagli olarak digariya atilabilir; drnegin hiicre depolarize ise Ca*" igeri girer,
polarize ise digsan ¢ikar. Hiicre iginde Ca®" birikimini 6nlemek ve Ca®*’mun sitotoksik
etkisinden korunmak i¢in sarkolemmal Ca** pompasi yani Ca*"/Mg**-ATPaz pompasi
ile SR’de bulunan Ca®*-ATPaz pompasi bulunmaktadir. Ca**/Mg**-ATPaz pompasi
hiicre iginden Ca®"u hiicre digina atarken, Ca**-ATPaz pompas: ise hiicre igi Ca*"y1
SR’ya pompalayarak hiicre i¢i Ca®" seviyesinin 0.1 uM’ye ulasmasim saglar. Hiicre
membraninda bulunan ¢ok diisiik kondiiktansl kapasitatif Ca®* kanallar1 retikulumdaki
depolarin bogalmasi halinde agilir ve depolarin dolmasi igin hiicreye Ca®" girisini artirir.
Damar ve diger diiz kas hiicrelerinde Ca** depolarizasyondan sorumlu katyondur; sinir
ve ¢izgili kas hiicrelerinde ise depolarizasyondan sorumlu esas katyon Na' dir. Myokard
hiicrelerinin depolarizasyonunda hem Ca** hem de Na' iyonlar rol oynar; aksiyon
potansiyelinin faz O’dan Na®, plato fazindan Ca®* sorumludur. Depolarizasyondan
sorumlu ice ydnelik kalsiyum akiminda baryum ve strontium iyonlan kalsiyumun yerini
tutabilir; mangan ve kadmiyum ise kalsiyum kanallarini bloke eder. Hiicre igine
disardan giren Ca**, sarkoplazmik retikulumdaki depodan ve stoplazma membraninin
igyliziine bagl kalsiyum havuzundan kalsiyum salimmina neden olur. Sitoplazmada
artan Ca”* seviyesiyle kontraksiyon mekanizmas: aktive olur. Hiicre istirahata gegerken
Ca®*/Mg**-ATPaz pompasi, Ca>*-ATPaz pompas: devreye girer. Cizgili kaslarda Ca**-

ATPaz pompasinin rolii Snemlidir.
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Hiicre igine Ca®" girisine neden olan Ca®* kanallarimn iki gekli bulunmaktadir.

1- Voltaja-bagimli kalsiyum kanallari: Hiicre depolarizasyonu sirasinda
membran potansiyeli -50 -40 mV diizeyine erisince bu kanallar yavasga acilir. Aktive
edilmesi igin erigilmesi gereken transmembranal voltaj esiginin degeri, kanal
kondiiktansinin biiyiikliigii ve inaktivasyon hizlari gibi biyofizik ozellikleri ve gesitli
kimyasallarin blokajina duyarhiliklarina gore iki gruba ayrilmaktadir. i. Diisiik voltajla
aktive edilen kalsiyum kanallari;; bu grupta T (transient) kalsiyum kanallar
bulunmaktadir. Bu kanallarin agilmasi i¢in, membranin en fazla -70 mV gibi diigiik bir
esik diizeye yiikseltilmesi yeterlidir. En izl agilip kapanan Ca®* kanallardir*’. Bu tip
kanallar birgok dokuda (kalp dokusu, diiz kas hiicreleri ve nronlar) tempocu, atesleyici
aktivite i¢in 6nemlidir’®. T-tipi kanallar dihidropiridin (DHP) derivelerine rezistanstir ve
amiloridle bloke edilebilmektedir. Kobay portal veninde ve sigan sensor néronlarinda
DHP derivelerine duyarh T-tipi kanallarin oldugu gésterilmigtir® .

ii. Yiiksek voltajla aktive edilen kalsiyum kanallar1; L-tipi, N-tipi, P-tipi, R-tipi
ve Q-tipi kanallardir. N-tipi kanallar santral ve periferik sinir sisteminde akson
uglarinda yerlesmis olan ve bu uglardan Ca®* girisini saglayarak nérotransmitter
salinigina neden olan kanallardir*’. Bu kanallar voltajla aktive edilmelerine ragmen,
baz1 N-tipi kanallar G proteini gibi reseptdr baglantili ikinci ulak sistemleri tarafindan
da modiile edilebilirler®. P-tipi kanalar yerlesme yerleri ve fonksiyonlan agisindan N-
tipi kanallara benzerler. Ayrica P-tipi kanallar memeli ¢izgili kaslarinda motor sinir
uclarinda ve adrenal medulla kromofin hiicrelerinde de bulunurlar. N-tipi kanallar
omega-konotoksin-GVIA ile spesifik olarak bloke edilirken, P-tipi kanallar omega-
agatoksin-IVA ile bloklanmaktadir*’. Omega-konotoksin aym zamanda noronal L tipi
kanallarin: da bloklamaktadir fakat kas tipi L kanallarina etkisizdir®. R-tipi ve Q-tipi
kanallar esas olarak santral sinir sisteminde bulunmaktadirlar. L-tipi kanallar
kardiyovaskiiler sistemin efektor hiicrelerinin esas Ca®* kanalim olustururlar. Bu
kanallar T-tipi kanallarla birlikte damar diiz kaslarinin, myokard ve kalbin iletim sistemi
hiicrelerinin ve tempo tutucu hiicrelerinin disardan giren Ca®*" ile aktive edilmesini
saglar. Bu kanallarin aktivasyonu i¢in hiicre istirahat potansiyelinin 0 mV’a ¢ikmasi
gerekir, bu potansiyel -10 mV’un asagisina indiginde kanallar inaktive olur. Bu kanallar

bes alt birimden olugan heterooligomerik bir proteindir. Bu alt birimler alfa; (al) , alfa,
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(a2), beta (B), gama (8) ve delta (A) alt birimleridir. Biitiin alt birimlerin ¢cDNA’s1
yapilmis ve klonlanmustir*’. Yapilan galismalarda a; alt-biriminin heterojen ailesine ait
oldugu tespit edilmistir. a; alt-biriminden kopyalanmig on alt birimi bulunmaktadir (als,
ala, alg, ale, alp, alg, alp alg, aly ve alp), bunlar 1610-2424 amino asit
diziliminden olugmaktadir ve her biri altisar transmembranal segment i¢ermektedir.
Aminoasit ardigtmlar1 Na* kanal protein dizilimlerine gok benzerlik gdstermektedir. Bu
on al alt-birimin ii¢ gruba ayrilmaktadir; 1-yiiksek voltajla aktive olan dihidropiridine
hassas kanallar (L-tip) da (als, alc, alp, ve alg) 2- yiksek voltajla aktive olan
dihidropiridine hassas olmayan kanallar (als, alg ve alg) 3- disiik voltajla aktive
kanallar (T-tipi) (alg, aly ve al;) dir Bu alt-birimlerin her biri alt1 transmembranal
domain (alan) igcermektedir. Bu alt-birimlerin dokulardaki dagilim yogunluklar1 da
farklidir. Ornegin; alg iskelet kasinda, alc beyin, kardiyak ve diiz kaslarda, alg ise
sadece ndronal ve norosekratuar dokularda bulunmaktadir. B alt-birimi ise 477-632
amino asid dizilimiyle dort alt birimden (B1, B2, B3 ve P4) olusmaktadir. Hiicre
yiizeyinde lokalize olan B alt-biriminin, inaktivasyon proteinleri ile ve G-proteinlerle
etkilesimi oldugu tespit edilmigtir. & alt-birimi de 222 aminoasit diziliminden
olugmaktadir ve {i¢ alt-birimi bulunmaktadir (81, 52 ve 83). Iskelet kasinda 81 alt-birimi
yogun olarak bulunurken, farelerde yapilan ¢aligmalarda 82 alt-biriminin daha hakim
oldugu gosterilmistir’’. Bu izoformlarin gorevleri tam bilinmemekle beraber o alt-
biriminin etkilerini modiile ettigi digtiniilmektedir. L-tipi kanallarin al alt-biriminde,
kanalin agilip kapanmasini saglayan ve genellikle olumsuz yonde etkileyen (kapanma
seklinde) en az dort sterioselektif baglanma yeri vardir. Bunlar 1,4-dihidropiridin
(nifedipin), fenilalkil amin (verapamil), benzotiazepin (diltiazem) ve tetrolol
(mifebradil) baglanma yerleri veya reseptorleridir. BAYK 8644 de dihidropiridin
reseptoriine baglanir fakat reseptoriin acgilmasina neden olur. L-tipi kanallar
inaktivasyon siiresi uzun olan kanallardir. Bu kanallar etkileyen antagonist ilaglar diger
kanal tiplerine etkisizdirler. Kanal tiplerinin ilaglara olan duyarlilig: farklidir, ayrica
aym tipin alt-tipleri arasinda da farklilik vardir. Ornegin, dihidropiridin tiirevi ilaclara
sadece L-tipi kanallar duyarlidir. Cizgili kas hiicre membranin triad noktalarinda yogun
sekilde bulunan kanallar, kanal gérevi gérmeyip voltaj sensorii gibi davrandiklan igin
bu grup ilagtan etkilenmezler*’. Ca**mn hiicre igine girisinin artmast bazi dokularda L-

tipi akimi inhibe eder oysa kopek ventrikiil ve purkinje hiicrelerinde T-tipi akimlar
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artirir. Hiicre igine giren kalsiyumun inhibisyonuyla, sitoplazmik faktorlerin veya
inhibitér etkide degisen kanal, membran, hiicre iskelet yapisimin degismesi, lipid
bariyerde bulunan L-tipi kanallarin yeniden yapilanmasma neden olur®. Kalsiyum
kanallar ii¢ kinetik durumda bulunurlar; “’agik’ (aktive edilmis), ¢’istirahat’ (kapali
fakat aktive edilebilir) ve “’inaktive’’ (agik, fakat Ca®*’nin gegmesine elverisli degil)
durumlardir. Bu durumlar arasinda membran potansiyeli ve uyarinin frekansina bagl bir
denge vardir. Kanal blokorii olan ilaglar hiicre istirahat halindeyken reseptére
baglanmazlar ancak hiicre depolarize olduktan sonra yani kanal agildiktan sonra
baglaurlar. Bu nedenle blogun derecesi kullamima veya frekansa-bagimli olarak artar®’.

2- Reseptore Bagli Ca™ kanallari;

Ligand kapilt Ca®* kanallar iki gruba aynlmustir; i. Reseptdr aracili kanallar. ii.
Ikincil haberci aracili kanallar. Bu tip kalsiyum kanallar: hiicre membraninda bir
reseptorle kenetlenmis bulunan ve reseptoriin kendine uyan agonist madde molekiilleri
tarafindan aktivasyonu sonucu agilan kanallardir. Kalsiyum ve sodyum kanallar1 bu
grup iginde yer almaktadir. Voltaja bagli kanallarin aksine yiiksek konsantrasyonda K"
ile in vitro depolarizasyon yapilmig hiicrelerde agtk duruma gegemezler. Kalsiyum
antagonistleri bu tip kanallari, voltaja bagh kanallarda oldugu gibi gii¢lii bir sekilde
bloke edemezler®. Reseptor aracili kanallar uyarilabilir hiicrelerde bulunmaktadir,
Ornegin glutamatla aktive olan kanallar vertebra noronlarinda veya ATP ile aktive olan
kanallar diiz kas, kadiyak ve ¢izgili kasta, ekzokrin hiicrelerde, makrofajlarda
bulunurlar. ikincil haberci aracili kanallar intraseliiler etkili habercilerle agilirlar.
Aktivatér veya modiilatorleri; G-protein, protein kinaz, IP; ve bunun indirgenen
{iriinleridir. Ca®* kanallarimin aktivasyonu intraseliiler Ca** depolarimin dolmasiyla

yakindan ilgilidir®.
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3. GEREC VE YONTEM

Deneylerde Cukurova Universitesi Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezinden temin edilen 25-30 g agirhiginda Swiss Albino tiirli her iki
cinsten fareler kullanildi. Fareler servikal dislokasyonla 6ldiiriildiikten sonra torakal
bolge acilarak 6zofagus dokusu izole edildi. Doku oda sicakliginda i¢inde modifiye
Krebs soliisyonu (mM kompozisyon: NaCl 115.5, KCl 4.16, CaCl; 2.5, MgS04 1.16,
NaHCO; 21.9, NaH,PO4 1.16, glukoz 11.1) bulunan bir petriye alindi, gevre
dokulardan temizlendi. Ust 6zofageal sfinkterin alt kismu ve gastroozofageal sfinkterin
iist kismu enine bir kesitle uzaklastirildi. Kalan 1-1.5 cm boyutlarindaki 6zofagus
dokusu longitiidinal bir kesiyle gerit haline getirildi ve mukozasi siyrildi. Krebs
soliisyonu igeren 5 ml hacimli organ banyosu igerisine asildi ve dokuya 0.25 g tansiyon
uygulandi. Banyo ortami %95 O, + %5 CO; ile siirekli olarak gazlandirildi. Krebs
soliisyonunun pH’si 7.4’de ve ortam sicakligt 37 °C’de sabit tutuldu. Dokunun
dengelenmesi igin 1 saat beklendi ve 30. dakikada doku taze Krebs soliisyonu ile
yikandi. Cevaplar izotonik transdiisirla (Ugo Basile, 7006) 30 biiyiitme ile poligraf (Ugo
Basile, Gemini 7070) {izerine kaydedildi.

3.1. Kontrol Deneyleri

Dokunun bir saatlik dengelenme periyodundan sonra, poligraf yiiriitiilerek
dokunun temel tonusu 2 dk yazdirildi. Banyo ortamina nonspesifik nikotinik ve
muskarinik reseptor agonisti olan karbakol' (CCh, 2x10™* M) ilave edilerek, daha 6nceki
calismalarda ¢izgili kas dokusu oldugu gosterilen® preparat kastirildi. Kasilma 30 sn
g6zlendikten sonra doku Krebs soliisyonu ile yikandi, 45 dk’lik dinlenim siiresinden
sonra yeniden CCh ilavesi yapilarak kastirildi. Her uygulamadan sonra preparat Krebs
soliisyonuyla yikanarak, yukaridaki protokole uygun seckilde iki kez daha CCh
uygulamasi yapildi. Béylece CCh’ye bagli dort kasilma cevabi elde edilerek, CCh
kontrol cevaplari olusturuldu.
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3.1.1. Kadmiyum Varhginda Yapilan Kontrol Deneyleri

Preparatin 1 saatlik inkiibasyon periyodundan sonra, poligraf yiiriitiilerek
dokunun temel tonusu 2 dk yazdirildi. Banyo ortamina CCh ilave edilerek, preparat
kastirildi. Doku, Ca®* kanal antagonisti ve tiyol baglayan bir kimyasal ajan olan
kadmiyum'® (Cd**, 2x10° M) igeren Krebs soliisyonu ile yikand1. Preparat bu ortamda
45 dk’lik dinlenim siiresinden sonra tekrar CCh ilavesiyle kastirildi. Her uygulamadan
sonra doku Cd*" igeren Krebs soliisyonuyla yikanarak, yukaridaki protokole uygun
sekilde iki kez daha CCh uygulamasi yapildi. Bu sekilde Cd** kontrol cevaplar
olusturuldu.

3.1.2. Nikel Varhginda Yapilan Deneyler

Bu deney grubunda; bir saatlik inkiibasyon periyodundan sonra, banyo ortamina
CCh ilave edilerek, preparat kastinldi. Kasilma 30 sn gozlendikten sonra doku,
kadmiyum gibi iki degerlikli bir katyon olan nikel (Ni **, 4x10° M) igeren Krebs
soliisyonu ile yikandi. Doku bu ortamda 45 dk’lik inkiibasyon siiresinden sonra yeniden
CCh ilavesiyle kastirildi. Her uygulamadan sonra doku nikel igeren Krebs soliisyonuyla
yikanarak, 45 dk aralarla yukanidaki protokole uygun sekilde iki kez daha CCh
uygulamasi yapildi.

3.2. Kolinerjik Mekanizmay Etkileyen Ilaclarin Kullanildig: Deneyler

Bu deney gruplarinda; doku 1 saatlik inkiibasyon periyodundan sonra, CCh
uygulamasiyla kastinldi. Preparat, fizostigmin (5x107 M), d-tubokiirarin (d-Tc, 10 M),
veya hekzametonyum (Hx, 3x10™ M) igeren Krebs soliisyonuyla yikand: ve 45 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon déneminden sonra bu ortamda 45 dk aralarla ii¢ kez karbakol
cevabi tekrarlandi. Her kimyasal ajan i¢in ayr1 deney gruplari olusturuldu.
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3.2.1. Kadmiyum Varhgmda Kolinerjik Mekanizmay1 Etkileyen ilaclarin
Kullamildig Deneyler

Bu deney grubunda; doku 1 saatlik inkiibasyon periyodundan sonra, CCh
uygulamasiyla kastirildi, kasilma cevabi 30 sn izlendikten sonra doku kadmiyum ve
fizostigmin (5x107 M), d-tubokiirarin (10° M) igeren Krebs soliisyonuyla yikand1
ve 45 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon déneminden sonra bu ortamda 45 dk aralarla
tic kez CCh cevabt elde edildi. Her kimyasal ajan i¢in ayr1 deney gruplan
olusturuldu.

3.3. Kalsiyum Kanalm Etkileyen ilaglarm Kullamldig: ve Kalsiyum iyon
Konsantrasyonunun Degistirildigi Deneyler

Bu deney gruplarinda; preparat 1 saatlik inkiibasyon periyodundan sonra, CCh
uygulamasiyla kastirildi. Doku verapamil (10, 10° M) veya nifedipin(107, 10° M)
iceren Krebs soliisyonu ile 45 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon déneminden sonra
ilagli ortamda bekletilen preparattan 45 dk aralarla li¢ kez karbakol cevabi elde
edildi. Her kimyasal ajan ve konsantrasyon i¢in ayri deney gruplari olusturuldu.

Bir diger deney grubunda; Krebs soliisyonundaki Ca®*" iyon konsantrasyonu
degistirilerek, dokuda CCh uygulamasina bagli kasilma cevaplar1 olugturuldu.
Kalsiyumsuz ve Ca®" iyonu baglayan bir ajan olan etilen glikol-bis(B-aminoetil
eter)-N,N,N,N-tetra-asetik asid (EGTA, 2x107, 1072 M) igeren Krebs soliisyonunda
45 dk inkiibe edilen preparattan, yukaridaki protokole uygun olarak CCh kasilma
cevaplan elde edildi. Farkli deney gruplarinda ise Krebs soliisyonundaki Ca®" iyon
konsantrasyonu (1.25, 1.875, 5 ve 7.5 mM) degistirilerek yukaridaki protokole
uygun deneyler yapildi. Her kimyasal ajan ve konsantrasyon i¢in ayri1 deney gruplar
olusturuldu.
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3.3.1. Kadmiyumlu Ortamda Kalsiyum Kanalm Etkileyen Tlaclarm

Kullanildig1 ve Kalsiyum Iyon Konsantrasyonunun Degistirildigi Deneyler

Bu deney grubunda; doku 1 saatlik inkiibasyon periyodundan sonra, CCh
uygulamasiyla kastirildi, preparat verapamil (10, 10°M) veya nifedipin (10, 107
M) igeren kadmiyumlu Krebs soliisyonuyla yikandi, 45 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon déneminden sonra ilagh ortamda 45 dk aralarla ti¢ kez CCh cevab: elde
edildi. Her kimyasal ajan ve konsantrasyon igin ayr deney gruplari olusturuldu.

Bir diger deney grubunda; Krebs soliisyonuna kadmiyum eklenmesine ilave
olarak Ca”" iyon konsantrasyonu degistirildi. Doku Krebs soliisyonundaki 1 saatlik
inkiibasyon periyodundan sonra, CCh wuygulamasiyla kastirildi, preparat
kadmiyumlu Krebs deki Ca*" iyon oramin (1.25, 1.875, 5 ve 7.5 mM) degistirildigi
soliisyonda bekletilerek, 45 dk aralarla ti¢ kez CCh cevaba elde edildi.

Farkli deney grubunda ise; ilk CCh cevabi alindiktan sonra preparat EGTA’1
(2x1073, 102 M) ve Ca?*'suz Krebs igeren ortama alimp 45 dk bekletildi. Ardindan
EGTA uzaklagtirildi, kadmiyumlu Ca*"’suz Krebs igeren ortamda tekrar 45 dk
beklendi. Bu ortamda 45 dk arayla ii¢ kez CCh uygulamasi yapild:.

3.4. Ca**-ATPaz Enzim Sistemini Etkileyen Ilacla Yapilan Deneyler

Bu deney grubunda; doku 1 saatlik inkiibasyon periyodundan sonra, CCh
uygulamasiyla kastirildi. Preparat siklopiyazonik asit (CPA, 10° M) ilave edilmis
Krebs soliisyonuyla yikand1 ve 45 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon doneminden
sonra ilagh ortamda 45 dk aralarla ii¢ kez karbakol cevabi elde edildi.

3.4.1. Kadmiyumlu Ortamda Ca**-ATPaz Enzim Sistemini Etkileyen Ilacla
Yapilan Deneyler

Bir diger deney grubunda; doku 1 saatlik dengelenme periyodundan sonra, CCh
uygulamasiyla kastirildi. Preparat kadmiyum ve siklopiyazonik asid (10”° M) igeren
Krebs soliisyonuyla yikand1. 45 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon déneminden sonra
bu ortamda 45 dk aralarla ii¢ kez karbakol cevabi elde edildi.
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3.5 Tiyol Metabolizmasim Etkileyen Ilaclarla Yapilan Deneyler.

Bu deney gruplarinda; doku 1 saatlik dengelenme periyodundan sonra, CCh
uygulamastyla kastirildi. Preparat, I-sistein (I-Cys, 10, 5x10™ M), glutatyon (GSH,
107 M), etakrinik asid (EA, 10™* M), diamid (10 M) igeren Krebs soliisyonuyla
yikandi ve 45 dakika inkiibe edildi. Ardindan ilagli ortamda 45 dk aralarla ii¢ kez
karbakol cevab: tekrarlandi. Her kimyasal ajan ve konsantrasyon igin ayri deney

gruplar1 olusturuldu.

3.5.1. Kadmiyumlu Ortamda Tiyol Metabolizmasim Etkileyen Ilaclarla
Yapilan Deneyler.

Bu deney grubunda; doku 1 saatlik dengelenme periyodundan sonra, CCh
uygulamasiyla kastirildi. Preparat 1-sistein (10, 5x10* M), glutatyon (107 M),
etakrinik asid (10* M), diamid (10° M) igeren kadmiyumlu Krebs soliisyonuyla
yikand, 45 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon déneminden sonra ilagh ortamda 45
dk aralarla ii¢ kez karbakol cevabi tekrarlandi. Her kimyasal ajan ve konsantrasyon
i¢in ayr1 gruplar olusturuldu.

3.6. Kasilma Kenetini Etkileyen Ilag Varhgimda Yapilan Deneyler.

Bu deney grubunda; doku 1 saatlik dengelenme periyodundan sonra, CCh
uygulamasiyla kastirild1. Preparat trifluoperazin (10”7 M) igeren Krebs soliisyonuyla
yikandi, 45 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon doneminden sonra ilagh ortamdaki
dokuya 45 dk aralarla ii¢ kez karbakol uygulamas: yapildi.

3.6.1. Kadmiyumlu Ortamda Kasilma Kenetini Etkileyen Ila¢ Varhgnda

Yapilan Deneyler
Bu deney grubunda; doku 1 saatlik dengelenme periyodundan sonra, CCh
uygulamasiyla kastirildi, Preparat kadmiyum ve trifluoperazin (10”7 M) igeren Krebs
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soliisyonuyla yikandi, 45 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon déneminden sonra ilagl
ortamda 45 dk aralarla ii¢ kez karbakol cevabi elde edildi.

3.7. Sonuglarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz
Her bir karbakol kasilmasi mm olarak 6l¢itildii. Ikinci, tiglincli ve dordiincii,
kasilmalarin birinci kasilmaya oranlanmasiyla elde edilen degerler (toplam ii¢ ayn

deger), birinci kasilmanin yiizdesi olarak ifade edildi. $6yle ki;

CCh Kasilma,
Yiizde (%) Kasilma; = x 100

CCh Kasilma,

CCh Kasilmas
Yiizde (%) Kasilma, = x 100

CCh Kasilma,

CCh Kasilma,
Yiizde (%) Kasilma; = x 100

CCh Kasilma,

Bu sekilde her bir deney grubundan {i¢ ayr ylizde kasilma cevab: elde
edildi. Bu degerlerden elde edilen ortalamalar hem kendi i¢lerinde hem de diger deney
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gruplarinda, swralamada kendilerine karsilik gelen yiizde kasilma cevaplartyla
karsilastirildi. Tiim degerler tek yonlii varyans analizi (one way ANOVA) ile
degerlendirildi. Varyanslar homojen, grup sayisi ikiden fazla oldugu igin, goklu gruplar
aras1 karsilastirma Bonferroni-t testine gre yapildi. 0.05°den kiigtik P degerleri anlaml1
olarak kabul edildi. Biitlin veriler, ortalama + SEM olarak ifade edildi.

3.8. Kullanilan Ilaglar ve Soliisyonlarin Hazirlanmast

Deneylerde kullanilan aktif maddelerin tiimii SIGMA firmasindan temin edildi.
Deneylerde kullanilan ilaglar; Karbamilkolin kloriir (Karbakol; CCh), kadmiyum kloriir
(Cd*"), nikel kloriir (Ni*"), fizostigmin, d-tubokiirarin kloriir (d-Tc), hekzametonyum
bromiir (Hx), I-sistein (1-Cys), etakrinik asid (EA), glutatyon (GSH), diamid, verapamil,
nifedipin, trifluoperazin dihidrokloriir, siklopiyazonik asit (CPA), Etilen glikol-bis(B-
aminoetil eter)-N,N,N,N-tetra-asetik asit (EGTA) dir. Kadmiyum, nikel, d-tubokiirarin
kloriir, EA, EGTA Krebs soliisyonunda ¢6ziilerek kullamildi. Karbakol, fizostigmin,
hekzametonyum, l-sistein, glutatyon, diamid, trifluoperazin, distile suda ¢dziinerek, 5
ml’lik banyo ortamina dogrudan verildi. Karbakol, ve diamidin stok soliisyonlari
buzdolabinda saklandi, kullanilmadan oOnce oda sicakligina getirilerek ¢oziildi.
Siklopiyazonik asidin, dimetilsiilfoksid igerisinde, nifedipin ve verapamilin ise etanol
icerisinde stok soliisyonlar1 hazirlandi.

Krebs soliisyonunda Ca®" iyon konsantrasyonu azaltilirken veya artirilirken, bu
degerlere karsilik gelecek gekilde NaCl miktar1 osmolalite esasina gore artirildi veya
azaltild.
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol Deneyleri

[zole fare 6zofagus ¢izgili kas dokusuna, nonspesifik nikotinik ve muskarinik
reseptdr agonisti olan karbakol (2x10* M) uygulandiginda, uygulama sayisina bagh
olarak azalan kasilma yamnitlari elde edildi. Yapilan Sl¢iimler sonucunda, 2., 3. ve 4.
kasilmalarin 1. kasilmaya gore ortalama yiizde degerleri sirasiyla, 58.3+8.4, 40.7+6.0,
31.1+6.7 idi. Her CCh uygulamasinda dokunun kasilma boyunda azalma oldugu
gozlenmekle birlikte, sadece dordiincii kasilma ile ikinci kasilma arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edildi (Sekil-1A, Sekil-2, P<0.05, n=8).

4.1.1 Karbakol Uygulamas: ile Elde Edilen Kasilma Cevaplar1 Uzerine Cd**
Iyonunun Etkisi

Ik CCh kasilma cevabindan sonra Krebs’li ortama bir Ca®" kanal antagonisti ve
tiyol baglayici kimyasal ilag olan Cd** (2x10™° M) eklenmesi, kasilma cevaplarinda CCh
kontrol kasilmalarina gére zamana bagli olarak artisa neden oldu. Yapilan Slgiimler
sonucunda, 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya goére ortalama yiizde deZerleri
sirasiyla, 176.1+38.0, 485.1+£80.7, 707.4+55.3 idi. Ayrica bu sonuglara gore ikinci ile
{iclincli uygulama arasinda ve iigiincii ile dordiincli uygulama arasinda anlamli bir artig

oldugu belirlendi (Sekil-1B, Sekil-2, P<0.05, n=8).

4.1.2 Karbakol Uygulamasi ile Elde Edilen Kasilma Cevaplar1 Uzerine Ni*
Iyonunun Etkisi

Ik CCh kasilma cevabindan sonra Krebs’li ortama iki degerlikli bir katyon olan
Ni** (4x10° M) eklenmesi, kasilma cevaplarinda anlaml bir degismeye neden olmad.
Yapilan 6l¢iimler sonucunda, 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gére ortalama yiizde
degerleri sirasiyla, 232.4+98.3, 150.5+46.8, 205.2+73.3 idi. Elde ettigimiz bu sonuglara
gore, Cd** gibi iki degerlikli bir katyon olan Ni** kasilma cevaplarinda Cd*"’ye benzer
sekilde artiga neden olmadi (Sekil-1, P<0.05, n=5).
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40 mm

2 dk.
A.
Cd* 2x10° M
| 1
!
———l\T |
cch 2x10%M Pt
B.

Sekil 1. Izole fare &zofagus cizgili kasi fizerine karbakol (CCh, 2x107 M)
uygulamas: ile elde edilen kasilma cevaplarinin (kontrol) (A), kadmiyum
(Cd*, 2x10° M) igeren ortamda CCh (2x10™* M) uygulamas: ile elde edilen
kasilma cevaplarimin (B) trase drnekleri.
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4.2 Kolinerjik Mekanizmada Etkili Olan ilaglarm Karbakol Kasiima
Cevaplar Uzerine Etkisi

4.2.1 Karbakol Uygulamas1 ile Elde Edilen Kasilma Cevaplarn Uzerine
Hekzametonyumun Etkisi

Ik CCh kasilma cevabindan sonra Krebs’li ortama bir presinaptik nikotinik
reseptdr blokodrii olan hekzametonyumun (3x10™* M) eklenmesinin ardindan elde edilen
kasilma cevaplarinin &l¢timleri sonucunda, 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gére
ortalama yiizde degerleri sirasiyla, 9.5£1.4 18.3+4.0, 22.6+6.4 idi. Kasilmalar kendi
aralarinda karsilastirildiginda anlamh bir fark yok iken, CCh kontrol cevaplariyla
kargilagtirildiginda hekzametonyumlu ortamda elde edilen ikinci ve iigiincii kasilma
degerlerinin, kontroliin ikinci ve tliglincii kasilma degerlerine gore istatistiksel olarak

anlamli bir sekilde azalmig oldugu tespit edildi (Sekil-3, P<0.05, n=5).

4.2.2 Karbakol Uygulamas: ile Elde Edilen Kasilma Cevaplar1 Uzerine
Fizostigminin Etkisi

Ik CCh kasilma cevabindan sonra Krebs’li ortama bir kolinesteraz inhibitdrii
olan fizostigminin (5x107 M) eklenmesinden sonra elde edilen kasilma cevaplarimn
Olgtimleri sonucunda, 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gére ortalama yiizde
degerleri sirastyla, 105.0+£29.4 88.4+23.9, 41.8+11.5 idi. Bu sonuglara gore kasilma
cevaplari kendi iginde ve CCh kontrol cevaplariyla siralamaya uygun olarak
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisme gozlenmedi (Sekil-3, P<0.05,
n=5).

4.2.3 Karbakol Uygulamas: ile Elde Edilen Kasilma Cevaplar1 Uzerine
Tubokiirarinin Etkisi

Ilk CCh kasilma cevabindan sonra Krebs’li ortama bir postsinaptik nikotinik
reseptor antagonisti olan d-tubokiirarinin (107 M) eklenmesinin ardindan elde edilen
kasilma cevaplarimin Sl¢iimleri sonucunda, 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gére
ortalama ytizde degerleri sirasiyla, 24.3+7.8, 20.8+3.5, 14.1+3.1 idi. Elde edilen bu

degerler sonucunda kasilma cevaplart kendi iginde karsilagtirildif: zaman istatistiksel
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olarak anlaml: bir degigsme gézlenmedi. Fakat bu ortamda elde edilen ikinci ve tiglincii
cevap, CCh kontrol grubundaki ikinci ve {iglincii cevapla karsilagtirildiginda anlamli bir
azalma oldugu tespit edildi (Sekil-3, P<0.05, n=5).

4.3 Kadmiyum ve Kolinerjik Mekanizmada Etkili Olan ilaclarin Karbakol
Kasilma Cevaplar1 Uzerine Etkisi

4.3.1 Karbakol Uygulamas: ile Elde Edilen Kasilma Cevaplart Uzerine
Kadmiyum ve Fizostigminin Etkisi

[Ik CCh kasilma cevabindan sonra Krebs’li ortama Cd** (2x10° M) ve
fizostigminin (5x107 M) eklenmesinin ardindan elde edilen kasilma cevaplarmin
Ol¢timleri sonucunda, 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gore ortalama yiizde
degerleri sirasiyla, 149.7+36.9, 269.9+57.7, 272.0+61.3 idi. Bu sonuglara gére
kadmiyumlu ve fizostigminli ortamda elde edilen ikinci ve iigiincii kasilmalar arasinda
istatistiksel olarak anlamlt bir artis oldugu bulundu (£<0.05). Bu bulgular Cd** kontrol
grubundaki bulgularla sirasiyla karsilagtinildiginda cevaplarda istatistiksel olarak
anlamli azalma oldugu gézlendi. Aym zamanda bu grubun dérdiincii kasilma cevabiyla,
fizostigminli CCh yarutlarinin dordiinciisti kiyaslandiginda, istatistiksel olarak artis
oldugu tespit edildi (Sekil-4, P<0.0001, n=5).

4.3.2 Karbakol Uygulamasi ile Elde Edilen Kasilma Cevaplarn Uzerine
Kadmiyum ve Tubokiirarinin Etkisi

[lk CCh kasilma cevabindan sonra Krebs’li ortama Cd*" (2x10° M) ve d-
tubokiirarinin (107 M) eklenmesinin ardindan elde edilen kasilma cevaplarinin
dlgtimleri sonucunda, 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gore ortalama ylizde
degerleri sirastyla, 73.7+12.9, 122.7+24.8, 172.8+35.8 idi. Bu sonuglara gére kasilma
cevaplari, Cd*" kontrol cevaplariyla sirayla kargilastirildiginda iigiincli ve dordiincii
cevaplar arasinda anlamli azalma oldugu bulundu (P<0.001). Fakat d-tubokiirarin igeren
ortamdan elde edilen CCh cevaplariyla sirasiyla karsilagtirildiginda anlamli bir artis
oldugu belirlendi (Sekil-4, Sekil-5, P<0.001, n=5).
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Izole fare 8zofagus ¢izgili kasi tizerine karbakol (CCh, 2x10™* M) uygulamas: ile elde edilen
kasilma cevaplarinin (kontrol) (A), hekzametonyum (Hx, 3x10* M) igeren ortamda kasilma
cevaplar1 (B), fizostigmin (5510”7 M) igeren ortamda kasilma cevaplar1.(C), tubokiirarin (d-
Tc, 1077 M) igeren ortamda kasilma cevaplar1 (D). * kontrole gore anlamlilig1 belirtmektedir.
Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).

— cd?* Kontrol
Cd?* 2x105 M + Fizostigmin 5x107 M
B Cd** 2x10° M +d-Tc 107 M

Sekil 4.

nm.iv
UYGULAMA SIRAS!

nmm v n m

izole fare 6zofagus ¢izgili kas1 tizerine kadmiyum (Cd?*, 2x10™ M) igeren ortamda karbakol
(CCh, 2x10* M) uygulamasi ile elde edilen kasilma cevaplari (kontrol) (A), Cd** (2x107° M)
+ fizostigmin (5%10”" M) igeren ortamda kasiima cevaplar1 (B), Cd** (2x10° M) + d-Tc (10”7
M) igeren ortamda kasiima cevaplari (C). * kontrole gbre anlamhlif1 belirtmektedir. Veriler
ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.001, n=5).
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44 XKalsiyum Kanal Antagonisti Olan ilaclarm Karbakel Kasilma
Cevaplan Uzerine Etkisi

4.4.1 Karbakol Uygulamas: ile Elde Edilen Kasilma Cevaplari Uzerine
Verapamilin Etkisi

[Ik CCh kasilma cevabindan sonra Krebs’li ortama voltaja bagh L-tipi kalsiyum
kanal antagonisti olan verapamilin (10 ve 10° M) eklenmesinin ardindan elde edilen
kasilma cevaplarinin Olgiilmesi sonucunda sirasiyla, 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1.
kasilmaya gore ortalama yiizde degerleri alindi, 10° M igin kasilma ortalama yiizde
degerleri sirasiyla, 49.9+5.2, 47.6+7.5, 28.7+6.2 idi. Bu bulgularla CCh kontrol kasilma
cevaplari kargilastinldiginda istatistiksel anlamlilik olmadigi bulundu. Son
konsantrasyon 10° M icin kasilma ortalama yiizde degerleri ise sirastyla, 13.2+4.4,
9.8£2.6, 9.4+2.8 idi. Bu degerlerle CCh kontrol kasilma cevaplar1 sirasiyla
kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlaml bir azalma tespit edildi (Sekil-6, P<0.05,
n=5).

4.4.2 Karbakol Uygulamas: ile Elde Edilen Kasilma Cevaplar1 Uzerine
Nifedipinin Etkisi

[Ik CCh kasilma cevabindan sonra Krebs’li ortama voltaja bagli L-tipi kalsiyum
kanal antagonisti olan nifedipinin (10, 10® M) eklenmesinin ardindan elde edilen
kasilma cevaplarinin 6lgtilmesi sonucunda swrasiyla 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1.
kasilmaya gore ortalama yiizde degerleri alindi, 10° M konsantrasyon igin sirasiyla,
41.442.2, 35.1£6.1, 22.6+5.4 idi. Bu ortamda elde edilen kasilma cevaplariyla CCh
kontrol cevaplari karsilagtirildiginda cevaplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma tespit edilmedi (P<0.001). Bir diger konsantrasyon olan 10° M i¢in kasilma
ortalama ylizde degerleri sirasiyla, 22.8+1.9, 12.2+£2.8, 6.7+1.1 idi. Bu bulgularla CCh
kontrol kasilma cevaplan sirasiyla kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalma
oldugu gézlendi (Sekil-8, P<0.05, n=5).
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4.5 Kadmiyum ve Kalsiyum Kanal Antagonisti Olan Ila¢larm Karbakol
Kasilma Cevaplar1 Uzerine Etkisi

4.5.1 Karbakol Uygulamas: ile Elde Edilen Kasilma Cevaplari Uzerine
Kadmiyum ve Verapamilin Etkisi

Ilk CCh kasilma cevabindan sonra Krebs’li ortama kadmiyum (2x10° M) ve
verapamilin (10, 10° M) eklenmesinin ardindan elde edilen kasilma cevaplarmin
Olglilmesi sonucunda sirasiyla, 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gore ortalama
yiizde degerleri alindi, 10° M igin kasilma ortalama yiizde degerleri sirasiyla, 73.1+5.2,
53.4+8.8, 80.4+8.9 idi. Bu bulgular ile verapamilli ortamdan elde edilen CCh kasilma
cevaplan kargilastirildiginda istatistiksel olarak ikinci ve dordiincii kasilmalarda anlamhi
artiy oldugu belirlendi (P<0.05). Fakat Cd** kontrol cevaplartyla karsilagtirildiginda tiim
kasilma cevaplarinda anlamli olarak bir azalma oldugu bulundu (P<0,001). Son
konsantrasyon 10° M igin kasilma ortalama yiizde degerleri ise sirasiyla, 13.6+1.7,
11.5£1.6, 8.2+1.5 idi. Bu degerler ile verapamilli ortamdan elde edilen CCh kasilma
cevaplart sirastyla karsilastinldifinda istatistiksel olarak anlamli bir degisme tespit
edilemedi. Ancak Cd** kontrol cevaplariyla karsilagtinldiginda tim kasilma
cevaplarinda anlamli bir azalma oldugu belirlendi (Sekil-7, P<0.001, n=5).

4.5.2 Karbakol Uygulamas: ile Elde Edilen Kasilma Cevaplan Uzerine
Kadmiyum ve Nifedipinin Etkisi

[Ik CCh kasilma cevabindan sonra Krebs’li ortama Cd** (2x10° M) ve
nifedipinin (10, 10° M) eklenmesinin ardindan elde edilen kasilma cevaplarmm
Olgtilmesi sonucunda, 2., 3. ve 4. kasimalarin 1. kasilmaya goére ortalama yiizde
degerleri alindiginda, 10°M konsantrasyon i¢in sirasiyla, 34.3+1.9, 29.2+7.0, 19,3+5,7
idi. Bu ortamda elde edilen kasilma cevaplariyla nifedipinli ortamdan elde edilen CCh
cevaplar1 karsilagtinldifinda istatistiksel olarak anlamli bir degisme belirlenmedi.
Bunun yanmi sira kadmiyum kontrol cevaplariyla siralamaya uygun sekilde
karsilagtinldiginda, cevaplarda istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu gézlendi. Bir
diger konsantrasyon olan 10° M igin kasima ortalama yiizde degerleri sirasiyla,
18.8+1.0, 11.6+2.9, 8.1+1.1 idi. Bu bulgular ile nifedipinli ortamdan elde edilen CCh
cevaplar1 kargilastirildifinda istatistiksel olarak anlamli bir degisme olmadig1 gozlendi
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(P<0.05). Cd** kontrol cevaplariyla karsilagtinldiginda da tiim kasilma cevaplarinda
anlamli olarak bir azalma oldugu saptand: (Sekil-9, P<0.05, n=5).
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Sekil 6. Izole fare 6zofagus gizgili kasi lizerine karbakol (CCh, 2x10™* M) uygulamas: ile elde edilen
kasilma cevaplar1 (kontrol) (A), verapamil (10° M) iceren ortamda kasilma cevaplar1 (B),
verapamil (10° M) iceren ortamda kasiima cevaplar1 (C).* kontrole gore anlamlilij
belirtmektedir. Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).

1 cd?* 2x10° M Kontrol

EZE Ccd?* 2x10° M + Verapamil 10° M
Cd?* 2x10°° M + Verapamil 10° M
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Sekil 7. izole fare 6zofagus ¢izgili kas1 lizerine kadmiyum (Cd**, 2x10”° M) igeren ortamda karbakol
(CCh, 2x10™* M) uygulamasi ile elde edilen kasilma cevaplar (kontrol) (A), Cd?* (2x10° M)
+ verapamil (10® M) igeren ortamda kasilma cevaplar1 (B), Cd** (2x10° M) + verapamil
(10 M) igeren ortamda kasilma cevaplar1 (C). * kontrole gore anlamlilig1 belirtmektedir.
Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.001, n=5).
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Sekil 8. Izole fare 6zofagus gizgili kas1 lizerine karbakol(CCh, 2x10™* M) uygulamasi ile elde edilen
kasilma cevaplan (kontrol) (A), nifedipin (10 M) igeren ortamda kasilma cevaplan (B),
nifedipin (10° M) igeren ortamda kasilma cevaplari (C).* kontrole gore anlamiiligt
belirtmektedir. Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).

Cd 2x10° M Kontrol
EER Cd?* 2x10°° M + Nifedipin 10° M
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Sekil9.  Izole fare 8zofagus gizgili kas: iizerine kadmiyum (Cd*", 2x10"° M) igeren ortamda karbakol
(CCh, 2x10™* M) uygulamasi ile elde edilen kasilma cevaplar (kontrol) (A), Cd** (2x10° M)
+ nifedipin (10° M) igeren ortamda kasilma cevaplan (B), Cd** (2x107 M) + nifedipin (10~
M) iceren ortamda kasilma cevaplari (C). * kontrole gére anlamlihi@ belirtmektedir. Veriler
ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).
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4.6 Krebs Soliisyonundaki Farkh Kalsiyum Konsantrasyonlarinin
Karbakol Kasilma Cevaplan Uzerine Etkisi

4.6.1 Kalsiyumsuz ve EGTA’h Krebs Soliisyonunda Karbakel Uygulamas:
ile Elde Edilen Kasilma Cevaplan

[Ik CCh kasilma cevabindan sonra kalsiyumsuz ve kalsiyum iyon baglayic bir
ilag olan EGTA (2x1073, 10 M) igeren Krebs soliisyonlu ortamdan elde edilen CCh
kasilma cevaplarinda 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gbre ortalama yiizde
degerleri alindi, 2x10° M EGTA’lL ortamdaki bulgular sirasiyla, 8.4+1.7, 8.0+1.8,
7.1£2.1 idi. Bir diger konsantrasyon olan 10 M i¢in kasilma ortalama yiizde degerleri
sirastyla, 6.0+0.3, 5.3+0.5, 3.0+0.2 idi. Bu bulgular CCh kontrol kasilma cevaplar ile
sirasiyla karsilagtinildifinda istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu goézlendi (Sekil-
10, P<0.01, n=5).

4.6.2 Krebs Soliisyonunda Kalsiyum Konsantrasyonu 1.25 mM ve 1.875
mM iken Karbakol Uygulamasi ile Elde Edilen Kasilma Cevaplar

ilk CCh kasilma cevabindan sonra 1.25 mM ve 1.875 mM Ca** iyonu igeren
Krebs soliisyonlu ortamda elde edilen 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gore
ortalama yiizde degerleri 1.25 mM igin sirastyla, 99.5£20.1, 85.9+28.6, 73.1+37.7 iken
1.875 mM i¢in, 100.5+13.4, 92.5+8.8, 89.7+16.3 idi. Bu bulgularla CCh kontrol
cevaplar1 sirasiyla kargilagtinldiginda ikinci, Uiglinci ve dordiincii kasilmalarda

istatistiksel olarak anlamlt bir fark olmadig: tespit edildi (Sekil-12, P<0.001, n=5).

4.6.3 Krebs Soliisyonunda Kalsiyum Konsantrasyonu 5 mM ve 7.5 mM iken
Karbakol Uygulamasi ile Elde Edilen Kasilma Cevaplan

[lk CCh kasilma cevabindan sonra 5 mM ve 7.5 mM Ca®" iyonu igeren Krebs
soliisyonlu ortamdan elde edilen CCh kasilma cevaplarinda 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1.
kasilmaya goére ortalama yiizde degerleri 5 mM igin sirasiyla, 23.2+8.1, 12.7+4.8,
10.1£1.9 iken 7.5 mM igin 15.8+3.7, 10.6+3.3, 8.3%2.1 idi. Bu bulgular ile CCh kontrol
cevaplar1 sirasiyla kargilagtinldiginda ikinci, Uglincti ve dordiincii kasilmalarda

istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu bulundu (Sekil-14, P<0.001, n=5).



4.7 Krebs Soliisyonundaki Farkh Kalsiyum Konsantrasyonlarmmm ve
Kadmiyum Iyonunun Karbakol Kasilma Cevaplar Uzerine Etkisi

4.7.1 Kalsiyumsuz, EGTA’lh ve Kadmiyumlu Krebs Soliisyonunda
Karbakol Uygulamasi ile Elde Edilen Kasilma Cevaplar

ilk CCh kasilma cevabmdan sonra Cd**’li (2x10° M), kalsiyumsuz ve kalsiyum
iyon baglayici bir ilag olan EGTA (2x107, 102 M) igeren Krebs soliisyonlu ortamdan
elde edilen CCh kasilma cevaplarinda 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gore
ortalama yiizde degerleri alindiginda 2x10° M EGTA’l1 ortamdaki bulgular sirasiyla,
7.2+41.6, 5.9+0.5, 5.4+0.4 idi. Bir diger konsantrasyon olan 10 M igin kasilma ortalama
ylizde degerleri sirasiyla, 4.7£0.7, 5.2+0.6, 4.7+0.7 idi. Bu bulgular Cd** kontrol
kasilma cevaplan ile sirastyla karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli azalma
oldugu gozlendi (Sekil-11, P<0.001, n=5).

4.72 Kadmiyum ve 1.25 mM Kalsiyum Iceren Krebs Soliisyonunda
Karbakol Uygulamasi ile Elde Edilen Kasilma Cevaplan

ilk CCh kasilma cevabindan sonra Cd** (2x10”° M) ve 1.25 mM Ca®" iyonu
iceren Krebs soliisyonlu ortamda elde edilen 2., 3. ve 4. kasiimalarin 1. kasilmaya gore
ortalama yiizde degerleri sirasiyla, 1027.1+254.4, 2150.0+£286.9, 3116.7+888.6 idi. Bu
bulgular ile Cd** kontrol cevaplart swrasiyla kargilastimldiginda ikinci, figiincli ve
dordiincii kasilmalarda istatistiksel olarak anlamli artig tespit edildi (Sekil-13, P<0.001,
n=5).

4.7.3 Kadmiyum ve 1.875 mM Kalsiyum Iceren Krebs Soliisyonunda
Karbakol Uygulamasi ile Elde Edilen Kasilma Cevaplan

ilk CCh kasilma cevabindan sonra Cd** (2x10° M) ve 1.875 mM Ca®" iyonu
igeren Krebs soliisyonlu ortamda elde edilen 2., 3. ve 4. kasilmalarn 1. kasilmaya gre
ortalama yiizde degerleri sirasiyla, 176.1+£38.0, 707.4+119.7, 883.0+190.4 idi. Bu
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bulgular ile Cd** kontrol cevaplar sirasiyla karsilagtinldiginda istatistiksel olarak
anlamli fark olmadig1 gézlendi (Sekil-13, P<0.05, n=5).

4.7.4 Kadmiyum, 5 mM ve 7.5 mM Kalsiyum iceren Krebs Soliisyonunda
Karbakol Uygulamasi ile Elde Edilen Kasilma Cevaplan

ilk CCh kasilma cevabindan sonra Cd** (2x10° M), 5 mM ve 7.5 mM Ca?
iyonu iceren Krebs soliisyonlu ortamda elde edilen 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya
gore ortalama yiizde degerleri 5 mM igin sirasiyla, 102.5£32.6, 277.6+£53.6, 440.2+81.1
iken 7.5 mM igin 28.0+11.8, 39.6+1.0, 39.6+8.1 idi. Bu bulgular ile Cd*" kontrol
cevaplar1 sirastyla karsilagtirildiginda ikinci cevaplarda istatistiksel olarak anlamli fark
tespit edilmezken, iiglincti ve dérdiincii kasilmalarda anlamli azalma oldugu bulundu. 5
mM da iigiincii cevap i¢in anlamlilik P<0.05 iken, diger cevaplarda P<0.001 idi. Cd*" ve
5 mM Ca** konsantrasyonlu ortamdan elde edilen bulgular, 5 mM Ca** iyonlu ortamda
ki CCh kasilma cevaplariyla karsilagtinldiginda ikinci, tiglincli ve dordiincii cevaplarda
anlamli artis oldugu bulundu (P<0.05). Cd*" ve 7.5 mM Ca** konsantrasyonlu ortamdan
elde edilen bulgular, 7.5 mM Ca®* iyonlu ortamda ki CCh kasilma cevaplariyla
kargilastirildiginda ise ikinci, tglincii ve dordiincti cevaplarda anlamli bir fark olmadig:
gozlendi. Cd*" kontrol kasilmalariyla kargilastiridiginda anlamh azalma saptandi.
(Sekil-15, Sekil-16, P<0.05 n=5).
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UYGULAMA SIRASI

Izole fare dzofagus gizgili kasi fizerine karbakol (CCh, 2x10* M) uygulamas: ile elde edilen
kasilma cevaplar (kontrol) (A), Ca®* (0 mM) + EGTA(2x10° M) igeren ortamda kasilma
cevaplan (B), Ca?* (0 mM) + EGTA(10? M) igeren ortamda kasilma cevaplar1 (C).*
kontrole gore anlamlilift belirtmektedir, Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi
(P<0.01, n=5).

1 cd® 2x10° M Kontrol
Cd?* 2x105 M + Ca? 0 mM + EGTA2x10° M
Cd?* 2x105 M + Ca®* 0 mM + EGTA102 M

A B C
x % % * %k %
nm v n miv n m v

UYGULAMA SIRASI

izole fare 6zofagus ¢izgili kas1 iizerine kadmiyum (Cd*, 2x10”° M) igeren ortamda karbakol
(CCh, 2x10™* M) uygulamasi ile elde edilen kasilma cevaplar1 (kontrol) (A), Cd* (2x10°° M)
+ Ca®* (0 mM) + EGTA(2x10? M) igeren ortamda kasilma cevaplar1 (B), Cd** (2x10”° M) +
Ca” (0 mM) + EGTA(10? M) igeren ortamda kasilma cevaplar1 (C).* kontrole gbre
anlamhiig1 belirtmektedir. Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.001, n=5).
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Sekil 12.  Izole fare 6zofagus gizgili kas1 Qizerine karbakol (CCh, 2x10™* M) uygulamas: ile elde edilen
kasilma cevaplar (kontrol) (A), Ca®* (1.875 mM) iceren ortamda kasilma cevaplan (B),
Ca®" (125 mM) igeren ortamda kasiima cevaplann (C).* kontrole gore anlamlilii
belirtmektedir. Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.001, n=5).

1 cd?** 2x105 M Kontrol
E=1 cd?** 2x10° M + Ca?* 1.875 mM
FER Cd?* 2x10° M + Ca?* 1.25 mM
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Sekil 13.  Izole fare 6zofagus gizgili kasi tizerine kadmiyum (Cd*, 2x10”° M) igeren ortamda karbakol
(CCh, 2x10”* M) uygulamas: ile elde edilen kasilma cevaplar (kontrol) (A), Cd** (2x10° M)
+ Ca®* (1.875 mM) igeren ortamda kasilma cevaplan (B), Cd** (2x10”° M) + Ca®* (1.25 mM)
iceren ortamda kasilma cevaplart (C).* kontrole gdre anlamlihg: belirtmektedir. Veriler
ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).
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Sekil 14.  Izole fare 6zofagus gizgili kas1 tizerine karbakol (CCh, 2x10™* M) uygulamasi ile elde edilen
kasiima cevaplan (kontrol) (A), Ca®* (5 mM) igeren ortamda kasilma cevaplart (B), Ca®*
(7.5 mM) igeren ortamda kasilma cevaplart (C).* kontrole gére anlamlilig1 belirtmektedir.
Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.001, n=5).

1 cd?* 2x10° M
EZ8 cd* 2x10° M + Ca?* 5 mM
== Cd?* 2x10° M + Ca?* 7.5 mM
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Sekil 15.  Izole fare 6zofagus ¢izgili kas lizerine kadmiyum (Cd**, 2x10® M) igeren ortamda karbakol
(CCh, 2x10™ M) uygulamas ile elde edilen kasilma cevaplan (kontrol) (A), Cd** (2x107° M)
+ Ca’ (5 mM) igeren ortamda kasilma cevaplar1 (B), Cd** (2x10° M) + Ca?* (7.5 mM)
iceren ortamda kasilma cevaplar1 (C).* kontrole gore anlamhligi belirtmektedir. Veriler
ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).
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4.8 Karbakol Uygulamasi ile Elde Edilen Kasilma Cevaplan Uzerine
Siklopiyazonik Asitin Etkisi

Ik CCh kasilma cevabindan sonra Krebs’li ortama bir sarkoplazmik retikulum
Ca®* ATPaz inhibitdrii olan siklopiyazonik asidin (10 M) eklenmesinin ardindan elde
edilen kasilma cevaplarinin dl¢limleri sonucunda, 2., 3. ve 4. kasilmalann 1. kasilmaya
gore ortalama yiizde degerleri sirasiyla, 489.7+90.4, 391.7+88.4, 290.5+49.4 idi. Bu
sonuglara gére kasilma cevaplar kendi iginde karsilastinldiginda anlamh bir azalma ve
CCh kontrol cevaplariyla siralamaya uygun olarak karsilagtinldiginda istatistiksel
olarak anlamli artis tespit edildi (Sekil-17, P<0.05, n=5).

4.9 Karbakol Uygulamasi ile Elde Edilen Kasilma Cevaplart Uzerine
Kadmiyum ve Siklopiyazonik Asitin Etkisi

flk CCh kasilma cevabinn ardindan Krebs’li ortama Cd** (2x10° M) ve
siklopiyazonik asidin (10 M) eklenmesinin ardindan elde edilen kasilma cevaplarmin
olgiimleri sonucunda, 2., 3. ve 4. kasimalarin 1. kasilmaya gore ortalama yiizde
degerleri sirastyla, 589.5+166.0, 733.1+£134.7, 779.8+134.6 idi. Bu sonuglara gore
kasilma cevaplar1 Cd*" kontrol cevaplariyla siralamaya uygun olarak karsilastirildiginda
ikinci cevapta anlamli artig tespit edildi ancak tiglincli, dordiincii cevaplarda bir fark
gozlenmedi (Sekil-18, P<0.05, n=5).
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Sekil17.  Izole far 6zofgusg:1zg1 i kas: tlizerine karbakol (CCh 2x 10‘4M) uygu lamas ile elde edilen
kaslm vaplan1 (kontrol) (A), siklopiyazonik asit (CPA, 10 M) igeren ortamda kasiima
plarl (B) kontrole gore anlamlilif1 belirtmektedir. + gruplann kendi igindeki
anl mliligini belirtmektedir. Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).

3 cd** 2x10° M Kontrol
Cd?* 2x10° M + CPA10° M
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Sekil 18.  Izole fare &zofagus gizgili kast ilzerm cd® (2x10° M) i qer xtamda CCh (2x10™ M)
ygulamas ile elde edilen kaslm plan(k ntrol) (A), Cd* (2x10°° M) + CPA(10”° M)
iceren ortamda kasilma plan(B) kontrole gore anlamlilif1 belirtmektedir. Veriler
rtalama:t SEM olarak fad edildi (P<0.05, n=>5).
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4.10 Tiyol Metabolizmas1 Uzerine Etkili Olan Ilaclarin Karbakol Kasidma
Cevaplan Uzerine Etkisi

4.10.1 Karbakol Uygulamas: ile Elde Edilen Kasilma Cevaplar:1 Uzerine L-
Sisteinin Etkisi

Ilk CCh kasilma cevabinin ardindan Krebs’li ortama bir antioksidan ve tiyol
depo modiilatrii olan l-sistein (107, 5x10* M) eklenmesinin ardindan elde edilen
kasilma cevaplarinin &lglimleri sonucunda, 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gore
ortalama yiizde degerleri 10® M igin sirasiyla, 59.0+13.0, 58.5+7.1, 58.7+7.1 iken
5x10* M igin ise 87.1+12.5, 57.3+11.7, 47.3+10.3 idi. Bu sonuglara gére kasilma
cevaplar1 kendi i¢inde karsilagtirildiginda ve CCh kontrol cevaplanyla siralamaya
uygun olarak karsilastirildifinda istatistiksel olarak anlaml fark belirlenmedi (Sekil-19,
P<0.05, n=5).

4.10.2 Karbakol Uygulamasi ile Elde Edilen Kasilma Cevaplar1 Uzerine
Glutatyonun Etkisi

[k CCh kasilma cevabindan sonra Krebs’li ortama bir antioksidan ve tiyol depo
modiilatérii olan glutatyon (10* M) eklenmesinin ardindan elde edilen kasilma
cevaplarinin dlglimleri sonucunda, 2., 3., ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gore ortalama
yiizde degerleri sirastyla, 86.6:£14.9, 83.4+17.6, 61.8+9.2 idi. Bu sonuglara gére kasilma
cevaplari CCh kontrol cevaplariyla siralamaya uygun olarak Kkarsilagtiriidiginda
istatistiksel olarak anlaml: fark olmadig1 bulundu (Sekil-19, P<0.05, n=5).

4.10.3 Karbakol Uygulamasi ile Elde Edilen Kasilma Cevaplar1 Uzerine
Etakrinik Asidin Etkisi

[Ik CCh kasilma cevabindan sonra Krebs’li ortama tiyol depolarim bosaltan bir
kimyasal ajan olan etakrinik asit (10 M) eklenmesinin ardindan elde edilen kasilma
cevaplarinin Sl¢limleri sonucunda, 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gore ortalama
ylizde degerleri sirasiyla, 143.8+16.0, 104.0+21.1, 115.44+30.6 idi. Bu sonuglara gére
kasilma cevaplar1 CCh kontrol cevaplariyla siralamaya uygun olarak karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli artig oldugu gériildii (Sekil-21, P<0.001, n=5).
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4.10.4 Karbakol Uygulamas: ile Elde Edilen Kasilma Cevaplar1 Uzerine
Diamidin Etkisi

Ik CCh kasilma cevabindan sonra Krebs’li ortama tiyol depolarim bosaltan bir
kimyasal ajan olan diamid (10° M) eklenmesinin ardindan elde edilen kasilma
cevaplarinin Slgtimleri sonucunda, 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gore ortalama
yiizde degerleri sirasiyla, 102.0+13.5, 87.9+13.9, 71.6+11.6 idi. Bu sonuglara gore
kasilma cevaplari CCh kontrol cevaplariyla siralamaya uygun olarak kargilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli artis oldugu goriildii (Sekil-21, P<0.05, n=5).

4.11 Tiyol Metabolizmas: Uzerine Etkili Olan Ilaclarin ve Kadmiyumun
Karbakoel Kasilma Cevaplan Uzerine Etkisi

4.11.1 Karbakol Uygulamasi ile Elde Edilen Kasilma Cevaplar1 Uzerine
Kadmiyum ve L-Sisteinin Etkisi

flk CCh kasilma cevabmndan sonra Krebs’li ortama Cd** (2x10™ M) ve l-sistein
(10*, 5x10* M) eklenmesinin ardindan elde edilen kasilma cevaplarimn olgiimleri
sonucunda, 2., 3. ve 4. kasiimalarin 1. kasilmaya gore ortalama yiizde degerleri 10* M
icin strasiyla, 52.5+16.7, 41.6+10.9, 42.4+13.1 iken 5x10™* M igin 58.2+7.5, 52.7+19.5,
48.8+17.9 idi. Bu sonuglara gore kasilma cevaplart Cd*'kontrol cevaplariyla siralamaya
uygun olarak kargilastirildiginda her iki konsantrasyonda da istatistiksel olarak anlamli
azalma goézlendi. Her iki konsantrasyondaki kasilma cevaplari 1-sisteinli ortamdaki CCh
cevaplariyla karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: tespit edildi
(Sekil-20, P<0.05, n=5).

4.11.2 Karbakol Uygulamas: ile Elde Edilen Kasilma Cevaplan Uzerine

Kadmiyum ve Glutatyonun Etkisi
ik CCh kasilma cevabmdan sonra Krebs’li ortama Cd** (2x10° M) ve glutatyon

(10™* M) eklenmesinin ardindan elde edilen kasilma cevaplarmn lgiimleri sonucunda,
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2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gore ortalama ylizde degerleri sirasiyla,
140.5+34.4, 127.0+36.5, 82.3+15.7 idi. Bu sonuglara gore kasilma cevaplari Cd*
kontrol cevaplariyla siralamaya uygun olarak karsilastinldiginda ikinci, tiglincli ve
dérdiincii cevaplarda anlamli bir azalma oldugu ortaya kondu. Kasilma cevaplar
glutatyonlu ortamdaki CCh cevaplariyla kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadig1 tespit edildi ($ekil-20, P<0.05, n=5).

4.11.3 Karbakol Uygulamasi ile Elde Edilen Kasilma Cevaplan Uzerine
Kadmiyum ve Etakrinik Asidin Etkisi

flk CCh kasilma cevabindan ardindan Krebs’li ortama Cd** (2x10° M) ve
etakrinik asidin (10* M) eklenmesinin ardindan elde edilen kasiima cevaplarmin
Olgiimleri sonucunda, 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gore ortalama yiizde
degerleri sirasiyla, 151.4+24.2, 265.6+44.6, 360.6+76.1 idi. Bu sonuglara gére kasilma
cevaplar1 Cd*" kontrol cevaplariyla siralamaya uygun olarak karsilastinldiginda tigiincii
ve dordiincii cevaplarda istatistiksel olarak anlamli azalig oldugu goriildi. Kasilma
cevaplan etakrinik asitli ortamdaki CCh cevaplariyla kargilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir artig oldugu bulundu (Sekil-22, P<0.05 , n=5).

4.11.4 Karbakol Uygulamas: ile Elde Edilen Kasilma Cevaplar1 Uzerine
Kadmiyum ve Diamidin Etkisi

ilk CCh kasilma cevabindan ardindan Krebs’li ortama Cd** (2x10° M) ve
diamid (10° M) eklenmesinin ardindan elde edilen kasiima cevaplarmin Slgiimleri
sonucunda, 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gore ortalama yiizde degerleri
sirasiyla, 534.9+126.3, 726.8+£186.0, 990.4+243.6 idi. Bu sonuglara gére kasilma
cevaplart Cd** kontrol cevaplariyla siralamaya uygun olarak kargilasgtirildiginda ikinci
cevapta istatistiksel olarak anlaml artig oldugu, {iglincti ve dérdiincii cevaplarda bir fark
olmadig1 goriildii (Sekil-22, P<0.05, n=5). Kasilma cevaplar1 diamidli ortamdaki CCh
cevaplaryla kargilagtinildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugu goézlendi
(Sekil-22, P<0.05, n=5).
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izole fare 8zofagus ¢izgili kasi tizerine karbakol (CCh, 2x10™* M) uygulamas: ile elde edilen
kasilma cevaplar1 (kontrol) (A), L-sistein (L-Cys, 10 M) igeren ortamda kasilma cevaplan
(B), L-sistein (L-Cys, 5x10* M) igeren ortamda kasilma cevaplar1.(C), glutatyon (GSH,, 10°
* M) igeren ortamda kasilma cevaplar1 (D). * kontrole gore anlamliligi belirtmektedir.
Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).

1 ¢d 2x10° M Kontrol

Cd 2x10° M + L-Cys 10* M
Cd 2x105 M + L-Cys 5x10* M
2% Cd 2x10° M + GSH 10

UYGULAMA SIRASI

izole fare 8zofagus gizgili kasi tizerine kadmiyum (Cd**, 2x10™ M) igeren ortamda karbakol
(CCh, 2x10™* M) uygulamasi ile elde edilen kasilma cevaplar1 (kontrol) (A), cd* (2x107
M)+L-Cys(10‘4 M) igeren ortamda kasilma cevaplan (B), Cd** (2x107 M)+L-Cys(5x104 M)
iceren ortamda kasilma cevaplan (C), Ccd* (2x10° M)+GSH (10* M) igeren ortamda
kasilma cevaplan (D). * kontrole gére anlamlilig1 belirtmektedir. Veriler ortalama + SEM
olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).
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Sekil 21.  Izole fare 6zofagus cizgili kas tizerine karbakol (CCh, 2x10™* M) uygulamas: ile elde edilen
kasilma cevaplan (kontrol) (A), etakrinik asit (EA, 10”* M) igeren ortamda kasilma cevaplari
(B), diamid (10° M) igeren ortamda kasilma cevaplari (C).* kontrole gore anlamlihg:
belirtmektedir. Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).
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E=3 cd 2x10°M + EA10* M
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Sekil 22.  Izole fare dzofagus ¢izgili kas1 tizerine kadmiyum (Cd*, 2x10® M) igeren ortamda karbakol
(CCh, 2x10* M) uygulamasi ile elde edilen kasilma cevaplar: (kontrol) (A), Cd** (2x10”° M)
+ etakrinik asit (EA, 10* M) igeren ortamda kasilma cevaplani (B), Cd* (2x10° M) +
diamid (10° M) igeren ortamda kasilma cevaplart (C). * kontrole gbre anlamlilig:
belirtmektedir. Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.05, n=5).
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4.12 Karbakol Uygulamas:i ile Elde Edilen Kasilma Cevaplart Uzerine
Trifluoperazinin Etkisi

Ik CCh kasilma cevabindan ardindan Krebs’li ortama bir kalmodiilin antagonisti
olan trifluoperazinin (10> M) eklenmesinin ardindan elde edilen kasilma cevaplarinin
Olgtimleri sonucunda, 2., 3. ve 4. kasilmalarin 1. kasilmaya gore ortalama yiizde
degerleri sirasiyla, 46.5+9.4, 36.5+6.1, 18.2+5.2 idi. Bu sonuglara gore CCh kontrol
cevaplariyla siralamaya uygun olarak karsilastirildiginda ikinci cevapta istatistiksel
olarak anlamli azalis tespit edilirken, @iglincli ve dordiincii cevaplarda fark olmadig:
bulundu (Sekil-23, P<0.05, n=5).

4.13 Karbakol Uygulamas: ile Elde Edilen Kasilma Cevaplann Uzerine
Kadmiyum ve Trifluoperazinin Etkisi

Ik CCh kasilma cevabindan ardindan Krebs’li ortama Cd** (2x10° M) ve
trifluoperazinin (10° M) eklenmesinden sonra elde edilen kasilma cevaplarmmn
Olctimleri sonucunda, 2., 3. ve 4. kasimalann 1. kasilmaya gére ortalama yliizde
degerleri sirasiyla, 97.5+17.0, 85.1+19.4, 84.8+26.4 idi. Bu sonuglara gore Cd** kontrol
cevaplariyla swralamaya uygun olarak karsilagtirildiginda {iglincii ve dordiincii

cevaplarda istatistiksel olarak anlamh azalma oldugu gériildii (Sekil-24, P<0.001, n=5).
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Sekil 23.  [zole fare dzofagus cizgili kasi tizerine karbakol (CCh 2x10™* M) uygulamas: ile elde edilen
kasilma cevaplan (kontrol) (A), trifluoperazin (10 M) igeren ortamda kasilma cevaplan
(B).* kontrole gére anlamliligi belirtmektedir. Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi
(P<0.05, n=5).
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Sekil 24.  [zole fare 6zofagus ¢izgili kas: tizerine Cd** (2x10”° M) igeren ortamda CCh (2x10* M)

uygulamasi ile elde edilen kasilma cevaplan (kontrol) (A), Cd** (2x10™° M) + trifluoperazin
(10 M) igeren ortamda kasilma cevaplar1 (B). * kontrole gére anlamlilif1 belirtmektedir.
Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi (P<0.001, n=5).
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S.TARTISMA

Calismamizda izole fare 6zofagus ¢izgili kas dokusunda nonspesifik nikotinik ve
muskarinik reseptdr agonisti olan CCh' uygulanmasiyla elde edilen kasilma
cevaplarinda, uygulama sayisina bagl olarak gittikge azalan yanitlar elde edildi. Daha
once kurbaga rektus kasi®® ve bovine iris sfinkteri® iizerinde yapilan caligmalarda da
benzer sekilde azalan karbakol kasilmalari elde edilmis ve bu etkinin presinaptik
nikotinik reseptérleri etkileyerek depolarizasyon gelismesi ve bunun sonucu presinaptik
ugtan asetilkolin salinnmiyla postsinaptik nikotinik reseptorlerde desensitizasyon
olusmasina bagh oldugu ileri siiriilmiigtiir. Diger ¢aligmalarda ise kurbaga noromiiskiiler
kavsaginda CCh’nin postsinaptik etkisinin uygulamaya bagli olarak azaldigi bunun da
CCh’nin aksiyon potansiyelinin presinaptik uca varng sliresiyle, norotransmitter
sekresyonunun baglamasi arasindaki siireyi uzatmasi sonucu asetilkolin saliverilmesinin
azalmasina bagl oldugu gosterilmistir. Boylece CCh’nin presinaptik kolinomimetik
reseptorleri etkileyerek nérotransmitterlerin sekresyonunu ve seviyesini kontrol ettigi
ortaya konmustur>®’. Dolayisiyla elde ettigimiz sonuglar, CCh uygulamasmna baglt
olarak ortaya ¢ikan kasilma cevaplarindaki azalmada yukarnidaki mekanizmalardan
birinin rol oynayabilecegini diigiindlirmektedir.

Deneylerimizde ortama iki degerlikli bir agir metal ve L-tipi kalsiyum kanal
antagonisti olan, Cd***nin®® ilave edilmesinden sonra CCh kasilma cevaplarinda zamana
bagli olarak bir artig gozlendi. Bir bagka iki degerlikli katyonun benzer etkiyi yapip
yapamayacagini tespit edebilmek amaciyla Ca®* kanal antagonisti ve aym zamanda
Na'/Ca®* pompasi inhibitorii olan nikel iyonu kullanildi. Nikel iyonunun ortama
ilavesinden sonra CCh kasilma cevaplarinda anlamh bir degisme goriilmedi. Daha énce
yapilan bir galigmada, sigan ventrikiil miyositlerinde CCh uygulamas: ile elde edilen
kasilmalarin ortama nikel iyonu eklenmesinden sonra azaldig1 gosterilmistir®. Bu farkly
durum, ¢ahstigimiz dokuda CCh kasilma cevaplarimn olusmasinda Ca®* kanallari
haricinde rol alan birtakim mekanizmalarin (CCh’nin inositoltrifosfat seviyesini
artrmas1” ya da Ca®* girisine bagli olarak SR’den, Ca®* bagh Ca®* salmisimu
tetiklemesi’') s6z konusu olabilecegini ve dolayisiyla nikelin etkisinin yetersiz

kalabilecegini diisiindiirmektedir. Ni** ile ilgili bu bulgular sonucunda, Cd**’nin CCh
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kasilma cevaplarimi artirmada, iki degerlikli bir metal ve kalsiyum kanal antagonisti
olmas: haricinde farkli mekanizmalarin rolii oldugunu telkin etmektedir. Sican
néromiiskiiler kavsaginda Cd*’nin etkisi aragtirilirken, Cd**’nin presinaptik asetilkolin
saliverilmesini azaltti1 ancak iki degerlikli birgok katyonun bu etkiyi olugturmadig
gosterilmis ve bu farkliigin Cd*"’nin membranda veya kontraktil proteinlerde bulunan
tiyol (—~SH) gruplarma baglanma ozelliginden kaynaklandig: tespit edilmistir'®. Bu
sonug, Ni** iyonu ile Cd*" arasindaki farklihigin, Cd**’nin -SH grubuna baglanabilme
Ozelliginden kaynaklandigim diigtindiirmektedir.

Ortama presinaptik  nikotinik  reseptor antagonisti hekzametonyum
konuldugunda CCh’nin ikinci ve {iglincii cevabinda kontrole gére azalma tespit edildi.
Benzer sekilde sican sinir terminalinde yapilan g¢aligmalarda hekzametonyumun
presinaptik nikotinik reseptérleri etkileyerek, membran depolarizasyonunda azalmaya
yol actif1 ve asetilkolin salimsim azalthy gosterilmistir’>. Bu bulgular CCh’nin
presinaptik ACh salimsim azaltmasi sonucu CCh kontrol cevaplarinda uygulama
sayisina bagli olarak gozlenen azalmanin hekzametonyumlu ortamda biraz daha
azalmasim agiklamaktadr. Ortama kolinestaraz inhibitérii fizostigmin” ilave
edildiginde ise CCh cevaplarinda anlamli bir degisme gbzlenmedi. Daha 6nce sigir iris
sfinkterinde yapilan ¢aligmalarda CCh ile fizostigmin birlikte uygulandiginda CCh
cevaplarinda artis oldugu gdsterilmistir’®. Ancak CCh’nin presinaptik etkisi nedeniyle
asetilkolin saliniginda azalmaya yol actig1 goriisii, ¢alismamizda fizostigminli ortamda
elde ettigimiz cevaplarin degismedigi bulgusuyla Srtiismektedir. Fizostigminle birlikte
Cd* ilave edildiginde kasilma cevaplarinda, CCh kontrole gore artis gozlenirken,
Cd*"li ortamda elde edilen cevaplara gore azalma oldugu te;pit edildi. Daha &nce fare
diafragminda yapilan ¢alismada Cd*"’nin kompetitif olarak Ca*"’la etkilegerek, 5x107
M da presinaptik asetilkolin salimgim uygulama siiresine bagli olarak artirdigi veya
azalttipn gosterilmigtir'®’>"®. Benzer sekilde deneylerde ortama ilave ettigimiz Cd*
presinaptik asetilkolin salinigina neden olabilecegi i¢in ortama konan fizostigmin,
néromiiskiiler kavsaktaki asetilkolin miktarinin artmasina béylece postsinaptik nikotinik
reseptorlerde desensitizasyon gelismesine ve Cd*’li ortamda elde edilen kasilma
cevaplarina gére daha az amplitiidlii kasilmalar elde edilmesine neden olabilir. CCh
kontrole gore cevaplann yiiksek olmast ise Cd**’nin postsinaptik hiicre igi

mekanizmalarla etkili olabilecegini telkin etmektedir. Tubokiirarinin nikotinik reseptor
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blokérii oldugu ve karbakol cevaplarim azalttifn daha Onceki caligmalarda

ir'"®, Calismamizda ortama eklenen d-tubokiirarin CCh cevaplarim

gOsterilmist
azaltirken, Cd**’le birlikte tubokiirarin uygulandiginda azalan karbakol cevaplarmin
kismen arttifn goriildii. Fare diafragmasinda yapilan bir ¢alismada Cd**’nin spontan
kontraksiyonlar gelisimine neden oldugu ve ortama konan d-tubokiirarinin Cd*ye
bagli spontan kontraksiyonlar1 inhibe etmedigi, bdylece Cd*"*nin bu etkisinin miyojenik
oldugu ortaya konmustur'®. Calismamizda da benzer sekilde d-tubokiirarinli ve Cd*"1i
ortamda CCh kasimalarimn kismen artmasi, Cd*"’nin bu etkisinin miyojenik
olabilecegini diisiindiirmektir.

CCh’nin diiz kas ve iskelet kasindaki kastiric: etkisini agiklamaya yonelik birgok
aragtirma yapilmgtir. Bunun sonucunda CCh’nin diiz kas yapilarinda muskarinik
reseptorlere baglanarak membran polarizasyonunda degisiklik olusturdugu’ ve L-tipi
Ca®" kanallarin aktive ederek hiicre igine Ca?* akigim artirdigi®, ayrica bazi dokularda
hiicre igine Na" girigini artirdign ve Na*/Ca®* pompasini aktive ederek hiicre igi Ca*
seviyesini degistirdigi gésterilmigtirso. Bir bagka ¢aligmada ise domuz detrisor kasina
karbakol uygulamasi ile elde edilen kasilma cevaplarimn, nifedipin, verapamil,
diltiazem ve nimodipin gibi L-tipi kalsiyum kanal antagonistleri tarafindan azaltildig:
bulunmustur. Nifedipinin kasilma cevaplar iizerindeki azaltic1 etkisinin daha belirgin

a2+a

oldugu goriilmiistiir®. Boylece CCh kasilmalarinda hiicre dist Ca*"’mn yam sira hiicre

a®”mn da rolii oldugu ortaya konmustur. Calismamizda verapamil, doza bagl

ici C
olarak CCh kasilma cevaplarinda degisikliklere neden oldu; 10° M da fark olugmazken,
10° M da kasilmalarda azalma belirlendi. Benzer sekilde nifedipin de CCh kasilma
cevaplarnda 10° M da fark olusturmazken, 10° M de azalmaya neden oldu. Bu
bulgular, CCh’le olusan kasilma cevaplarimin belirli bir diizeyde gergeklesebilmesi igin
ekstraseliiler Ca®"’mn hiicre igine kalsiyum kanallan araciliptyla girmesi gerektigini
ortaya koymus ve benzer ¢aligmalarla Ortiisme saglamigtir. Voltaja duyarli kalsiyum
kanal antagonisti olan Cd**’nin, benzer etkiye sahip olan verapamil ve nifedipin gibi
CCh kontraksiyonlari azaltmas: beklenirken, CCh kasilmalarim arttirmasi, Cd*"nin
farkli mekanizmalar {izerinden Kkasilmay: etkiledigini dislindlirmektedir. Yapilan
cahigmalarda Cd*"nin Na*/Ca®* pompasim blokladigi®®>, SR Ca**-ATPaz pompasim
inhibe ettigi®> ve IP; yikilipim Onleyerek hiicre ici Ca®* miktarmi arttirdigs®
gosterilmigtir. Dolayisiyla L-tipi kalsiyum kanal antagonisti olan Cd** hiicre igine
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kalsiyum girigini bloke etse bile diger etki mekanizmalariyla hiicre igi Ca** miktarim
artirarak kasilmanin ortaya gikmasina veya artmasina neden oldugu bildirilmistir. Sigan
soleus kasinda yapilan ¢aligmada nifedipinin Cd*ye bagh gelisen kasilma cevaplarim
azalttipy gdsterilmistir. Nifedipinin bu etkiyi, Cd**’nin Na'/Ca** pompasina ve Ca*'-
ATPaz’a baglanmasim inhibe etmesi sonucu hiicre igi Ca®* miktarinin artisiu 6nleyerek
gerceklestirdigi bulunmustur®®. Benzer sekilde, deneylerimizde de nifedipin ve
verapamilli ortama Cd*“’nin ilave edilmesinden sonra CCh cevaplarinda goriilen
azalmada aym mekanizmalarin rol oynayabilecegi diistiniilmektedir.

CCh’nin iskelet kasinda postsinaptik nikotinik reseptorleri etkileyerek hiicre ici
Ca** depolarindan Ca®" salimgina neden oldugu ve Ca®* seviyesini artirdig
bilinmektedir. Ca?*’s1z ortamda kasilma cevaplarinin kayboldugu ve hiicre igi Ca*’nin
ossilasyonunun devam edebilmesi i¢in depolarin yeniden dolmasi gerektigi
gosterilmistir®. Deneylerde ekstraseliiler kalsiyum oranlarimt azalttigimizda; 1.875 mM
ve 1.25 mM kalsiyum igeren ortamda elde edilen karbakol kasilmalarinin degismedigi
gorildii. Ca*"'siz, 2x10° M ve 10% M EGTA’h ortamda karbakol kasilmalarimn ortaya
cikmamasi ise CCh kasilmalarinin meydana gelebilmesi i¢in ekstraseliiler ortamda bir
miktar Ca®* bulunmasi ve depolarin Ca®>" ile yeniden dolmasi gerektigi goriigiinii
desteklemektedir. Cd*" ile Ca** arasinda kompetitif antagonizma’® oldugu igin,
ortamdaki Ca®** konsantrasyonu azaltildikga, Cd**’ye bagh etkiler artacaktir. Fare
"I ortamda Cd***ye bagli spontan

+

diafragmasinda yapilan ¢aligmada ise 0.25 mM Ca?
kontraksiyonlarin meydana geldigi gosterilmigtir. Bu kontraksiyonlarin olugmasinda
Cd*”nin membranda depolarizasyona ve yiiksek frekansli aksiyon potansiyeline yol
agmasinin rolii oldugu bulunmustur'* Bir baska calismada ise fare diafragmasinda
Cd*’ye bagl kasilmalarm, ekstraseliiler Ca®* konsantrasyonunun 0 mM olmasi
durumunda, tamamen engellendigi ortaya konmustur. Béylece Cd*"nin etkisinin ortaya
¢ikmasimin ekstraseliiler kalsiyumla iligkili oldugu gosterilmigtir. Deneylerimizde de
1.25 mM Ca?"li ve Cd*"li ortamda elde edilen CCh kasilmalarinimn amplitidiniin, Cd**
kontrol kasilmalardan fazla oldugu gozlendi. Ca**’s1z, EGTA’l1 ve Cd**’li ortamda ki
CCh kasilmalarmin ¢ok diisiik konsantrasyonda olustuu ve Cd*"’nin potansiyalize
edici etkisinin olusmadig tespit edildi. Bu bulgular, daha 6nceki ¢aligmalarda gosterilen
mekanizmalarin kasilma cevaplarinda gézlenen degisikliklerin olugmasinda, rolii

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Sican ventrikiil miyositinde yapilan galigmalarda hiicre i¢i Ca®* seviyesinin
CCh’ye bagl dalgalanmalar gosterdigi bulunmustur. CCh’min hiicre i¢i kalsiyum
amplitiidiinii artrdign ve Ca®* akigimn azalma siiresini uzattigi belirlenmistir. Ancak
diger caligmalarda ekstraseliiler yliksek kalsiyumun CCh’nin hiicre i¢indeki kalsiyumla
ilgili bu etkilerini tersine gevirdigi gosterilmistir®®. Deneylerde yiiksek Ca?"’nin CCh
kasilmalarinda olusturdugu azalmanin literatiirdekine benzer gckilde ya hiicre igi
Ca®’mn artmasma bagh (-) feedbackden dolayr depolardan Ca®" salinmasinmn
azalmasma ya da CCh’nin hiicre i¢i Ca®"’y1 artirici etkisinin onlenmesine bagli
oldugunu telkin etmektedir. Deneylerimizde yiiksek Ca**’li ortama Cd*" eklendiginde,
Cd*“nin CCh kasilmalarim artiric1 etkisinin, Ca®>* konsantrasyonundaki artisa parelel
olarak azaldig1 gézlenmigtir. Ca®* konsantrasyonu 5 mM iken ortama Cd% eklendigi
zaman CCh kasilmalari, kontrol CCh kasimalarina gore artmisken, Ca®*
konsantrasyonu 7.5 mM oldugunda Cd*’nin etkisinin baskilandig1, kastlmalarin
artirmadig1 CCh kontrole benzer yamtlar elde edildigi goriildii. Ca®*’nm bu etkisinde;
Cd*"le arasmdaki kompetitif antagonismanin'*, Cd*"’nin —SH gruplarina baglanmasinin

6, Cd* nin Ca’’ya benzer iyonik davrams

Ca®* tarafindan engellenmesinin’
sergilemesinin ve Ca’’dan daha yavas hareket etmesinin roli oldugu
diigiiniilmektedir'®. Cd*”nin intraseliiler SR Ca®*-ATPaz’1 inhibe ettigi dolaysiyla
intraseliiler kalsiyum seviyesini artirdig1 gosterilmistir®. Benzer etkiye sahip olan bir
ilag ortama eklendiginde, CCh kasilma boylarinda bir artig olup olmayacagint anlamak
amactyla ortama siklopiyazonik asit ilave edildi. Si¢an iskelet kasinda, kas aktivasyonu
sirasinda SR membraninda bulunan kalsiyum iyon kanalindan Ca**’nin hiicre igine
salindigl, bu salinmayi uyaran birgok faktorden birinin de Ca** iyonu oldugu
goriilmiistiir. Hiicre i¢i Ca®* konsantrasyonunun artmasmin (-) feedback mekanizmayla
SR’den Ca** salimsim ayarladig: tespit edilmistir®. Farkli bir aragtirmada ise iskelet
kasinda yapilan galigmalarda, hiicre i¢ci Ca’’mn SR’ye geri alinmasinin kasilma
gevseme kenetinin degerlendirilmesinde &nemli bir faktér oldugu bulunmugtur®,
Siklopiyazonik asit’in iskelet kasinda®, ince barsak diiz kasinda®, sican Ozofagus
¢izgili kasinda® ve sigan soleus kasinda®® SR Ca?* ATPaz enzimini inhibe ederek
Ca®"’nin SR’ye geri almmim engelledigi ve kasilmalar: artirdig1 gosterilmigtir. Ayrica
siklopiyazonik asit’in kasilmalar1 arttirict etkisini, kontraktil proteinlerin kalsiyuma
duyarliligint artirarak ya da hiicre igine giren Ca*" miktarina bagl olarak, depolardan
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Ca®* salimgini artirarak yaptigi da ortaya konmustur. Deneylerimizde siklopiyazonik
asit, Cd*"’ye benzer sekilde karbakol kasilma cevaplarnda artisa neden oldu. Bu
bulgularin 15131nda hem Cd***nin hem de siklopiyazonik asitin CCh kasilma cevaplarum
arttirmalarinda benzer mekanizmalarin rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Glutatyon ve I-sistein, hiicreyi koruyucu, intraseliler antioksidan ve tiyol
indirgeyici ilaglardandir. Kas dokusunda geligen oksidatif stres olaylarinda ve hiicre igi
enzimlerin fonksiyonunu siirdiirmesi iizerinde yapilan ¢alismalarda bu iki maddenin

koruyucu rolii ortaya konmustur®>*>

. Calismamizda degisik konsantrasyonlarda ortama
ilave edilen glutatyon ve l-sisteinin karbakol kasilma cevaplar iizerinde anlamli bir
degisiklik yapmamasi, CCh kasilma mekanizmasi {izerine oksidatif strese neden olan
ajanlarin veya tiyol metabolizmasinin bir rolii olmadiimi diisiindiirmektedir. Ancak
Cd*" bulunan ortama l-sistein veya glutatyon eklendikten sonra, bu iki ilag Cd*"’nin
CCh kasilmalarini artiric: etkisini Snlemis, CCh kontrole yakin kasilmalarin olusmasina
neden olmuslardir. Yapilan ¢alismalarda Cd* nin tiyol igeren komplekslere (glutatyon,
sistein, metallotiyonein gibi) baglanarak hiicre i¢ine girdigi ya da iki katyonlu metal
baglayan proteinlerle (DMT1) hiicre igine tagindigi gosterilmistir. Hiicre igine giren
Cd*’nin glutatyon, I-sistein ya da —SH igeren proteinlerle kompleks olusturdugu
bulunmustur. Boylece hiicre igin koruyucu rolii Snemli olan bu maddelerin miktarinin
azalmasina veya fonksiyon gérememesine neden oldugu ortaya konmustur™. Cd**’nin
hiicre i¢i glutatyon transferaz enzimini bloklayarak, konjugat halinde bulunan GSH’1n
serbest hale gelmesini inhibe ettigi ve hiicre igi GSH diizeyinin azalmasma neden
oldugu goriilmiistiir. Ayrica hiicre i¢i serbest oksijen radikallerini de arttirdif1 tespit
edilmistir™. Dolayisiyla ortama konan GSH Cd*“’le baglanarak, Cd?"’nin kasilma
cevaplarim artiric1 etkisini dnleyebilir. Benzer sekilde farelerde ve civcivlerde yapilan
galigmalarda Cd**’nin l-sisteinle selasyon yapmasi sonucu etkisinin engellendigi
gosterilmistir>. GSH ve l-sistein igeren deney gruplarinda Cd*’nin  etkisinin
goriilmemesinde benzer mekanizmalarin rolii oldugu diistiniilmektedir. Ayrica Cd*"’nin
hiicre i¢i tiyol depolarim bosaltarak kasilmalarin artigina neden oldugunu telkin
etmektedir. Ciinkii deneylerimizde Cd** ortamdan uzaklagtirilsa bile CCh
kastlmalarindaki artiy devam etmistir (bulgular gdsterilmemistir). Dolayisiyla Cd**
sadece —SH gruplariyla selasyon yapsaydi, Cd** ortamdan uzaklastirildigt halde
kasilmalarda ki artigin devam etmesi gerekecekti. Ancak ortama I-sistein ilave edilince
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Cd*’nin etkinliginde belirgin azalma olmasi, Cd**’nin hiicre i¢i tiyol depolarim
bosalttign ve bu depolarin l-sistein tarafindan yeniden doldurulmug olabilecegini
diistindiirmektedir. Hiicre ici tiyolleri tiiketen ilaglarn Cd*" gibi kasilma cevaplarm
artirip artiramayacagim gozlemlemek amaciyla etakrinik asid ve diamid uygulandi.
Siilfidril grup inaktivatérii, glutatyon transferaz enzim inhibitorii olan etakrinik asid”® ve
tiyolleri okside eden diamid®® CCh kasilma cevaplarinda anlaml bir artisa neden oldu.
Bu bulgular Cd**, etakrinik asit ve diamid’in CCh kasilmalarinda meydana getirdigi
artista benzer mekanizmalarin rolii olabilecegini gostermektedir. Etakrinik asit ve
diamidle birlikte Cd** uygulanan deneylerde kasilmalarda potansiyalizasyon
gdzlenmedi. Cd** ve etakrinik asit iceren ortamdan elde edilen kasiimalarm, Cd**
kontrol kasilmalarma gore daha az olmas: ise Cd*" ile etakrinik asit arasinda bir yaris
olabilecegini diiglindiirmektedir.
Hiicre i¢i antioksidan ozelligi olan askorbik asit’ le birlikte Cd** uygulandiginda
cevaplarda herhangi bir degisiklik gézlenmemesi, CCh kasilmalarimn Cd*" tarafindan
potansiyalize edilmesinde oksidan etkisinin olmadigin1 diislindiirmektedir (bulgular
gosterilmedi).

Kasilma mekanizmasinda dnemli rolii oldugu bilinen Ca**-kalmodiilin kenetinin,
Cd*' tarafindan etkilendigi bilinmektedir. Cd*"’nin Ca®" gibi davranarak kalmodiiline
baglandif1 ve protein fosforilasyonunu sagladifi gosterilmigtir. Trifluoperazinin de
kalmodiiline baglanarak bu fosforilasyonu engelledigi tespit edilmistir’®. Cd**’nin
¢izgili kas yapisinda Ca** gibi davranarak kalmodiiline baglamp kasilma mekanizmasim
tetikleyebilecegi diisiiniilmektedir, bunu belirlemek amactyla ortama trifluoperazin ilave
edildi. Kalmodiilin antagonisti olan® trifluoperazin karbakol kasilma cevaplarinda
anlamli bir fark olusturmadi. Daha Once yapilan ¢alismalarda trifluoperazinin
kalmodiilin ve Troponin-C’nin Ca®' afinitesini artirdigi, diisiik dozlarda kasilmay:
uyarirken, yiksek dozlarda inhibe ettigi gosterilmistir'®. Calismamizda trifluoperazin
CCh kasilma cevaplarinda anlamli bir degigiklik yapmadig: i¢in, CCh kasilmalarinin
olusmasinda rol alan mekanizmalar iizerinde pek etkili olmadig: diigiintilmektedir.
Trifluoperazin ve Cd*"’li ortamda CCh kasilma cevaplarmm, Cd*’li ortamda elde
edilen yamtlardan daha diigiik boyuta sahip olmasi ise yukarnidaki bulgularin 1g131inda
trifluoperazinin kalmodiiline baglanarak, Cd**’nin baglanmasim engelledigi ve boylece
CCh kasilmalarindaki artigin ortaya ¢ikmadigim gostermektedir.
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Sonu¢ olarak izole fare 6zofagus ¢izgili kasi {izerine uygulanan karbakol

kasilmalarinin kadmiyum tarafindan zamana bagli olarak artirilmasinda kadmiyum

iyonunun birgok dzelliginin rolii oldugu belirlendi. Caligmamiz kadmiyumun;

1-

2-

Noromiiskiiler kavsak blokorii ile aym ortama ilave edildiginde CCh
kasilmalarii kismen ortaya gikarmasi, etkisinin miyojenik olabilecegini
Kasilmay: potansiyalize edici etkisinin olugmasinda hiicre disi kalsiyum
konsantrasyonunun yam sira hiicre igi kalsiyum konsantrasyonunun &nemi
oldugunu

SR de Ca®* ATPaz’1 inhibe ederek hiicre i¢i Ca®" konsantrasyonun artisina
neden oldugunu

-SH gruplarina baglanarak veya hiicre i¢i tiyol depolarim tiiketerek kasilma

kompleksini uyarmig olabilecegini

- Ca**gibi davramip kalmodiiline baglanarak kasilmay: uyardigim géstermektedir.
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SONUCLAR VE ONERILER

Izole fare 6zofagus ¢izgili kasinda CCh uygulamasiyla kasilma boylarinda
uygulama sayisina bagli olarak azalan yanitlar elde edildi. Hekzametonyumun kasilma
cevaplarii kismen azaltmasi ve fizostigminin CCh kasilmalarinda anlamli bir
degismeye neden olmamasi, CCh’nin bu etkisinin olusmasinda presinaptik asetilkolin
salimmim azaltmasinin rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Ortama ilave edilen
kadmiyumun CCh kasilmalarim zamana bagli olarak artirmasi, ancak benzer sekilde
kalsiyum kanal antagonisti ve iki degerlikli bir katyon olan nikelin béyle bir etki
olusturmamasi kadmiyumun farkli mekanizmalar {izerinden etkili olabilecegini ortaya
koymugtur. Kadmiyumun fizostigminle birlikte ilave edildigi deneylerde kasiima
boyutlarmin Cd** kontrol kasilmalarma gére azalmasi, Cd*"’nin presinaptik asetilkolin
salinmasini etkilemis olabilecegini diislindiirmektedir. Tubokiirarin’le postsinaptik
nikotinik reseptorlerin bloke edilmesi kontrol cevaplarinda anlamli bir azalmaya neden
olmugtur. Cd**+ tubokiirarinli ortamdaki kasilmalarda da Cd*"li kasilma cevaplarma
gbre azalma gbzlenmis ancak kontrol cevaplarina gére kismi artis oldugu belirlenmisgtir.
Bu bulgular kadmiyum’un etkisinin miyojenik oldugunu géstermektedir.

Kadmiyumla birlikte voltaja duyarhi kalsiyum kanal antagonistleri (nifedipin ve
verapamil) uygulandiginda ya da hiicre dig1 ortamdaki Ca** iyonu ¢ikarildiginda kastlma
cevaplarinin azalmasi kadmiyum iyonunun etkisinin olusmasinda Ca®* iyonunun rolii
oldugunu gostermektedir. Ayrica hiicre dist Ca®*  iyonunun konsantrasyonu
artinldiginda kadmiyumlu ortamdaki kasilma cevaplarimn azalmasi Ca*"la arasinda
kompetitif antagonismamn oldugunu diistindiirmektedir. Cd*"li ve 1.25 mM Ca®" igeren
ortamda kasilma cevaplarimn artmasi ise Ca>’nin belirli konsantrasyonunda Cd*"’nin
spontan kasiimalar olusturdugunu ve bunun da kasilmalan potansiyalize edebilecegini
diisiindiirmektedir. CPA’nin da CCh kasilmalanmi Cd*"ye benzer sekilde artirmas,
Cd*”nin kasilma cevaplarim arttirmasinda SR Ca** ATPaz enzimini inhibe etmig
olabilecegini gostermektedir.

Ortama tiyol modiilatori ilaglar olan, glutatyon ve l-sistein eklendiginde Cd**

kontrol kasiima cevaplarinin azalmasi ve tiyol oksitleyici ilaglar olan diamid, etakrinik
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asit ilave edildiginde CCh kontrol cevaplarimin Cd**’li ortamdaki gibi artmasi, Cd**’nin
hiicre i¢i tiyolleri baglayarak ya da hiicre i¢i tiyol depolarimi tiiketerek kasilmalarn
artirmug olabilecegini ortaya koymaktadir.

Trifluoperazin’le birlikte Cd** ilave edilen deneylerde kasilma boyutlarmimn
azalmas1 ise Cd*”’nin Ca®* gibi kalmodiilin’e baglanarak kasilmay: artirmis
olabilecegini diistindiirmektedir.

Biitiin bu bulgular izole fare 6zofagus dokusunda CCh kasilmalarmm Cd**
tarafindan artinlmasinda, Cd***nin birgok mekanizmay: etkilemesinin rolii bulundugunu
gostermektedir. Hiicre igi farkli mekanizmalarin bu kasilmanin artmasinda rolii olup

olmadiginin aragtirilmasi gerekmektedir.
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