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Bu ¢alismada, izole edilen kurbaga (Rana ridibunda) gastroknemius kasi
(iskelet kas1) kasilmasi ve aksiyon potansiyeli lizerine kadmiyum ile bir agir metal
antagonisti olan TPEN’in etkileri arastirilmistir. 30-40 gr agirligindaki
kurbagalardan izole edilen gastroknemius kaslarindan preparatlar hazirlanmistir
ve olusturulan gruplarda esit sayida preparat kullanilmistir (n=7). Ug farkl1 dozda
(10'3M, 5x10“M ve 10™*M) kadmiyum uygulanmis ve her preparattan bir saat
boyunca her 15 dakikada bir (0, 15, 30, 45, 60. dakikada) kayit alinmistir. Bunun
sonucunda doza ve zamana bagli olarak azalan kasilmalar elde edilmistir.
Kadmiyum, aksiyon potansiyeli genligini diisiirmils, alan1 azaltmis, latansi ve
stireyi artirmugtir; ayrica sarst genligini diiglirirken kasilma ve gevseme siirelerini
artirmistir. Daha sonra ayni yontemle kasa, sirasiyla her ii¢ dozdaki kadmiyumla
birlikte TPEN (10*M) uygulanmis ve kadmiyumun etkisini engelledigi
gorilmiistiir. Bu sonuglar kadmiyumun, hiicre dis1 veya hiicre i¢i kalsiyum ile
etkileserek kalsiyum iyonunun yerine ge¢mesiyle kalsiyum kanallarinin bloke
olmasina, boylece iskelet kas1 kasilmasinin ve aksiyon potansiyelinin azalmasina
neden olabilecegini ve bu durumda bir kalsiyum selatérii olan TPEN’in

engelleyici etkisi olabilecegini gostermektedir.
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The examination of cadmium and a heavy metal antagonist TPEN’s (N,N,N,N_-tetrakis 2-pridimetil —etilendiamin) effect on the
actiity of a marsh frog skeletal muscle excitation end contraction. M. Sc .Thesis, University of Mersin

THE EXAMINATION OF CADMIUM AND A HEAVY METAL
ANTAGONIST TPEN’S (N,N,N,N_-tetrakis 2-pridimetil —etilendiamin)
EFFECT ON THE ACTIVITY OF A MARSH FROG SKELETAL MUSCLE
EXCITATION AND CONTRACTION

OZGE ASLAN
ABSTRACT

This research, responses of contraction and potency of action obtained from
the implementation of cadmium over the gastrocinemius muscle of an isolated frog
and over these responses the effects of TPEN, an antagonist of heavy metal, are
studied. The preparations, which were prepared from the isolated skeletal muscles
(gastrocinemius) of frogs weighing 30 — 40 gr, and used in the preparation an equal
number of groups formed (n=7). In three different dosages (10°M, 5x10*M and
10*M) the heavy metal cadmium was applied and in every 15 minutes through an
hour, a registiration from each preparation was noted (0, 15, 30, 45, 60). As a result
of this, diminishing contractions were noticed in paralel with dosage and duration
factors. Under the findings , ‘cadmium’ reduced the amplitude of action potential,
lessened the area, however; raised the duration and latency, while reducing the
amplitude of sars , the duration of contraction and laxation was increased. Following
this, with the help of the same procedure, along with TPEN, cadmium in each dosage
was applied to the muscle respectively (10*M) and it was observed that this hindered
the effect of cadmium. These results show that, cadmium, interacting with the
intracellular or ectocytic calcium, and by replacing the calcium ion, inhibits the
calcium transitions which pave the way for diminution of skeletal contractions and

also shows that TPEN is a calcium chelator may have a prohibitive effect on this.

Key Words: Skelatal muscle, action potential, cadmium, TPEN
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1.GIRIS

Metaller, organizmalarin yasaminda biiylik Oneme sahiptir. Bir ¢ok
fonksiyona sahip olan bu metaller, ii¢ grup altinda toplanir. Birincisi; canlilarin
yasamlarimi devam ettirebilmek icin mutlaka alinmasi gereken esansiyel
elementlerdir. Bunlar Ca*, Mg*™*, K, Na"* metalleridir. ikincisi; canlilarin biyolojik
aktivitelerini siirdiirebilmeleri i¢in diisiik konsantrasyonlarda viiciida alinmasi
gereken ancak yiiksek konsantrasyonlari toksik etki yapabilen Fe, Mn, Cu, Zn, Cr,
Ni, Se, Co gibi yan elementlerdir. Ugiinciisii ise; organizmalarin yasaminda herhangi
bir biyolojik islevi olmayan, ¢ok diisiik miktarlar1 bile toksik etki yapan Hg, Pb, Cd
gibi agir metallerdir [1]. Agir metaller, 6zgil agirhig: 5 gr/cm3’ ten biiylik ve atom
numarast 22°den 92’ye kadar olan metallerdir ve organizma i¢in gerekli olan diger
metallerle benzer metabolik ve kimyasal 6zellik gostermeleri nedeni ile bu metallerin
yerine gecerek metabolik olaylar1 engellemekte ve toksik etkilerini gdstermektedir
[2]. Agir metaller dogal ortamda kayaclarin ve maden cevherlerinin yapisinda
bulunmaktadir ve bunlarin asinmasi ile suya ya da topraga karisarak canli viicuduna
tasinmaktadir. Ancak bu metallerin su ve topraga karigsmasindaki en biiylik neden
pek cok alanda kullaniliyor olmasidir [3]. Pek ¢ok sanayi kurulusu, ham madde
olarak agir metalleri kullanmakta ve atiklarin salinimini kontrol altina almadigi
taktirde tehlikeli sonuglara sebep olabilmektedir [1].

Agir metaller solunum, sindirim veya deri yoluyla viicuda girerler. Sindirim
yolundan genellikle su ve besinler araciligi ile tasinmaktadir. Ozellikle yogun
miktarda kursun igeren egzoz gazlari, atmosferdeki gazlar araciligi ile solunarak
viicuda alinirlar [4]. Igme suyunun da agir metal zehirlenmelerinin 6nemli
kaynaklarindan biri oldugu bildirilmistir [4]. Agir metaller dogal sularda eser
miktarda bulunurken insan faaliyetleri sonucu, 6zellikle endiistriyel atiklarin igme
sularina karigmasiyla veya agir metalle kirlenmis partikiillerin atmosfere, oradan da
topraga ve topraktan da yeralti sularina geg¢mesiyle konsantrasyonlar1 gittikce
artmaktadir. Ayrica bu endiistriyel faaliyetler sonucunda kirlenen toprakta yetisen
bitkilerin ya dogrudan yenmesi, ya da etinden faydalandigimiz hayvanlar tarafindan
yenmesi de agir metallere maruz kalinmasina neden olmaktadir. Boylece agir
metaller besin zinciri ile de kolayca tasinabilmektedir [5]. Agir metaller birikme

egiliminde olduklar1 i¢in canli tiirleri tarafindan biriktirilerek besin zincirinin iist
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tabakalarina kadar tasinmaktadir. Ozellikle sucul ortamdaki agir metallerin kolaylikla
insanlara tagmabildigi bildirilmistir [6].

Agir metaller sucul organizmalarin viicuduna ii¢ agamada alinmaktadir.
Oncelikle metal ortamda bulunan organik ve inorganik maddelerle etkilesime
girerler. Daha sonra hiicre zarindaki glikoprotein tabakasina baglanarak zar
yiizeyinde dagilir ve son olarak hiicre zarmin dis yiizeyindeki baglanma yerleri ile
etkilesime girer ve hiicre zarindan i¢ ortama iyon kanallar1 araciligi ile alinirlar [7].

Bilinen en toksik agir metal olan kadmiyum (Cd) 1817 yilinda Alman
kimyager Friedrich Strohmeyer tarafindan ZnCOj’den elde edilmistir. Yeryiiziinde
kadmiyum oksit, kadmiyum kloriir ve kadmiyum siilfat tuzlart halinde bulunmaktadir
[8]. Cd, viicuda solunum ya da sindirim yolu ile alinir. Solunum ile alinan Cd’nin
% 15-30 u absorbe edilmektedir. Bilinen en 6nemli Cd kaynaklarindan birisi
sigaradir. Bir sigarada 1-2 pg Cd bulunur ve bunun %10 u solunun yolu ile alinir [9].
Gidalarda yiiksek diizeylerde alinan Cd’nin de akut toksikasyonlara neden oldugu ve
16 mg/Lt Cd iceren sularin i¢ilmesi sonucu kas ve eklem agrilari, bulanti, kusma gibi
semptomlarin gorildiigii bildirilmistir [10]. Cd organizmalardaki hedef organlar
bobrekler, karaciger, akciger, pankreas ve kemiktir [11]. Cd sindirim ve solunum
yolu aracilig1 ile emilerek kana gecer ve viicudun belli yerlerinde depolanir [12].
Cd’nin bobrek, karaciger ve kas dokularinda biriktigi birgok c¢alismada rapor
edilmistir [10, 13].

Amfibiler su ve tarim ekosistemindeki onemli organizmalardandir. Bunlar
birgok pestisitin yan1 sira agir metallerin de etkisine maruz kalmaktadir. Bu nedenle

kimyasallarin etkilerini 6l¢gmek i¢in tipik test hayvanlaridir.

Yapilan arastirmalarda Cd’nin Iskelet kasi aktivitesi iizerine etkilerini
inceleyen elektrofizyolojik caligmalar smurli sayidadir. Bu ¢alismanin amaci,
kadmiyumun ve bir agir metal antagonisti olan TPEN’in in vitro kosullarda, kurbaga
gastrokinemius kasinda aksiyon potansiyeli ve kasilma aktivitesi iizerine etkisini

doza ve zamana bagli olarak aragtirmaktir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. ISKELET KASI

Iskelet kaslar1, ¢aplar1 10-80 pm arasinda degisen kas liflerinin bir araya gelip
kas demetlerini olusturmasi ile meydana gelir. Bu kas demetleri perimisyum denen
bag dokusu ile ¢evrilidir. Bu yapida kan damarlar1 ve sinirler bulunmaktadir [18].
Kas lifinin hiicre membrani sarkolemma olarak adlandirilir. Bunun yapist hiicre
membrani1 gibi protein, Karbonhidrat, fosfolipit igeren polisakkarit bir tabakadan
olugmaktadir. Bu tabakanin en disinda kollajen iplik¢ikler bulunur. Kas liflerinin
uclarinda sarkolemmanin bu yiizey tabakasi bir tendon lifiyle kaynasir ve tendon
lifleri de demetler halinde toplanarak kemiklere tutunur. Her kas lifi birkag yiiz ile
birka¢ bin arasinda miyofibril icerir ve bu miyofibriller sarkoplazma denilen bir
matriks iginde asili bulunurlar. Sarkoplazma sivisi K, Mg, fosfat ve protein
yapisindaki enzimleri igerir. Kas lifleri i¢inde sarkoplazmik retikulum adi verilen
gelismis bir endoplazmik ag sistemi bulunmaktadir. Bu yap1 kas kasilmasinin
diizenlenmesinde onemli role sahiptir. Kasilma i¢in 6nemli olan Ca iyonlarina depo
gorevi yapmaktadir [19]. Sarkolemmanin invaginasyonu sonucunda T-tiibiili adi
verilen yap1 meydana gelmistir. Igi siv1 ile dolu iki ayr tiibiil sistemi olan bu yap:
hiicreyi dolanan bir ag sistemi olusturmaktadir. T-tiibiilii sarkoplazmik retikulumla
birlikte sisterna denilen bir yap1 olusturur. Boylece merkezde T sistemi her iki yanda
sarkoplazmik retikulum olmak iizere triad denen sistemi olustururlar. Bu yapi1 bir Ca
pompast gorevi yapar [20].

Kas miyofibrilleri, yaklasik 1500 miyozin flamenti ve bunun iki kat1 kadar
aktin flamenti icerir. Aktin ve miyozin flamentleri kas kasilmasimin islevsel
birimleridir. Kas lifinde sarkoplazma denilen bir matriks i¢inde asili bulunurlar.
Elektron mikroskobu ile yapilan ¢aligmalarda miyozin kalin, aktin ise ince flament
olarak goriilmektedir. Bu flamentler birbirleri ile i¢ ige girdigi icin koyu ve agik
renkli bantlar seklinde goriiliir (Sekil 2.1). Aktin flamentleri igeren kisim,
polarlanmis 1518a kars1 izotrop oldugundan I band1 adin1 alir. Miyozin flamentlerinin
arasina giren aktin flamentlerinin uglarindaki karanlik alan anizotrop oldugu i¢in A
bandi adin1 alir. Aktin flamentleri Z ¢izgisi adi verilen bir yapiyla birbirlerine

baglanmistir. Bu Z ¢izgileri iskelet kasina ¢izgili bir gériiniim kazandirir ve bu yap1
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ile aktin ve miyozin flamentleri yan yana gelir. Iki komsu Z ¢izgisi arasinda kalan
boliim ise sarkomer olarak adlandirilir [20]. Sarkomerin ortalama boyu 2 pm. Bu
uzunlukta iken aktin flamentleri, miyozin flamentlerini her iki yandan Ortmis
durumdadir. Bir kas lifi ¢ekilip gerildiginde her sarkomerdeki aktin flamentlerinin
uclar1 birbirinden uzaklagmis olur. Bu durumda A bandinin ortasinda meydana gelen
acik c¢izgi H bandi olarak adlandirilir [18,20]. Kas kasilmasi sirasinda; A bandi

kasilma stiresince ayni kalirken, I bandi kisalir ve H bandi ise kaybolur [19].

Kemik

Kas &Tendon

Myofibeil

ince fament

Sekil 2.1. Iskelet kas1 yapisinda bulunan bantlar ve yerlesimi [70].

2.1.1. Aksiyon Potansiyeli

Kas kasilma mekanizmas1 aksiyon potansiyeli (AP) ile baslar. Iskelet
kaslarinda uyarilar, noronlar tarafindan olusturulur. Kaslarda AP olusturup kasilmay1
baglatan noronlar, motor noranlardir. Kasin kasilmasi, kasi innerve eden motor
sinirlerin elektriksel aktivitesi ile kontrol edilir. Kas hiicresinin uyarilmasiyla birlikte
kas membrani1 dinlenim zar potansiyeli degisir ve depolarize olur ve boylece aksiyon
potansiyeli gelisir. T-tiibiiller araciliginda AP kasin i¢ kisimlarina kadar tasinir. T-
tiibil membranindaki voltaja duyarli proteinler, sarkoplazmik retikulumdaki Ca
kanallar1 ile iligki halindedir ve sarkoplazmik retikulumdan miyoplazma igerisine
Ca"" birakir. Bunun sonucunda intraseliiler kalsiyum konsantrasyonu artar ve kas

kontraksiyonu gerceklesir. Aksiyon potansiyelinin pozitif potansiyellere dogru
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degisim siireci depolarisazyon, yeniden dinlenim potansiyeline doniis repolarizasyon,
daha negatif potansiyele gidis ise hiperpolarizasyon olarak adlandirilir. Uyarilabilir
hiicrelerdeki aksiyon potansiyeli yayilma hizi, dinlenim zar potansiyeli, aksiyon
potansiyelinin tepe degeri ve siiresi, hiicre tiiriine gore degisir. Ancak, hiicrede bir
kez aksiyon potansiyeli ortaya cikinca, biiyiikliigiiniin ve zamanla degisim bigimi
uyarinin cinsi ve biyiikligiine bagh degildir. Fizyolojik olarak AP olusumuna
hormonlar, 1s1, kimyasal faktorler ve elektromanyetik 1ginlar da neden oabilir [21].

Iki uyarilabilen doku (kas ve sinir) elemanlarmin olusturdugu uyarilarmn
iletildigi bolgeye sinir kas kavsagi denir. Bir elektriksel uyariyla birlikte sinir kas
kavsaginda asetilkolin salinim1 gergeklesir ve kas lifinde depolarizasyon gelisir [20].
Kas lifinin uyarilmasi ile olusan AP sonucu meydana gelen kasilma ve bunu izleyen
gevsemenin timi kas sarsisi olarak adlandirilir. Kas kasilmasinda, kas lifi
membranindaki AP sonucunda depolarizasyon kas lifi i¢ine dogru yayilir ve
sarkoplazmik retikulumdan ¢ok sayida Ca iyonunun serbest kalmasina yol agar ve Ca
iyonlar1 aktin ve miyozin flamentleri arasindaki ¢ekici giicleri baslatir. Kasilmadan
once capraz koprii baslart ATP ile baglanir, miyozin basinin ATPaz aktivitesiyle
hemen parcalanir ancak, olusan ADP ve Pi basa bagh kalir. Bu sathada miyozin basi
dik durumdadir ve aktin ile heniiz baglanmamustir. Dinlenim halindeki kasta
Troponin [ aktinle bagli durumdadir ve tropomiyozin, miyozin baslarinin aktinle
baglanma noktalarini kapatir. Ca Troponin C ye baglaninca troponin I nin aktine olan
baglantis1 zayiflar ve bdylece tropomiyozin yatay olarak hareketlenir. Boylece
miyozinin baglanma noktalar1 agilir. Troponin, tropomiyozin kompleksi, Ca iyonuna
baglanir ve aktif bolgeleri agiga ¢ikarir. Capraz koprii basi aktin filamentinin aktif
bolgesine baglaninca basta bigimsel bir degisiklik meydana gelerek capraz kopriiniin
kola dogru egilmesine neden olur (gilic vurumu). Bu sekil degisikligi, daha 6nce
yikilan ATP’den saglanan enerjiyle gergeklesir Capraz koprii basi egilince, basa
bagli olan ADP ve Pi serbest kalir ve yeni bir ATP baglanmasina neden olur. Bas
aktinden ayrilinca yeni bir ATP molekiilii yikilir, aci8a ¢ikan enerjiyle bas dikey
pozisyona geri doner. Daha sonra yeni bir aktif aktin filamentine baglanir ve olaylar
zinciri devam eder. Bu islem aktin filamenti Z membranini miyozin filamentinin
uclarina gekinceye kadar tekrar tekrar yenilenir [18, 21]. Kasilma gerceklestikten

sonra Ca iyonlar1 tekrar sarkoplazmik retikulumda toplanir ve hiicre i¢i Ca orani bir
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siire sonra azalmaya baslar ve miyozin ile aktin arasindaki etkilesim sona erer ve
boylece kas gevser [22].

Kas kasilmasi yiiksek enerji gerektiren bir biyolojik olaydir. Kas kasilip
gevsemesi ic¢in enerji kaynagi olarak ATP gereklidir. Kasilip gevseme dongiisii i¢in
gerekli ATP g¢esitli yollardan saglanir. Kas, aerob kosullar altinda gerekli olan
enerjiyi glikolizden saglamaktadir. Ancak yeterli oksijenin saglanmadigi agir
calismalar sonucunda kas kisa siireligine anaerobik kosullarda da caligabilir. Kas
gerek solunum gerekse glikoliz olmadigi durumlarda da kasilabilir. Bu durumda
enerji kreatin kinaz etkisi ile olusan kreatin fosfattan elde edilir. Kreatin fosfatin
hidrolizi sonucunda agiga ¢ikan enerji ADP nin ATP ye doniistiiriilmesi igin
kullanilir. Yeterli kreatin fosfat oldugu siirece ATP igeriginde bir azalma goriilmez

[21].

2.1.2. Kalsiyum Kanallar1 ve Kasilmadaki Rolii

Kas kasilmasinda Ca kanallar1 biiyiik Oneme sahiptir. Kas dinlenim
halindeyken stoplazma igindeki Ca™ konsantrasyonu 0,1uM civarindadir. Uyarilma
sonucunda hiicre diginda serbest halde bulunan Ca™, voltaj bagimli kalsiyum
kanallari ile alinir [23]. Bunun yani sira Na-Ca degis tokus mekanizmasi da, Ca™ nin
hiicre icine alinmasini saglar. Hiicre depolarize olmussa, Ca’" kanallardan igeri girer,
polarize oldugunda da tekrar disar1 ¢ikar. Ca™" hem hiicre i¢i hem de hiicreler arasi
etkilesimde &nemli role sahiptir. Hiicre icine giren Ca*", sarkoplazmik retikulumda
depo halinde bulunan Ca™ iyonunun salmimii saglar. Stoplazmada artan Ca™”
seviyesiyle kasilma mekanizmasi aktiflesir. Sonra hiicre dinlenime gecerken Ca-ATP
az pompast rol alir. Iskelet kaslarinda bu pompanin rolii énemlidir. Endoplazmik
retikulum membranindaki Ca-ATPaz enzim aktivitesinin artmasi sonucu
endoplazmik retikuluma tekrar Ca™ depo edilmesi gergeklesir [24]. Ca kanallari iic
farkli konumda bulunurlar; acik (aktive olmus), kapali (dinlenimde fakat aktive
olabilir) ve agik ancak kalsiyumun gecisine elverisli olmayan inaktif konum [25]. Ug
tip Ca kanali vardir; Voltaj bagimhi kalsiyum kanallari, ligant bagimli kalsiyum
kanallar1 ve depo bosalmasi ile aktive olan kalsiyum kanallari.

1-Volta; Bagimli Kalsiyum Kanallari: Hiicre zarmin ic¢i ve dis1 arasindaki

elektrik yiikii farkliligina bagl olarak agilirlar. Hiicre zar1 depolarize oldugunda bu
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kanallarda yavasca acilirlar ve uzun siliren yanitlar verirler. Bu kanallarin baslica
fonksiyonu, hiicre yiizeyindeki elektriksel sinyalleri hiicre igindeki fizyolojik
olaylarla birlestirmektir. Voltaj bagimli Ca kanallari, her biri alt1 transmembran
segment igeren dort tane alt birimden olusur [Sekil 1]. Bunlar alfal (al), alfa2 (a2),
beta () ve gama (y) alt birimleridir [25]. al alt birimi, yaklasik 2000 aminoasit
rezidiisii iceren on alt birimden olusur (alA, alB, alC, alD, alE, alF, alG, alH,
all). Voltaj sensdrii igeren  al alt biriml kasm uyarilmasi ve kasilmasi igin
onemlidir ayrica o2 alt birimine siilfidril baglar1 ile baghdir. B alt birimi, yaklagik
600 aminoasit dizilimine sahip dort alt birimden olusur (B1, B2 B3, p4). Kanalin
aktivitesi ve inaktivitesinde rol alir, al alt birimi ile birlikte akimi1 6nemli derecede
artirabilir. & alt biriminin ise 222 aminoasit dizilimine sahip olan i¢ alt birimi
bulunmaktadir (81, 82, 83). Iskelet kasinda 81 alt birimi daha ¢ok bulundugu
bildirilmistir ve fonksiyonu tam olarak bilinmemekle beraber, o alt biriminin

etkilerini artirdig: diistintilmektedir [26].
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Sekil 2.2. Voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 alt birimleri [27].

Voltaj bagimli kalsiyum kanallari; aktive olmasi i¢in gereken voltaj esiginin
degeri ve inaktivasyon hizlar1 gibi 6zelliklerine goreT-tipi, L-tipi, N-tipi, P-tipi, R-
tipi ve Q-tipi olmak iizere alt1 gruba ayrilir [28]. T-tipi kalsiyum kanallari, disiik
voltajla aktive olurlar ve kalp hiicrelerinde bulunurlar, sinoatrial ve atrioventrikiiler
diigiimlerde depolarizasyonun baslatilmasinda gorev alirlar. En hizli agilip kapanan
Ca kanallaridir. L-tipi kanallar, kalp ve diiz kas hiicrelerinde bulunup yiiksek voltajla
aktive olan kanallardir. Yiiksek iletkenlik ve uzun siireli akim verme oOzellikleri

vardir. Bu kanallar T-tipi kanallarla birlikte damar diiz kaslarmin ve kalp kasinin Ca
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ile aktive edilmesini saglar. N- tipi kanallar da yiiksek voltajla aktive olurlar. Sinir
terminallerinin depolarizasyonu ile norotransmitter salinimina neden olurlar. N- tipi
kanallarin fonksiyonlart G proteinleri gibi reseptore bagli ikinci haberci sistemler
tarafindan degistirilebilir. N-tipi kanallar klasik Ca kanal blokerleri ile bloke
olmamaktadir. Bu kanallar bir ¢esit deniz salyangozundan elde edilen omega-
konotoksin ile bloke edilmektedir. Kurbaga iskelet kaslart motor sinir ucundaki Ca
kanallar1 bu tip kanallardir [29]. P-tipi kanallar, yerlesme yeri ve fonksiyonu
bakimindan N-tipi kanallara benzerler. Memeli ¢izgili kaslarinda ve motor sinir
uglarinda bulunurlar. R-tipi ve Q-tipi kanallar da yiiksek voltajla aktive olan
kanallardir ve santral sinir sisteminde bulunurlar [30].

2- Ligant Bagimli Kalsiyum Kanallar1: Hiicre disindan gelen reseptorlerin ya
da ikincil habercilerin baglanmasi ile aktive olurlar ve Ca’™" iyonuna gegirgen hale
gelirler [30]. Bu kanallar bir reseptore kenetlenmis durumdadir, ve reseptoriin
agonisti tarafindan aktive olmasiyla acilirlar bu nedenle ligant kapili kanallar ayni
zamanda birer reseptordiir. Volta; bagimli kanallar1 kolayca bloke eden Ca kanal
antagonistleri bu kanallar1 bloke edemezler. Ayrica bu kanallar G proteini, protein
kinaz ve IP3 gibi ikinci haberciler ile de aktive olurlar [25]. Ligant bagimli kanallara
ornek olarak P2X piirinerjik reseptorleri veya nikotinik asetilkolin reseptorleri
(nAChR) verilebilir. Bu kanallarin bazilari Ca disindaki katyonlara da gegirgendir.
Bu nedenle bu kanallar se¢ici olmayan katyon kanallar1 olarak da adlandirilirlar [31].

3- Depo Bosalmasi ile Aktive Olan Kalsiyum Kanallari: Bu kanallarin
aktivasyon mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir ancak hiicre ici Ca™" depolari
Ca sinyali sonucunda bosaldigi zaman, hiicre disindan stoplazmaya dogru bu
kanallardan Ca girisi olur. Bu sekilde Ca girisi kapasitif Ca girisi olarak adlandirilir.
Bu kanallar hem Ca sinyalini hem hiicre i¢i Ca dengesini diizenlerler. Ayrica bu
kanallar +3 degerlikli katyonlarla inhibe olmaktadir [32]. Hiicre i¢i Ca depolarindan
Ca cikisi saglayan iki tip reseptdr vardir. Bunlar; ryanodin ve inositol 1,4,5
trifosfat reseptorleridir (IP3R). Ryanodin reseptdrleri (RyR), kas hiicrelerindeki
sarkoplazmik retikulumlardan Ca salimmini saglar. RyR’ler, voltaj bagimli Ca
kanallarindan hiicre icine giren Ca tarafindan aktive olur. Bu durum Ca etkili Ca
salinimi olarak isimlendirilir. Bu durum kas kasilmasini saglayan temel olaylardan

biridir [33]. IP3R’ler de endoplazmik retikulumdan Ca salinimina neden olurlar ve
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IP3 tarafindan aktive olurlar ve yiiksek derisimdeki Ca ile inaktif hale gelmektedir
[34]. IP3 olusumu; fosfolipaz C (PLC) tarafindan, fosfaditil inositol 4,5-bifosfat
(PIP2)’1n IP3 ve diacilgliserole (DAG) parcalanmasi sonucunda gerceklesmektedir
[33].
2.2. AGIR METALLER

Giiniimiizde pek ¢ok alanda kullanilan agir metaller canlilarin sagligini tehdit
etmektedir. Ozellikle endiistriyel faaliyetlerde kullamlan agir metal atiklarmin
cevreye yayimast ciddi sorunlar yaratmaktadir [1]. Bu alanda yaygin olarak

kullanilan ve ciddi toksik etkileri olan agir metallerden birisi de kadmiyumdur.

2.2.1. Kadmiyumun Yapisi ve Ozellikleri

Cd, atom numaras1 48 degerligi +2 dir. Atom agirligi 112,4 g/mol, erime
noktas1 321 °C, kaynama noktasi 767 °C’ dir. Giimis renkli, yumusak, egilip
biikiilebilen toksik bir metaldir [35]. Cd toprakta hareketli bir elementtir ve bitkiler
tarafindan kolaylikla alinir. Bitkiler tarafindan alinmasiyla besin zincirine katilmasi
ya da topraktan suya karigmasiyla onemli bir ¢evre ve saglik sorunu olugmaktadir
[36]. Endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilan Cd’nin kullanim1 50 yil 6ncesine
dayanmaktadir. Genellikle kaplama ve galvanizasyon sanayinde kullanilmakla
birlikte, komiir iiretiminde, plastik yapiminda, boya ve pil sanayinde, giibre
sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadir [37]. Bu endiistriyel faaliyetler sonucu
ortaya cikan atik sular yiliksek konsantrasyonlarda agir metal icermektedir. Bu sularin
aritma islemi yapilmadan akarsu, gol veya barajlara birakilmasi hem ekolojik
dengeyi bozmakta hem de canlilarin saghgim tehdit etmektedir [38]. Kadmiyumun
yarilanma Omriiniin 15-1100 yil gibi uzun bir siire oldugu diisiiniilecek olursa Cd

kirliliginin 6nlenmesinin biiyiik 6nem teskil ettigi anlagilmaktadir [39].

2.2.2. Kadmiyumun Etkileri

Cd, canlilar i¢in oldukga tehlikeli bir metaldir. Insanlar Cd’ye ¢ogunlukla iki
yoldan maruz kalir. Bunlar sindirim ve solunun yollaridir. Deri yolu ile uzun siire
maruz kalindiginda ¢ok az bir miktar1 absorbe olmaktadir ve kadmiyumun deriden bu
sekilde absorbsiyonu onemsizdir [40]. Gidalar Cd maruziyeti agisindan Onemli

kaynaklardir. Atik sularin zirai amagli kullanilmasi sonucunda Cd topraga geger ve
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besin zinciri ile insan ve hayvanlara taginir. En ¢ok yesil yaprakli bitkiler, ay cigegi,
bugday, meyveler ve patates Cd biriktirir [41]. Igme suyu yada besin yolu ile alinan
kadmiyum viicut tarafindan kolayca emilerek kana karigmaktadir. Cd’nin suda en
¢ok ¢oziinen formu olan kadmiyum kloriir (CdCl) oral yolla alinir ve viicudun belli
bolgelerinde depolanir. Solunun yolu ile de kadmiyum mono oksit (CdO) formu
viicuda alinmaktadir. Sigara kullanan insanlar biiyiikk oranda CdO’ ya maruz
kalmaktadir. Sigara ile solunan Cd’nin %40-60 1 pulmoner epitelden gecerek direk
sistemik dolasima katilmaktadir [42].

Yiiksek dozlarda alinan Cd, insanlarda yiiksek tansiyon, abdominal agri,
bulanti, kusma, kemik kirilganliginda artma, merkezi sinir sistemi bozukluklari,
bobrek rahatsizliklart ve solunum yolu hastaliklarina neden olmaktadir [43].
Belgika’da Cd’ye maruz kalmis olan 1700 kisi lizerinde yapilan ¢alismada idrardaki
kadmiyum miktarinin arttig1 ve renal fonksiyon kaybina neden oldugu goriilmiistiir
[44]. Yapilan calismalarda Cd’nin karsinojenik etkisinin de oldugu tespit edilmistir.
Uluslar aras1 kanser arastirma merkezlerine gére Cd kanser yapici kimyasal ajanlar
arasinda birinci sirada yer almaktadir [45]. Cd’nin akciger kanseri, kan kanseri ve
prostat kanserine neden oldugu rapor edilmistir [46]. Uzun yillar mesleksel Cd’ ye
maruz kalan insanlar {izerinde yapilan ¢aligmalarda akciger hastaliklarina bagl 6lim
oraninin arttign rapor edilmistir [41]. 1965 te Ingiltere’de pil sanayinde calisan
iscilerde prostat karsinomlarinin belirlenmesi iizerine yapilan ¢alismalar sonucunda
karsinojenik etkisi gosterilmistir [47]. Hiicre kiiltiirleriyle yapilan caligmalarda ise
Cd’nin mutasyonlar tetikledigi, DNA zincirlerini kirdig1 ve kromozomal defektlere
neden oldugu goriilmiistiir [48]. Ayrica deney hayvanlar1 ve insanlar iizerine yapilan
caligmalara gore Cd’nin plasentada biriktigi ve plasental bozukluklara yol agarak
dogum agirlhigim diisiirdiigii, fetal bliylimenin yavagladigi goriilmiistiir [49]. Cd’nin
en onemli kronik zehirlenmesi 1946 da Japonya’da goriilmiistiir. Itai-itai olarak
adlandirilan hastalik maden atiklari ile kontamine olmus nehir sulariyla sulanan
piringlerin yenmesi sonucunda ortaya c¢ikmistir. Hastaligin belirtileri bel ve kas
agrilarn seklinde baglamis ve ilerleyen sathalarda siddetli romatizmal agrilar, kemik
yumusamasi, kemik kirilmalar1 ve kilo kaybi seklinde belirtiler gortiilmiistiir. 35 y1l

icinde yaklasik 100 kisinin bu hastalik nedeniyle 61diigii bildirilmistir [50].
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Diinya saglik orgiitiine gore, 60 kg bir insan i¢in haftalik 0,4-0,5 mg tolere
edilebilir olarak kabul edilmektedir. Diisiik dozlarda hiicre i¢ine alinan Cd, dort farkli
formu bulunan ve metal baglayici bir protein olan metallothiyonein (MT) tarafindan
tutulur. MT biitlin hiicrelerde bulunan sistein bakimindan zengin ve diisiik molekiil
agirligina sahip bir proteindir [51]. Yapilan ¢alismalar MT’in diisiik dozdaki agir
metallerin detoksifikasyonuna neden oldugunu gostermektedir. MT, Zn gibi eser
elementlere diisiik afinite ile baghdir ancak hiicre i¢cine Cd gibi bir agir metal
girdiginde MT, ¢inkodan ayrilarak daha yiiksek afinite ile Cd’ye baglanir ve bdylece
hiicre i¢inde serbest kalmasini engeller [52]. Viicuda yiiksek dozda alinan
kadmiyumun %3-8’i akciger ve bobreklerde birikmektedir. Bu miktar tim
viicuttakinin % 50’si kadardir. Cd’nin biyolojik yarilanma Omrii olduk¢a uzun
oldugu i¢in biriken Cd yasa bagli olarak artmaktadir [53].

Toksik metaller, hedef hiicre i¢cine molekiiler ya da iyonik benzerlik yolu ile
girmektedir. Bu metaller yapisal proteinlerin ya da enzimlerin yapisina katilarak
hiicre i¢ine alinirlar. Cd’nin sindirim kanalindan emilimi biiylik oranda duodenum ve
jejenum ile gergeklesmektedir. Viicuda alindiktan sonra kana absorbe olmakta ve
plazmada alblimin araciligi ile tasinmaktadir. Cd, organizmada Zn, Fe, Cu gibi
esansiyel elementlerle etkilesime girerek bu elementlerin  homeostasisini
degistirmektedir. Bu elementlerin fonksiyonunun bozulmasi ile Cd toksisitesi
olusmaktadir [54]. Cd toksisitesi oncesinde, Zn karaciger hasarina kars1 koruyucudur
ancak Cd etkisiyle azalan Zn aktivitesi sonucunda renal hasarmn arttig1 bildirilmistir
[55]. Cd maruzuiyeti ile dokulardaki Cu miktar1 da degismektedir. Cu; kemik
gelisimi, immiin sistem ve norotransmitter saliimi i¢in Onemli bir esansiyel
elementtir [56]. Ayrica kan hiicreleri ve hemoglobin iiretimi i¢in gereklidir ve
eksikligi durumunda anemiye neden olabilmektedir. Bu nedenle Cd’ye baghh Cu
eksikligi onemli fizyolojik sorunlar dogurabilmektedir [57]. Cd, dokulara oksijen
tastyan hemoglobinin yapisinda bulunan Fe’in ince bagirsaktan emilimini azaltarak
dokulardaki Fe miktarinin diismesine ve Fe eksikligi anemisine neden olmaktadir
[58].

Katyonik 6zellige sahip olan Cd, Ca kanallariyla hiicre i¢ine girmektedir [54].
Ayrica Cd; kalsiyum, demir ve ¢inko gibi esansiyel elementler ile iyonik benzerlige

sahiptir ve bu elementlerin taginmasinda rol alan membran proteinleri ile etkileserek
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hiicre igine ge¢mektedir [59]. Cd, Ca™" ile benzer bir metabolizmaya sahiptir. Ca*™
Ilyonu kas kasilmasinda ve aksiyon potansiyeli olusumu i¢in olduk¢a Onemli bir
iyondur. Ca™, iskelet kas1 sarkoplazmik retikulumunda depo edilmis halde bulunur
ve sarkoplazmik retikulumda bulunan riyanodin reseptorleri (RyR) ve inositol
trifosfat reseptorlerinin (IP3R) uyarilmasi ile depo halindeki Ca*" iyonlar1 salinir ve
aksiyon potansiyelinin olusmasi ile kas kasilmasi gerceklesir. Cd agir metali, bu
reseptorlerin uyarilmasina engel olmaktadir ve bdylece Ca’™ iyonu salmimma da
engellemektedir. Boylece kasilma mekanizmasi olumsuz etkilenmektedir [60, 61].

Yapilan caligmalarda Cd’nin, D vitamini mekanizmasin1i bozarak kemik
yapimini da olumsuz etkiledigi gosterilmistir. Boylece D vitamini eksikligine bagh
olarak Ca™ ve P emilimi azalmakta, kemik catis1 zayiflamaktadir. Bu durum da
kemik kirilganliginda artma ve kemiklerde yumusamaya neden olmaktadir [62].

Shepherd ve ark.[14] kadmiyumun arter kaslarina etkileri iizerine yaptiklar
calismada, kurbaga arter kasmnin Cd tarafindan bloke edildigini gostermislerdir.
Yapilan bir baska calismada Cd’nin kedi, sigir ve rat uterus kaslarinda birikmesiyle
birlikte uterus kasilmalarin1 engelledigi goriilmiustiir [15].

Garcia ve ark. [16] kurbaga iskelet kasi lizerinde yaptiklar1 g¢aligmada,
sarkoplazmik retikulumdaki Ca kanallarinin Cd tarafindan bloke edilerek kasilma
mekanizmasinda degisikliklere neden oldugunu tespit etmislerdir.

Ko¢ ve ark. [17] Rat, onikiparmak bagirsak kaslar1 tlizerinde yaptiklar
calismada Cd’nin, Ca’" mekanizmasim olumsuz yonde etkiledigini ve kas
aktivitesini baskiladigin1 rapor etmislerdir. Cd toksisitesi sonucunda kalsiyum
metabolizmasi da olumsuz etkilenmektedir. Cd, bazolateral Ca-ATPaz lar1 inhibe

etmekte ve boylece Ca akis1 azalmaktadir [12].

2.3. TPEN

Agir metaller viicuda girdiginde, viicutla daha fazla etkilesmeden atilmalari
icin agir metal antagonistleri kullanilmaktadir. Bu isleme selasyon terapisi
denmektedir [63]. Selasyon islemi kisaca; minerallerin, aminoasite ve
karbonhidratlarla baglanmasi islemidir [64]. Metal iyonu ile reaksiyona giren
bilesikte iki veya daha fazla donor (verici) ozellige sahip gruplar varsa bu durumda

reaksiyon sonucunda bir veya daha fazla halka meydana gelir. Meydana gelen
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molekiil, selat bilesigi ya da metal selat bilesigi olarak adlandirilir.  TPEN, yagda
eriyen ya da hiicre igine girebilen iki degerlikli katyonlar icin kullanilan bir
selatordiir [65].

TPEN’den ilk kez 1967 yilinda Anderegg ve Wenk tarafindan yapilan bir
kimyasal ¢alismada bahsedilmistir. Ancak daha sonra Arslan ve ark. tarafindan ilk
kez 1985 yilinda biyolojik sistemlerde yapilan ¢alismalarda TPEN’ in hiicre zarindan
gecebilen bir agir metal selatorii oldugu rapor edilmistir [86]. TPEN, gecis
metallerine yliksek afinite ile baglanabilen bir selatordiir. Molekiiler yapisi, alt1 azot
dondr ile hegzadental liganttan olugsmaktadir. Molekiiler formiilii CogHasNg “dir [66]
( Sekil 2). TPEN’ in +2 degerlikli katyonlara yiiksek ilgisi oldugu rapor edilmistir.
Ozellikle TPEN, +2 degerlilki kadmiyum iyonuna daha yiiksek afinite ile
baglanmaktadir [67]. Cd ile birlesen TPEN, Cd’ u bloke ederek Ca*" metabolizmasi
bozukluguna engel olmaktadir. Hiicre i¢ine giren TPEN, Hiicre i¢i Cd miktarinin
azalmasina ve boylece Ca’" akisini artirmasina neden olmaktadir [68]. Ayrica TPEN’

in sarkoplazmik retikulumdan Ca™™ salinimin1 da diizenledigi bilinmektedir [87].
X ‘ S
N ™
é )
|
= | Z

Sekil 2.3. TPEN’in Molekiiler Yapisi [69].
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. DENEY HAYVANLARI

Deneylerde Sasu, Adana Su ve Tarmm Uriinleri ¢iftliginden temin edilen
30-40 gr agirhgindaki, Rana ridibunda (Pallas 1771) cinsi kurbagalar kullanild.
Kurbagalar laboratuarda, igerisinde dinlendirilmis su bulunan akvaryum icinde
adaptasyon saglamalar1 i¢in muhafaza edildi. Akvaryum suyu belirli araliklarla

degistirildi ve sicaklik 25-27 °C arasinda tutuldu.

3.2. DENEY HAYVANLARININ DISEKSIYONU

Kurbagalar kulak arkasindan kesilerek spinal hale getirildi ve olas1 refleksleri
onlemek icin ince bir tel ile vertebral kolona girilerek omurilik ( medulla spinalis)
tahribat1 gerceklestirildi. Daha sonra kurbagalarin sag ve sol arka bacagindaki

gastrokinemius kasi izole edildi. Izole kaslar Ringer ¢dzeltisi igine alind1 ve sonra

organ banyosuna asild1 (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Kurbaga gastrokinemius kasinin izolasyonu ve organ banyosuna yerlesimi.

3.3. AGIR METALLER
Deneylerde etkin madde olarak Cd agir metali kullanilmistir. Ayrica Cd’nin
etki mekanizmasini agiklayabilmek i¢in agir metal antagonisti olan TPEN

kullanilmustir.
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3.4. COZELTILER

Deneylerde kullanilan kadmiyum ¢ozeltileri 100 mg Cd ( CdCI2 in H20)
[109960,Merck 2012] stok kadmiyum kloriir ¢ozeltisinden hazirlandi. Fizyolojik
ortamin saglanmasinda Ringer ¢6zeltisi kullanildi. Ringer ¢ozeltisi NaCl, 111,87
mM; KCI, 2,47 mM; CaCl2, 1,08 mM; NaHCO3, 2,38 mM (Ph= 7,2). Kadmiyuma
antagonist olarak kullanilan TPEN ¢ozeltileri, TPEN(N,N,N’,N’ -tetrakis-2-
Pyridylmethyl ethylenediamine)’ in [616394, Merck 2012] Ringer soliisyonunda

coziilmesiyle elde edildi.

3.5. DENEY GRUPLARININ BELIRLENMESI

Deneyler ii¢ grup halinde yiiriitiildii. Birinci grupta yalnizca kadmiyum, ikinci
grupta yalnizca TPEN ve li¢iincii grupta ise kadmiyumla birlikte TPEN uygulanda.
Deney hayvanlar1 her dozdaki deney i¢in yediserli gruplara ayrildi. Kadmiyumun
doza ve zamana bagh etkilerini belirleyebilmek icin 10, 5x10 ve 10 olmak iizere
organ banyosu ig¢inde ili¢ dozda, 0.,15.,30.,45.,60. dakikalarda olgiimler alindi.
Uygulanan dozlar 6n denemeler sonucunda belirlendi. Sifirincit dakikada alinan
kayitlar Ringer ¢ozeltisi igerisinde alindi ve bu kayitlar her bir kas preparatinda
kontrol degeri olarak kabul edildi. Kontrol kayitlar1 alindiktan sonra organ banyosu
tankina sirasityla kadmiyum ve kadmiyum + TPEN dozlar1 eklendi ve bir saat
boyunca 15.,30.,45.,60. kayitlar alindi. Tiim kayitlar 25+ 2 °C’ de gergeklestirildi.

3.6. ELEKTROFIZYOLOJIK KAYITLAR

Kayitlarda BIOPAC MP 100 kayitlayici sistem kullanildi. Izole kaslarm bir
ucu sabitlenip diger ucu ise izometrik kuvvet transducerine asildi. Her kurbaganin bir
bacagindan AP kaydi alinirken diger bacagindan sars1 kaydi alindi. AP kayitlarinda
her kas Ag/AgCl elektrotlar ile supramaksimal uyar1 siddetinde uyarildi. Aksiyon
potansiyeli kayitlar1 16 bit A/D cevirici ile sayisal sinyallere cevrilerek bilgisayara
aktarildi. Kasilma (sars1) kayitlar1 alinirken ise her kas i¢in uygun On gerim
ayarlandiktan sonra, Ag/AgCl elektrotlar ile uyarildi ve kayit alindi. Elde edilen
kasilma egrileri BIOPAC acknowledge 100 W5.7 analiz programu ile analiz edilerek

genlik (kasilma kuvveti) ile kasilma ve gevseme siireleri dlgiildii.
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Sekil 3.2. Kayitlayici sistem

3.7. KADMIYUM DENEYLERI
3.7.1.Aksiyon Potansiyeli Deneyleri

Kadmiyum stok ¢ozeltisinden (CdCL.H20), 10*M Cd, 5x10™*M Cd, 10°M
Cd olmak tizere Ringer ile {i¢ farkli dozda Cd c¢ozeltileri hazirlandi. Aksiyon
potansiyeli deneyleri ii¢c grup seklinde yiiriitiildii. Her li¢ doz icin yedi preparat
hazirlandi ve AP kayitlar1 alindi. Once 10°M Cd ¢ozeltisi hazirlandi ve strastyla yedi
prepattan 0., 15., 30., 45., 60. dakikalarda kayitlar alindi. 0. dakikada alinan kayitlar
Ringer ¢ozeltisi i¢inde kontrol kaydi olarak alindi. 15., 30., 45., 60. dakika kayitlari
kas 10°M Cd ¢ozetisi icindeyken alndi. Daha sonra bu islemler 5x10™* M Cd ve
10*M Cd ¢ozeltileri igin de aynen tekrarlandi. Boylece her doz igin yedi tane olmak
iizere AP yanitlar1 alindi. Bu deneyler sonucunda kaydedilen her doz i¢in genlik,
siire, area ( alan) ve latans parametreleri 6l¢iildii.

Genlik (mV): Dinlenim membran potansiyeli ile aksiyon potansiyelinin
maksimum degeri arasindaki potansiyel deger.

Siire (ms): Aksiyon potansiyeli baslangicindan membran zar potansiyeline
kadar gecen siire.

Area (alan-mV.ms): Aksiyon potansiyelinin altinda kalan bdlim.

Latans (ms): uyar1 verildikten sonra aksiyon potansiyeli olusumuna kadar

gecen sure.
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3.7.2. Kasilma Kuvveti (Sars1) Deneyleri

Aksiyon potansiyeli deneylerinde oldugu gibi yine {i¢ grup kullanildi. Bu
gruplart da 10°M Cd, 5x10™M Cd, 10*M Cd ¢ozeltileri olusturdu. Her ii¢ dozda
yediser preparata Ag/AgCI elektrotlar yardimi ile uyari verildi ve transduser ile sars1
kayitlar1 elde edildi. Sifinci dakikalar kontrol kayitlari olup kas Ringer
icerisindeyken alindi ve diger siirelerdeki kayitlar her on bes dakikada bir sirasiyla
farkli dozlardaki kadmiyum ¢ozeltileri icindeyken alindi. Kaydedilen her dozun

gruplarindan genlik, kasilma siiresi ve gevseme siiresi parametreleri dl¢iildii.

3.8. KADMIYUM + TPEN DENEYLERI
3.8.1. TPEN Kontrol Grubu Deneyleri

TPEN, deneylerde kadmiyuma antagonist olarak kullanildi. Kas iizerinde
TPEN’in tek basina etkisini gorebilmek igin oncelikle TPEN’in kontrol grubu
olusturuldu. Kontrol grubu i¢in 10*M TPEN ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozelti 100 mg
TPEN ( 616394, Merck 2012)’ in Ringer i¢inde ¢oziilmesi ile olusturuldu. Daha
sonra izole edilen kaslar AP ve sarsi grubu olmak tizere iki grup halinde ¢alisildi.
Yedi adet kurbaganin bir bacagindan AP kaydi alinirken diger bacagindan sars1 kaydi
alindi. Her kayit yine 0., 15., 30., 45., 60. dakikalarda olmak iizere bir saat boyunca
tekrarlandi. Sifirinct dakikalar sadece Ringer icinde alinirken diger siirelerdeki
kayitlar Ringer ile hazirlanmig 10*M TPEN ¢ozeltisi iginde alindi. Daha sonra

kadmiyum deneylerinde oldugu gibi AP ve sars1 parametreleri ol¢iildii.

3.8.2. Aksiyon Potansiyeli Deneyleri

Bu asamada TPEN’ in kadmiyumla birlikte uygulandiginda nasil bir etki
gosterecegini gormek icin 10“M TPEN ¢ozeltisi, 10°M Cd, 5x10*M Cd ve 10™M
Cd ¢ozeltileri ile hazirlandi. Bu asamada da ii¢ farkli grup olusturuldu ( Tablo 1).
Birinci grup; 10*M Cd + 10™*M TPEN, ikinci grup; 5x10*M Cd + 10*M TPEN,
iigiincii grup ise 10°M Cd + 10®M TPEN ile olusturuldu. Her grupta yedi
preparattan alinan kayitlarda AP’ nin genlik, siire, area ve latans parametreleri

sleiildi.
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3.8.3. Kasilma Kuvveti (sars1) Deneyleri

Deneylerin bu asamasinda ise bir 6nceki agsamada oldugu gibi Cd + TPEN
gruplari kullanildi (10*M Cd + 10*M TPEN, 5x10™M Cd + 10*M TPEN, 10°M Cd
+10“M TPEN ). Her grupta yedi preparattan alinan sars1 kayitlarinin genlik, kasilma

siiresi ve gevseme siiresi parametreleri ol¢iildi

3.9. SONUCLARIN ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRMESI

Veriler istatiksel olarak SPSS 11.5 paket programi kullanilarak analiz edildi.
Verilerin normal dagilima uygun olup olmadigi kolmogorov- Smirnov testi ile
kontrol edildi. Olgiimler ayn1 kas iizerinden farkli siirelerde alindigi i¢in Cd ve
TPEN’ in zamana bagl etkileri tekrarlayan Ol¢imlii varyans analizi yontemi
kullanilarak belirlendi. Gruplar arasindaki farki degerlendirmek i¢in ise Tukey ¢oklu

karsilastirma testi kullanidi. Istatistiksel anlamhiligin smir1 p<0,05 olarak kabul

edildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. BULGULAR
4.1.1. Kadmiyumlu Ortamda Yapilan Aksiyon Potansiyeli Deneyleri

Aksiyon potansiyeli deneylerinde; Cd’nin {li¢ farkli dozunun (10‘3M Cd,
5x10™“M Cd, 10™*M Cd) genlik, siire, alan ve latans parametreleri tizerine etkileri
arastirilmistir. Yapilan her ol¢iimde 0. dakika Ringer Cozeltisi i¢inde alindig1 i¢in
kontrol olarak kabul edilmistir. Degerler ortalama + standart sapma seklinde ifade

edilmistir.

4.1.1.1. 10 M Kadmiyumun Aksiyon Potansiyeli Parametreleri Uzerine Etkisi

Genlik; 0. dakikada alman ilk kasilma kaydindan sonra 10° M Cd
uygulanmis ve 15., 30., 45., 60. dakika kayitlar1 alinmistir. Yapilan zamansal
Ol¢iimlerde genligin %23 azaldig1 gorilmistiir (Sekil 4.1). Buradaki azalig
istatistiksel a¢idan anlamli bulunmustur. Zamanlar arasi karsilastirma yapildiginda
ise 15. ve 30. dakikalar arasindaki azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gorilmiistir ( p< 0,05, n=7).

Stire; AP siire Olctimleri 0. dakika ile karsilagtirildiginda 15., 30., 45., 60.
dakikalarda siirenin uzadigi goriilmiistiir. 60. dakikada 0.dakikaya gore siire %7
uzamistir (Sekil 4.2). Olgiimler 0. dakika ile karsilastirildiginda siiredeki artigin
anlamli oldugu goriilmustiir( p< 0,001, n=7). Zamansal Ol¢timler kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise 15. ve 30. dakikalar arasindaki artis anlamli bulunmustur
(p< 0,05, n=7).

Alan; 15., 30., 45., 60. dakikalarda yapilan alan olgtimleri 0.dakika ile
karsilastirildiginda 10°M Cd’nin alam kiiciilttigli goriilmiistiir. 60. Dakikada alan,
kontrole gore %16 azalmistir (Sekil 4.3). Zamansal Olgiimler kontrol ile
karsilastirildiginda alandaki  kiigiilmenin istatistiksel ac¢idan anlamli oldugu
gorilmistiir (p<0,001, n=7). Kendi aralarinda yapilan karsilastirmada ise istatistiksel
anlamlilik bulunmamustir.

Latans; AP latanst zaman baghh olarak 0. dakikadaki Ol¢limlerle
karsilagtirildiginda, 15., 30., 45., 60. dakikalarda anlamli bir sekilde artis oldugu
goriilmistiir (p<0,01, n=7). 60. dakikada, 0. dakikaya gore latans %7 artmistir (Sekil

4.4). Zamansal olgiimlerin kendi aralarinda yapilan karsilastirmada ise 15. ile 30.

19



Aslan,0.2012. Kadmiyumun ve Agwr Metal Antagonisti Olan TPEN(N,N,N,N_-tetrakis 2-pridime;i| —etilendiamin )’in  Ova
Kurbagas: (Rana ridibunda) Iskelet Kasi Uyarilma-Kasilma Aktivitesi Uzerine Etkilerinin Incelenmesi, Yiiksek — Lisans
Tezi,Mersin Universitesi

dakikalar ve 30. ile 45. dakikalar arasindaki artis istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p< 0,05).

4.1.1.2.5x10* M Kadmiyumun Aksiyon Potansiyeli Parametreleri Uzerine Etkisi

Genlik; ilk kasilma kaydi (0. dakika) ile birlikte 5x10* M Cd uygulamast ile
aliman aksiyon potansiyeli kayitlarindan 15., 30., 45., ve 60. dakikalarda genlik
degerleri Olclilmiistiir. Bu degerler 0. dakikadaki oOlgiimlerle karsilastirildiginda
genlikte istatistiksel agidan anlamli bir azalis oldugu gorilmiistiir. (p< 0,05, n=7).
60. dakikada, 0. dakikaya gore genlikte %19 diisiis meydana gelmistir (Sekil 4.1).
Zamansal Olgtimlerin kendi aralarinda yapilan degerlendirmesinde istatistiksel
anlamlilik goriilmemistir.

Siire; 5x10* M Cd uygulamast ile alinan aksiyon potansiyeli kayitlarindan
0.,15., 30., 45., ve 60. dakikalardaki siire Ol¢iimlerinde artis oldugu gorilmistiir
(Sekil 4.2). Zamansal ol¢iimler 0. dakika ile karsilastirildiginda artisin anlaml
oldugu goriilmiistiir (p< 0,05, n=7).

Alan; 5x10% M Cd AP alanini zamana bagh olarak 15., 30.,dakikalarda
azaltmis; 45., ve 60. dakikalarda yeniden artirmistir (Sekil 4.3). 0. Dakika ile yapilan
zamansan karsilagtirmalarda aralarindaki farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu
gorilmiistlir. Zamansal 6l¢iimler kendi aralarinda karsilagtirildiginda ise 30. ve 45.
dakikalar arasindaki artisin anlamli oldugu goriilmiistiir (p< 0,05, n=7).

Latans; AP latanst zaman baglh olarak 0. dakikadaki Ol¢limlerle
karsilastirildiginda, 15., 30., 45., 60. dakikalarda artis goriilmiistiir. Ancak degerlerin
hem kontrol kaydi ile hem de kendi aralarinda yapilan karsilastirmalarda anlamli bir

fark goriilmemistir.

4.1.1.3. 10" M Kadmiyumun Aksiyon Potansiyeli Parametreleri Uzerine Etkisi
Genlik; 0. dakika sadece Ringer ¢ozeltisi i¢inde, kontrol olmak suretiyle 15.,
30., 45., ve 60. dakikalarda ise kasa 10 M Cd iceren Ringer uygulamasi sonrasinda
alman kayitlardaki aksiyon potansiyeli degiskenlerinden genlik degerleri
Ol¢iilmiistiir. Ek 1.’de goriildiigl gibi, AP genligi 6l¢timleri 0. dakikadaki 6l¢iimlerle

karsilastirildiginda genlikte anlamli bir azalma oldugu goriilmistir (p< 0,001, n=7).
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10*M Cd AP genligini 60. dakikada 0.dakikaya gore % 10 diistirmiistiir (Sekil 4.1).
Zamanlar arasi karsilastirmada istatistiksel bir anlamlilik goriilmemistir.

Stire; AP siire Olctimleri 0. dakika ile karsilastirildiginda 15., 30., 45., 60.
dakikalarda artmistir (Sekil 4.2). Ancak 0. ve 15. dakika ile 0. ve 30. dakika
Olgtimleri arasinda anlamli bir artis oldugu goriilmistiir (p<0,05, n=7). Zamansal
Olciimler kendi aralarinda karsilastirildiginda ise azalis anlamli bulunmamastir.

Alan; 10*M Cd AP alanini zamana bagli olarak 15., 30., 45., 60. dakikalarda
azaltmistir. Bu azalis 0. dakika ile 60. dakika arasinda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p <0,05, n=7). 10* M Cd AP alammi 60. dakikada 0.dakikaya gore
%10 kicglltmiistiir  (Sekil 4.3). Zamansal Ol¢limler kendi aralarinda
karsilastirildiginda istatistiksel anlamlilik goriilmemistir.

Latans; AP latansi zaman bagli olarak 0. dakikadaki ol¢timlerle
karsilastirildiginda, 15., 30., 45., 60. dakikalarda artis goriilmiistiir (Sekil 4.4).
Burada 0. ve 15. dakika Olglimleri arasindaki artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p< 0,05, n=7). 10* M Cd AP latansinda %8’lik bir artisa neden

olmustur.

4.1.2. 10*M TPEN Kontrol Grubu Aksiyon Potansiyeli Deneyleri
Bu grupta kasa 10* M TPEN uygulamasi ile TPEN’ in tek basina AP

parametreleri lizerindeki etkileri arastirilmistir.

4.1.2.1. 10" M TPEN’in Aksiyon Potansiyeli Parametreleri Uzerine Etkisi

Genlik; ilk kayit kas Ringer i¢inde iken, sonraki kayitlar ise kas 10* M TPEN
icindeyken alinmistir. 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan aksiyon potansiyeli
kayitlarindan yapilan genlik Ol¢timleri 0. Dakika Olgiimleri ile karsilagtirildiginda
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

Stire; 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan aksiyon potansiyeli kayitlarindan
yapilan siire 6l¢iimlerinin 0. dakika ile ve kendi aralarinda yapilan karsilastirmada
istatistiksel anlamlilik goriilmemistir.

Alan; 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan aksiyon potansiyeli kayitlarindan
yapilan alan Ol¢timlerinin 0. dakika ile ve kendi aralarinda yapilan karsilastirmada

istatistiksel anlamlilik goriilmemistir.
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Latans; 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan aksiyon potansiyeli kayitlarindan
yapilan latans dlgtimlerinin 0. dakika ile ve kendi aralarinda yapilan karsilagtirmada

istatistiksel anlamlilik goriilmemistir.

4.1.3. Kadmiyum ve TPEN Iceren Ortamda Yapilan Aksiyon Potansiyeli Deneyleri
Bu asamada TPEN’in Cd fizerindeki etkisini gorebilmek icin ii¢ farkl

dozdaki Cd grubu (10 M Cd, 5x10™ M Cd, 10* M Cd), ayr1 ayr1 10 * M TPEN ile

birlikte uygulanmis ve her 15 dakikada bir alinan AP kayitlarindan genlik, siire, alan

ve latans 6l¢timleri degerlendirilmistir.

4.1.3.1. 10° M Cd+ 10* M TPEN’in Aksiyon Potansiyeli Parametreleri Uzerine
Etkisi

Genlik; 0. dakika AP kayd: sadece Ringer’li ortamda, sonraki kayitlar 10> M
Cd+ TPEN’ 1i ortamda alinmak suretiyle 0., 15., 30., 45. ve 60. dakikalarda alinan
aksiyon potansiyeli kayitlarindan yapilan genlik Slgiimlerinin karsilastirilmasinda
genligin kontrole gore anlamli bir sekilde azaldigi goriilmiistir (p< 0,001, n=7).
60. dakikada genlik, 0. dakikaya gore %20 azalmistir (Sekil 4.1). Zamanlar arasi
karsilastirma yapildiginda ise 15. ve 30. dakika Olgiimleri arasindaki azaligin anlamli
oldugu goriilmiistiir (p< 0,05).

Stire; AP siire olgiimleri 0. dakika ile karsilastirildiginda 15., 30., 45., 60.
dakikalarda artmistir. 60. Dakikada siire, kontrole gore %7 artmistir (Sekil 4.2). AP
stiresindeki bu uzama istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001, n=7).
Zamansal Olgimler kendi aralarinda karilagtirildiginda anlamli  bir  fark
goriilmemistir.

Alan; 0., 15., 30., 45. ve 60. dakikalarda alinan aksiyon potansiyeli
kayitlarindan yapilan alan 6lglimlerinde kontrole gore kiiciilme oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.3). Alandaki bu kiigiilme istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p< 0,05,
n=7). Zamansal olotimlerin kendi aralarinda yapilan karsilastirmasinda anlamli bir
fark goriilmemistir.

Latans; AP latansi zaman bagh olarak 0. dakikadaki ol¢timlerle
karsilagtirildiginda, 15., 30., 45., 60. dakikalarda artis goriilmiistiir (Sekil 4.4).

Zamansal Ol¢limler kontrol ile karsilastirildiginda latans artisinin anlamli oldugu
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goriilmiistiir. (p< 0,05, n=7). Zamansal 6l¢timler kendi aralarinda karsilastirildiginda

anlamli bir fark goriilmemistir.

4.1.3.2. 5x10* M Cd+ 10-4M TPEN’in Aksiyon Potansiyeli Parametreleri Uzerine
Etkisi

Genlik; ilk aksiyon potansiyeli kayd: sadece Ringer’li ortamda, sonraki
kayitlar 5x10* M Cd + TPEN’ li ortamda alinmak suretiyle 0., 15., 30., 45. ve 60.
dakikalarda aliman aksiyon potansiyeli kayitlarindan yapilan genlik 6lgiimlerinde
kontrole gore azalis oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1). Zamansal dl¢iimler 0. dakika ile
karsilastirildiginda 60. dakikada, genlikteki %20’lik azalis istatistiksel agidan anlamli
bulunmustur (p< 0,05, n=7). Kendi aralarinda yapilan karsilastirmada ise anlamli bir
fark goriilmemistir.

Stire; AP siire Olctimleri 0. dakika ile karsilastirildiginda 15., 30., 45., 60.
dakikalarda artmistir (Sekil 4.2). Olgiimler 0.dakika Sl¢iimii ile karsilastirildiginda
aralarindaki artigin istatistiksel a¢idan anlamli oldugu goriilmiistir ( p< 0,05, n=7).
Kendi aralarinda yapilan karsilagtirmalarda anlamli bir fark olmadig: goriilmiistiir.

Alan; 0., 15., 30., 45. ve 60. dakikalarda alinan aksiyon potansiyeli
kayitlarindan yapilan alan dlglimlerinde kontrole gore alanin anlamli bir sekilde
kiigtildiigi gortlmustiir (p<0,05, n=7). 60. dakikada, 0. dakikaya goére alan %23
kiiciilmiistiir  (Sekil 4.3). Zamansal o6l¢limlerin  kendi aralarinda yapilan
karsilastirmada istatistiksel anlamlilik goriilmemistir.

Latans; AP latansi zaman bagh olarak 0. dakikadaki oOl¢timlerle
karsilastirildiginda, 15., 30., 45., 60. dakikalarda artis goriilmiistiir (Sekil 4.4).
Olgiimlerin kendi aralarinda ve kontrol &lgiimii ile karsilastirilmas1 sonucunda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir.

4.1.3.3. 10* M Cd+ 10*M TPEN’in Aksiyon Potansiyeli Parametreleri Uzerine
Etkisi

Genlik; Sadece Ringer Cozeltisi iginde alinmig olan 0. dakika ile birlikte Cd
ve TPEN uygulamasi ile alinan 15., 30., 45., 60. dakikalarda Ol¢timler alinmistir.
Zamansal dlgiimlerde azalis oldugu goriilmiistiir ancak 6l¢timler, kendi aralarinda ve

0. dakika ol¢timii ile karsilastirildiginda istatistiksel bir anlamlilik gériilmemistir.
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Siire; 15., 30., 45. ve 60. dakikalarda alinan aksiyon potansiyeli kayitlarindan
yapilan silire Olciimlerinde 0. dakikaya gore azalis goriilmiistir. Yapilan
karsilagtirmalarda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

Alan; 15., 30., 45. ve 60. dakikalarda alinan aksiyon potansiyeli kayitlarindan
yapilan alan Ol¢limlerinde 0. dakikaya gore anlamli bir farklilik olmadigi
gorilmistir.

Latans; 0., 15., 30., 45. ve 60. dakikalarda alinan aksiyon potansiyeli
kayitlarindan yapilan latans Olgtimlerinin hem kontrol grubu ile hem de kendi

aralarinda yapilan karsilagtirmalarda anlamli bir fark olmadig: goriilmiistiir.

105
100
-
g 95
% 90 ——10-4M Cd
) == 5X10-4M Cd
:1' &5
< == 10-3M Cd
< 80
E == 1 0-4M Cd+ 10-4M TPEN
=
= 75 == 5X10-4M Cd+ 10-4M TPEN
5 70 =0=10-3M Cd+ 10-4M TPEN
65 TPEN Kontrol
60
0 15 30 45 60
Zaman ( Dakika)

Sekil 4.1. Farkli dozlarda kadmiyumun tek basina ve TPEN ile kombinasyon halinde
Rana ridibunda gastrokinemius kasi asksiyon potansiyeli genligi iizerine doza ve
zamana bagl etkilesimi; Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4.2. Farkli dozlarda kadmiyumun tek basina ve TPEN ile kombinasyon halinde
Rana ridibunda gastrokinemius kasi aksiyon potansiyeli siiresi iizerine doza ve
zamana bagli etkilesimi; Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4.3. Farkli dozlarda kadmiyumun tek basina ve TPEN ile kombinasyon halinde
Rana ridibunda gastrokinemius kasi aksiyon potansiyeli alani iizerine doza ve
zamana bagl etkilesimi; Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4.4. Farkli dozlarda kadmiyumun tek basina ve TPEN ile kombinasyon halinde
Rana ridibunda gastrokinemius kasi asksiyon potansiyeli latansi iizerine doza ve
zamana bagl etkilesimi; Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

4.1.4. Kadmiyumlu Ortamda Yapilan Sars1 Deneyleri

Sars1 deneylerinde kastan elde edilen kasilma yanitindan genlik, kasilma
sliresi gevseme siiresi ve toplam siire olmak iizere dort parametre Ol¢lilmiistiir.
Aksiyon potansiyeli deneylerinde oldugu gibi her parametre li¢ farkli doz icin
degerlendirilmistir. Ringer Cozeltisi i¢inde alinan 0. dakika kayitlar1 kontrol olarak

kabul edilmistir.

4.1.4.1.10° M Kadmiyumun Sars1 Parametreleri Uzerine Etkisi

Genlik; Diger dozlarda oldugu gibi 0. dakika kontrol olmak iizere 15., 30.,
45., 60. dakikalarda 10° M Cd uygulamast ile alinan kayitlardan 6lgiilen genliklerde
azalis gorlilmiistiir. 60. dakika sonunda 10° M Cd, sars genligini kontrole gore %49
distirmiustiir (Sekil 4.5). Buradaki azalis istatistiksel acidan anlamli bulunmustur.
Zamansal Olgiimler kendi aralarinda karsilastirildiginda da aralarindaki azalig
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05, n=7).

Kasilma Siiresi; 15., 30., 45., 60. dakikalarda yapilan 6lgiimlerin 0. dakika ile

karsilastirilmas1 sonucunda kasilma siirelerinin azaldigi goriilmiistiir (Sekil 4.7).
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Olgiimler kontrol 6l¢iimiiyle ve kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel
anlamlilik olmadigi goriilmustiir.

Gevseme Stiresi; 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan gevseme siiresi
Ol¢iimlerinin 0. dakika Ol¢iimi ile karsilastirilmasi sonucunda 0. ve 15. dakika
arasindaki azalisin istatistiksel agidan anlamli oldugu goriilmiistiir (p< 0,05, n=7).

Toplam Siire; 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan toplam sars1 siiresi
Olctimlerinin 0. dakika 6l¢iimii ile karsilagtirilmasi sonucunda sarst siiresinin uzadigi
goriilmistiir (Sekil 4.6). Buradaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmugtur
(p< 0,05, n=7). Zamansal Ol¢timler aras1 karsilastirmalarda istatistiksel anlamlilik

goriilmemistir

4.1.4.2.5x10* M Kadmiyumun Sars1 Parametreleri Uzerine Etkisi

Genlik; 15., 30., 45., 60. dakikalarda yapilan genlik Sl¢iimlerinin 0. dakika
Olciimii ile karsilastirilmasinda genligin azaldigi goriilmistiir. 60. dakika sonunda
5%x10* M Cd, sarsi genligini kontrole gore %17 azaltmustir (Sekil 4.5). Buradaki
azalis istatistiksel agidan anlamli bulunmustur ( p<0,05). Olgiimler hem 0. dakika
degeri ile hem de kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriilmistiir ( p< 0,05, n=7).

Kasilma Siiresi; 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan kayitlardan yapilan
kasilma siiresi Ol¢iimlerinde kasilma siiresinin kontrole gore kisaldigi goriilmiistiir
(Sekil 4.7). Zamansal o6l¢iimlerin 0. dakika 6l¢iimi ile karsilastirilmasinda 0. ve 15.
fle 0. ve 30. dakikalar arasindaki azalis istatistiksel agidan anlaml1 bulunmustur (p<
0,05, n=7). Olgiimler kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak alamli
bir fark goriilmemistir.

Gevseme Siiresi; 15., 30., 45., 60. dakikalarda yapilan Sl¢iimler 0. dakika
Ol¢iimii ile karsilastirildiginda gevseme siiresinin uzadigr gortilmistiir (Sekil 4.8)
ancak Olctimlerin 0. dakika ile ve kendi aralarinda karsilastirilmasi sonucunda
istatistiksel olarak anlaml bir fark gériilmemistir.

Toplam Siire; Zamansal 6lgiimlerin 0. dakika ile karsilagtirilmasi sonucunda
5%x10 * M Cd’nin toplam sars1 siiresini arttirdigi goriilmiistiir (Sekil 4.6). 0., 15., 30.,

45., 60. dakikalarda alinan kayitlardan yapilan gevseme siiresi Gl¢iimlerinin kendi
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aralarinda yapilan karsilastirmasinda 30. ve 45. dakikalar arasindaki artisin anlamh

oldugu goriilmiistiir (p< 0,05, n=7).

41.43.10*M Kadmiyumun Sars1 Parametreleri Uzerine Etkisi

Genlik; 0. dakikadaki kayit, kas sadece Ringer i¢cindeyken alinmis sonra 15.,
30., 45., 60. dakika kayitlari kas 10* M Cd iceren Ringer i¢inde alinmustir.
Zamansal Olgiimlerin 0. dakika Ol¢imii ile karsilastirilmasinda, sarsi genliginde
istatistiksel acidan anlamli bir azalis oldugu goriilmiistiir (p< 0,001). 10 “* M Cd,
sars1 genligini 60. dakikada kontrole gore %26 azaltmistir (Sekil 4.5). Zamansal
Olciimler kendi aralarinda karsilastirildiklarinda aralarindaki  azalis anlamli
bulunmustur (p <0,05).

Kasilma siiresi; 15., 30., 45., 60. dakikalarda yapilan Sl¢iimlerin 0. dakika
Olciimii ile karsilastirilmasinda ilk 15 dakikada kasilma siiresinin arttigi sonraki
zaman dilimlerinde azaldigi goriilmistiir. Zamansal oOlglimler 0. dakika ile
karsilastirildiginda kasilma siiresindeki uzamanin anlamli oldugu goriilmistiir (Sekil
4.7). Olgiimler kendi aralarinda karsilastirildiklarinda ise 15. ve 30. dakikalardaki
Olgtimler arasindaki artigin istatistiksel agidan anlamli oldugu gorilmiistiir ( p< 0,05).

Gevseme siiresi; Gevseme siiresinde yapilan zamansal Olgtiimlerin kendi
aralarinda ve 0. dakika ile yapilan karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriilmemistir.

Toplam siire; 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan kayitlardan yapilan toplam
stire Ol¢iimlerinin, 0. dakika ve kendi aralarinda yapilan karsilastirmalarda anlamli

bir fark goriilmemistir.

4.1.5. 10*M TPEN Kontrol Grubu Sars1 Deneyleri

Bu grupta 10"M TPEN’in tek basina sarsi parametreleri ilizerine etkileri
arastirilmastir.
4.1.5.1. 10*M TPEN’in Sarsi Parametreleri iizerine etkileri

Genlik; 0. dakikadaki kayit, kas sadece Ringer i¢indeyken alinmig sonra 15.,
30., 45., 60. dakika kayitlar1 kas 10* M TPEN igeren Ringer i¢inde alinmustir.

Zamansal Olclimlerin 0. dakika Ol¢imii ile ve kendi aralarinda yapilan
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karsilastirmada sarst genliginde istatistiksel acidan anlamli bir azalis oldugu
goriilmistiir (p<0,05).

Kasilma Siiresi; 15., 30., 45., 60. dakikalarda yapilan kasilma siiresi
Olctimleri, 0. dakika Sl¢iimii ile karsilastirildiginda istatistiksel agcidan anlamli bir
azalis oldugu gortilmistiir (p<0,05).

Gevseme Siiresi; Zamansal Olglimler 0. dakika ile karsilastirildiginda
gevseme siiresinde artis gorlilmiistiir ve bu artig istatistiksel agidan anlamli
bulunmustur (Sekil 4.8). Olgiimler kendi aralarinda karsilastirildiginda ise 15. ve 30.
dakika arasindaki artig anlamli bulunmustur (p<0,05).

Toplam Siire; 15., 30., 45., 60. dakikalarda yapilan toplam siire 6l¢iimlerinin
kendi aralarinda ve 0. dakika Olgiimi ile karsilastirilmasi sonucunda istatistiksel

anlamlilik bulunmamuistir.

4.1.6. Kadmiyum ve TPEN igeren Ortamda Yapilan Sars1 Deneyleri
4.1.6.1. 10°M Cd + 10*M TPEN’in Sarsi Parametreleri Uzerine Etkisi

Genlik; ilk sars1 kaydi kas, Ringer Cozeltisi i¢indeyken alinmis ve daha
sonraki kayitlar kas, 10°M Cd + 10“M TPEN cozeltisi i¢indeyken alinmistir.
Boylece 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan sars1 genliklerinin dl¢timleri 0. dakika
Olctimii ile karsilastirildiginda genligin distiigii goriilmiistiir. 60. dakika sonunda
genlik, kontrole gore %21 azalmistir (Sekil 4.5). Zamansal 6l¢timler kendi aralarinda
ve 0. dakika Slgiimleri ile karsilastirildiginda aralarindaki azalisin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmistiir (p< 0,05, n=7).

Kasilma Siiresi; 0., 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan sars1 kayitlarindan
yapilan kasilma siiresi olgtimlerinin hem kendi aralarinda hem de 0. dakika ile
yapilan karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli bir fark gdriilmemistir.

Gevseme Siiresi; 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan sarsit kayitlarindan
yapilan gevseme siiresi 0l¢limlerinin 0. dakika 6l¢iimii ile karsilastirilmasi sonucunda
istatistiksel anlamlilik gériilmemistir.

Toplam Siire; 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan sars1 kayitlarindan yapilan
toplam siire Ol¢limlerinin 0. dakika 6l¢iimii ile karsilastirilmasi sonucunda toplam

sars1 siiresinin azaldig goriilmiistiir (Sekil 4.6). Bu azalis istatistiksel agidan anlamli
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bulunmustur. Kendi aralarinda yapilan karsilastirmada ise 15. ve 30. dakikalar

arasindaki azaligin anlamli oldugu goriilmiistiir (p< 0,05, n=7)

4.1.6.2.5x10* M Cd + TPEN’in Sars1 Parametreleri Uzerine Etkisi

Genlik; ilk sars1 kaydi kas, Ringer Cozeltisi igindeyken daha sonraki kayitlar
da kas, 5x10* M Cd + 10™M TPEN ¢ozeltisi i¢indeyken alimmustir. 15., 30., 45., 60.
dakikalarda alinan sars1 kayitlarindan yapilan genlik dl¢timlerinin 0. dakika Sl¢iimii
ile karsilagtirllmasi sonucunda genligin anlamli bir sekilde azaldigi goriilmiistiir
(p<0,05). 60. Dakika sonunda genlik kontrole gore %19 azalmistir (Sekil 4.5).
Zamansal Ol¢timler kendi aralarinda karsilastirildiginda ise 15. ve 30. dakikalar ile
30. ve 45. dakikalardaki Olgiimler arasindaki azalis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p< 0,05, n=7).

Kasilma Siiresi; 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan sars1 kayitlarindan
yapilan kasilma siiresi Ol¢timlerinin 0. dakikayla ve kendi aralarinda yapilan
karsilastirma sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

Gevseme siiresi; 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan sars1 kayitlarindan
yapilan gevseme siiresi Olglimlerinin 0. dakika dl¢limii ile karsilastirilmasi sonunda
stirenin kisaldig1 goriilmiistiir ancak burada istatistiksel bir anlamlilik bulunmamustir.

Toplam Siire; ; 0., 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan sars1 kayitlarindan
yapilan toplam siire 6l¢iimlerinin hem kendi aralarinda hem de 0. dakika ile yapilan

karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriillmemistir.

4.1.6.3.10* M Cd + 10™* M TPEN’in Sarsi Parametreleri Uzerine Etkisi

Genlik; 1lk sars1 kaydi kas, Ringer Cozeltisi igindeyken; sonraki kayitlar da
kas,10* M Cd + 10* M TPEN ¢ozeltisi i¢indeyken almmustir. 15., 30., 45., 60.
dakikalarda alinan sars1 kayitlarindan yapilan genlik 6l¢iimleri 0. dakika dl¢timii ile
karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli bir azalis oldugu gorilmiistiir (Sekil
4.5). Zamansal Olgimlerin de kendi aralarinda karsilastirilmasi  sonucumda
aralarindaki azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p< 0,05, n=7).

Kasilma Siiresi; 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan sarsi kayitlarindan
yapilan kasilma siiresi Olgtimleri 0. dakika Slgiimii ile karsilastirildiginda kasilma

siiresinin kisaldig1 ve buradaki azalisin anlamli oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.6).
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Zamansal Ol¢timler kendi aralarinda karsilastirildiginda ise 15. ve 30. dakikalardaki
azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p< 0,05, n=7).
Gevseme Siiresi; Zamansal dl¢timler ayr1 ayri 0. dakika 6l¢iimiiyle ve kendi
aralarinda karsilagtirildiktan sonra istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.
Toplam Siire; 15., 30., 45., 60. dakikalarda alinan kayitlardan yapilan toplam
stire dlgimlerinin, 0. dakika ve kendi aralarinda yapilan karsilagtirmalarda anlamli

bir fark goriilmemistir.
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Sekil 4.5. Farkli dozlarda kadmiyumun tek basma ve TPEN ile kombinasyon
halinde Rana ridibunda gastrokinemius kasi sars1 genligi lizerine doza ve zamana

bagl etkilesimi; Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4.6. Farkli dozlarda kadmiyumun tek basina ve TPEN ile kombinasyon halinde
Rana ridibunda gastrokinemius kasi toplam sarsi siiresi iizerine doza ve zamana
bagl etkilesimi; Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4.7. Farkli dozlarda kadmiyumun tek basina ve TPEN ile kombinasyon halinde
Rana ridibunda gastrokinemius kasi sarsi kasilma siiresi lizerine doza ve zamana
bagl etkilesimi; Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4.8. Farkli dozlarda kadmiyumun tek basina ve TPEN ile kombinasyon halinde
Rana ridibunda gastrokinemius kasi gevseme siiresi lizerine doza ve zamana bagh
etkilesimi; Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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4.2. TARTISMA

Bu calismada, farkli doz ve siirelerde bir agir metal olan kadmiyumun ve agir
metal antagonisti olan TPEN’in Rana ridibunda gastrokinemius kas1 (iskelet kasi)
aksiyon potansiyeli ve sarsi parametreleri iizerine etkileri incelenmistir. Izole
kurbaga gastrokinemius ¢izgili kasina Cd uygulamasi ile alinan kayitlarin, kontrol
gruplar ile karsilastirilmasi sonucunda aksiyon potansiyeli ve sarsi parametrelerini
etkiledigi goriilmiistiir. Ozellikle aksiyon potansiyeli ve sars1 genliklerinde doza ve
zamana bagl olarak azalan yanitlar elde edilmistir. Iskelet kasmnin kasilmasi igin bir
dizi molekiiler mekanizma bulunmaktadir [19, 20, 21] ve bu calismada Cd’un
kasilma kuvveti iizerine etkisinin bu mekanizmanin hangi asamasinda ortaya
cikabilecegi yorumlanmaya c¢alisilmistir. Cd’nin etkisini ortadan kaldirabilmek ve
etki mekanizmasinin Ca kanallar1 aracilifiyla olup olmadigini anlamak i¢in, Ca
kanallarina etki edebilen bir agir metal antagonisti olan TPEN kullanilmistir ve
TPEN’ in bu konuda bloke edici etkisi oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu
antagonistin tek basina kasilma tizerine etkisi olup olmadig1 da arastirilmistir.

Cd’nin 10°M, 5x10™ M ve 10 M’lik dozlarinin zamana bagli olarak aksiyon
potansiyeli genligini diisiirdiigli, alan1 kiigiilttiigii, latans ve kasilma siirelerini
uzattig1 goriilmiistiir. Sars1 parametrelerinde ise; sarst genligini azalttigi, kasilma ve
gevseme siirelerini artirdigi goriilmiistiir. Her iic dozun bu etkileri genellikle
uygulamanin 15. dakikasindan itibaren ortaya ¢ikmistir. Cd’nin 10°M, 5x10*M ve
10*M’lik dozlarmm ayr1 ayr1 10* M TPEN ile birlikte uygulanmasi sonucunda,
TPEN’in 10*M Cd iizerine engelleyici bir etkisi oldugu tespit edilmistir. Burada,
TPEN Cd’nin inhibe edici etkisini ortadan kaldirmistir. TPEN, diger dozlarla birlikte
uygulandiginda Cd’nin inhibisyon etkisini engelleyememis fakat kontrol degerlerine
daha yakin degerler elde edilmistir. Buradan yola ¢ikilarak 10“M TPEN, calisilan en
diisik doz olan 10*M Cd iizerinde antagonistik etkiyi gosterdigi icin uygulanan Cd
dozuna bagli olarak TPEN’in de dozunun artirilmasi gerektigi sonucuna ulasilmistir.
Literatiirde Cd’un TPEN ile birlikte kurbaga iskelet kas1 aksiyon potansiyeli ve sarsi
parametreleri lizerine etkileri ile ilgili bir calismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle
bulgulart dogrudan karsilastirma olanagi olmamastir.

Garcia ve ark. Rana montezumae’ den izole edilen iskelet kasi iizerinde

voltaj- klamp teknigi ile kadmiyumun etkilerini arastirmiglardir. ImM Cd ile yapilan
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deneylerde aksiyon potansiyeli lizerinde geri doniisiimlii etkisini gostermislerdir. Cd,
Ca kanallarimin DHPR bélgelerine baglanarak bu kismi bloke etmis bu da Ca®™
saliimini olumsuz etkilemistir. Bu ¢alismadaki Cd’ yi iskelet kasi iizerine etkisi tez
calismasinda elde edilen sonuglarla ortiismektedir [ 16].

Kara ve ark. in vitro kosullarda rat, sigir ve kedi uteruslarinda oksitosinle
kasilma gergeklestirdikten sonra 0,01 mM Cd uygulamis ve kasilma amplitiidii ile
frekansinin  azaldigint  gostermiglerdir. Kadmiyumun hiicre i¢i  uyarilma
mekanizmalarim1 bozdugu ya da miyometriyumdaki Ca kanallarini bloke ettigi
kanisina varmiglardir [15] . Benzer sekilde Francini ve ark. rat iskelet kasinda voltaj
klamp teknigi ile yaptiklart c¢alismada Cd’un Ca kanallarim1 bloke ettigini
gostermislerdir [71]. Dulhunty ve ark. ise rat soleus kasi ile yaptiklar1 ¢aligmada
3mM Cd’un aksiyon potansiyeli ampliitiidiinii diislirdiiglinti bildirmislerdir [72].

Bagka bir calismada Wang ve ark. farelere oral yolla 25 ppm kadmiyum
verilmesi sonucunda, kadmiyumun bagirsaklardan Ca™" emilimini azalttig, Ca™" i¢
dengesinin bozulmas1 sonucunda kemikten Ca*" ayrilmas1 meydana geldigi boylece
kemiklerde zayiflama oldugunu gostermislerdir [73]. Onceki ¢alismalarda Cd’un
Ca-ATPaz aktivitesini etkileyebilecegini gosterilmektedir [74]. Bu calismadaki Cd
etkisi ile azalan Ca akist Ca- ATPaz larin inhibe olmus olabilecegi seklinde
agiklanabilir.

Diger bir ¢alismada Mould ve ark. 10mM Cd’ nin si¢an soleus kasi kasilma
mekanizmasindaki etkilerini incelemis ve kasilma miktarini artirdigini rapor etmistir.
Bu sonug tez ¢alismasindaki bulgularla farklilik gdstermektedir. Bu durum yiiksek
dozdaki Cd’ nin sarkoplazmik retikulum Ca-ATP az pompasini inhibe ettigi boylece
hiicre i¢i Ca' miktarmi artirdigi, dolayisiyle kasilmada da artisa neden oldugu
seklinde yorumlanmistir. Bu durumu agiklamak i¢in kasa nifedipin ile muamele
edilmis bunun sonucunda kasilmanin yeniden azaldigi goriilmiistiir [75]. Sigan
diyaframinda yapilan baska bir ¢aligmada ise 0,25mM Ca™" iceren ortama 0,1mM Cd
eklenmesi ile Cd’ ye bagli spontan kasilmalar gelistigi gosterilmistir. Bu durumun
Cd’nin hiicre membraninda depolarizasyona neden oldugu bdylece aksiyon
potansiyeli frekansinin yiikseldigi rapor edilmistir [76]. Cd’nin kasilmay1 artirict
etkisinin ekstraseliiler Ca*" ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Bu sonuglarin sunulan

tez ¢alismasindaki sonuglarla farklilik gostermesi de ekstraseliiler Ca™ miktar ile
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iliskilidir. Hiicre i¢indeki Ca™" miktar1 az oldugu durumlarda diisiik dozlardaki Cd
kasilmay1 artirmaktadir, ¢iinkii bu durumlarda Cd, Ca™" gibi davranmaktadir. Yap:
benzerliginden dolayr Cd’un Ca’u taklit ettigi, ayrica Cd’un Ca a gore daha yavas
hareket ettigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [11]. Dolayisi ile hiicre i¢i Ca™
miktar1 fazla oldugunda Cd, Ca’a antagonist olarak davranmakta ve kasilma
amplitiidiini azaltmaktadir. Arastirmacilar diisiik dozlardaki Cd ile engellenen
kasilmalarin Ca’" ilavesi ile yeniden baslayabildigini ancak yiiksek dozlardaki Cd ile
engellenen kasilmalarin Ca*” ilevesi ile degismedigini ileri siirmiislerdir [15].

Agir metaller, metallotiyonein gibi inaktif proteinlerle kompleks
olusturmaktadir ve boylece toksik etkileri ortadan kaldirilmaktadir [78].
Metallotiyoneinler, Cd’a yiiksek afinite ile baglanabilen proteinlerdir ve ilk defa
atlarin bobreklerinde kadmiyum baglayic1 protein olarak kesfedilmistir [79]. Bu
caligmada 30-40 gr agirhigindaki kurbagalar kullamilmigtir. On denemeler yapilirken
caligilan kurbagalarin agirligi bu araligin iistiine ¢iktiginda, beklenenin tersine AP ve
sars1 genliklerinde yiikselis gozlenmistir. Bunun metallotiyonein proteini ile ilgili
oldugu disiiniilmektedir. Cilinkli yapilan calismalarda hayvanlarin yasiyla birlikte
plazmadaki metallotiyonein proteini miktarinin da arttigi, bdylece Cd’un toksik
etkileri de ortadan kalktigi gosterilmistir. [80]. Bu durumda biiylik hayvanlarla
calisildiginda AP ve sars1 genliklerinde artis meydana gelmistir.

Cd’ un kasilma metabolizmasinda bozukluklara neden olmasi, Ca kanallarinin
yani sira Na kanallarimi da inhibe etmesinden kaynaklanabilmektedir. Yapilan
calismalarda Cd’un hiicre i¢inde Na iyonu tasinma mekanizmasini inhibe edebildigi
gosterilmigtir [81]. Iskelet kasinda AP olusumu icin 6nemli rol oynayan iyon
kanallarindan biri Na kanalidir. Kas dinlenim halindeyken Na iyonu hiicre disinda,
hiicre i¢ine gore daha yiliksek miktarda bulunmaktadir. Uyarilmayla birlikte agilan Na
kanal1 sayis1 depolarizasyon baslayinca daha da artmaktadir. Boylece hiicre i¢i Na
konsantrasyonu yiikselmektedir. Bu mekanizma AP olusumu i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Bu nedenle Na kanallarinda meydana gelebilecek tahribat AP olusumunu olumsuz
etkileyebilmektedir [82].

Cd’un neden oldugu kasilma inhibisyonu, iyon kanallar1 araciligl ile
olabildigi gibi sinir yolu ile de olabilmektedir. Papp ve ark. tarafindan Wistar
siganlara gavaj yolu ile 3, 5, 7 ve 14 mg/kg Cd 4, 8 ve 12 hafta boyunca verilmis ve 7
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ile 14 mg/kg uygulanan siganlarin sinir ileti hizlariin 12 haftadan sonra anlamli bir
sekilde azaldigin1 gostermislerdir [77]. Benzer sekilde Yargigoglu ve ark. sicanlari
icme suyunda ¢oziinmiis Cd’a maruz birakmis, bunun sonucunda sinir ileti hizinda
ve birlesik asiyon potansiyeli amplitiidiinde anlamli bir azalma oldugunu
gostermislerdir [83]. Bizim calismamizdaki kasilma ve aksiyon potansiyeli genlik
amplitiidlerindeki  diigiisiin; Cd’nin  aksonal bir hasar meydana getirmis
olabileceginden dolay1 sinirsel ileti hizindaki azalma ile alakali olabilecegini
diisiindiirmektedir. Is sahasinda Cd’ ye maruz kalan Kkisiler {izerinde yapilan bir
arastirmada, kisilerin  elektromiyografik incelemeleri sonucunda aksonal
dejenerasyon bulgulart oldugu rapor edilmistir. Bu sonu¢ bizim diisiincemizi
destekleyecek niteliktedir [84]. Ayrica AP genligi kasin lif sayisi ile dogru orantili
olarak degismektedir. Bu nedenle Cd’un Lif kayiplarina neden olmus olabilecegi
diistiniilmektedir

TPEN ile ilgili ¢alismalara bakildiginda Cd iizerindeki antagonist etkisi ile
ilgili calismalara rastlanmistir. TPEN’in kadmiyuma yiiksek afinite ile baglandigi
yapilan caligmalarda gosterilmistir [85]. Smith ve ark. Insan deri fibroblastlar:
lizerinde yaptiklar1 galismada 50 uM TPEN’IN Cd’ye baglanarak 50 uM Cd’u bloke
ettigini gostermislerdir [68]. Sztretye ve ark. TPEN’in hiicre i¢i Ca™ homeostazim
diizenledigini bildirmislerdir. 50 ile 500 mikro molarlik dozlardaki TPEN’in sican
C2C12 kiiltiirlerinde SR dan Ca*™ salmimim hizlandirdigini rapor etmislerdir [86].
Bu tez caligmasinda Cd’nin engel oldugu Ca™" salinimima bagh olarak kasilmalarin
azalmast ve TPEN’in bu kasilmay1 tekrar artirici etki gostermesi bu sonuglarla
ortlismektedir.

Bir baska calismada Jung ve ark. tavsan kalp kasinda TPEN in SR’den Ca"™"
salimiminm artirdigini gostermislerdir. Kalp kasina uygulanan TPEN’in dozu arttik¢a
SERCA aktivitesinin de azaldigmi gostermislerdir [87]. SERCA, sitoplazmada
serbest haldeki Ca"”nin tekrar SR’ye alinmasmi saglayan bir pompadir. Bu
pompanin bozulmastyla sitoplazmadaki serbest Ca™* diizeyi yiikselmesi ve kasilmada
artiglar gozlenmesi muhtemeldir. Bu sonuglar da bizim TPEN ile ilgili elde ettigimiz
sonuglarla paralellik gostermektedir.

Yapilan arastirmalarda, deney hayvanimin tiirii, biiyiikliigii, kullanilan dozlar

ve elektrofizyolojik tekniklerin farkli olmasindan dolayr sonuglar arasinda
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benzerlikler ya da farkliliklar goriilmektedir. Yapilan biitiin bu ¢alismalar
degerlendirildiginde Cd’nin kasilmay1 inhibe ettigi ve bu etkinin biiyiik oranda iyon
kanallar1 tizerinden gerceklestigi goriilmektedir. Kasilma kuvveti olusumunda c¢ok
onemli olan Ca kanallarimin Cd tarafindan inhibe edilmesi sonucunda sarsi
genliklerinde diisiis meydana gelmektedir. AP olusumu i¢in Onemli olan Na
kanallarinin inhibe olmasi da AP genliklerinde azalmaya neden olmaktadir. AP
genliginde meydana gelen diisiise bagli olarak AP alan degerlerinde de azalma
goriilmektedir. Ayrica kas liflerinde meydana gelmis olast lif kayiplarinin da AP
genliklerinde diistise neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Cd, motor sinir iizerine de
etki gostermektedir ve boylece latans ve AP siirelerinde uzama meydana
gelmektedir. AP siiresinin uzamasi, kasin kasilma siiresinin de uzamasina neden
olmaktadir. Kasilma ve gevseme mekanizmasinda meydana gelen bozulma, kasilma
ve gevseme siirelerini de uzatmaktadir. Cd’un uygulanan farkli dozlarimin neden
oldugu bu degisimler iizerine TPEN’in etkisi degerlendirildiginde Cd’un etkilerini
azalttign  goriilmektedir. Ozellikle Cd konsantrasyonundan daha yiiksek
konsantrasyonlardaki TPEN’in sonuglar1 anlamli  bir sekilde degistirdigi
goriilmektedir.. Bu tez calismasinda sunulan sonuglar, Cd’un iskelet kasindaki
inhibisyon etkisini ve etki mekanizmasmni TPEN’in engelleyebilecegi konusunda

onemli bilgiler vermektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢alismada, kadmiyumun Rana ridibunda gastrokinemius kasinin aksiyon

potansiyeli ve sarsi parametreleri lizerine doza ve zamana bagl etkileri incelenmistir.

Elde edilen bulgular sonucunda:

1. Cd’nin; kasilmalar1 engelledigi, iskelet kast AP ve sarsi parametreleri
tizerine inhibe edici etki gosterdigi kanisina varilmistir.

2. Cd uygulamasi ile kasilma ve AP genlikleri diiserken kasilma ve gevseme
stireleri uzamastir.

3. Cd’nin AP genligini azaltmasinin Na kanal inhibisyonuna, sars1 genligini
azatlmasmnin ise Ca kanal inhibisyonuna neden olmasindan
kaynaklandigini diistindiirmektedir.

4. Cd’nin bloke edici etkileri uygulanan dozun artmasiyla birlikte artmistir.

5. Cd’nin maksimum etkisi genellikle uygulamanin 15. dakikasinda ortaya
cikmigtir.

6. Cd, TPEN ile birlikte uygulandiginda kadmiyumun etkisinin azaldigina
dair bulgular elde edilmistir.

7. TPEN’in kadmiyuma kars1 engelleyici etkisinin ortaya g¢ikmasi igin,
kadmiyumun dozuna bagli olarak TPEN’in de dozunun arttirilmasi

gerektigi kanisina varilmistir.

Elde edilen bu sonuglar Cd’nin kas aktivitesi lizerinde engelleyici bir roli
oldugunu gostermektedir. Bu sonucun kadmiyumun kasilmada rol alan bir ¢ok
mekanizmay etkilemesinden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Bu etkilerin
bir agir metal antagonisti olan TPEN tarafindan ortadan kaldirilmasi TPEN’in
kadmiyuma yiiksek afinite ile baglanabilen ve etkisini kaldirabilen bir antagonist
oldugu goriislerini desteklemektedir. Ancak bu maddelerin kasilma aktivitesi
tizerindeki etkilerinde hiicre icindeki hangi mekanizmanin etkili oldugunun

arastirilmasi gerekmektedir.
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EK 1. Kadmiyumun tek basina ve TPEN ile kombinasyon halinde AP parametreleri iizerine doza ve zamana bagl etkilesimi

Zaman 10" M TPEN 10*M Cd 10* Cd+TPEN | 5x10“ M Cd 5x 10™ 10°M Cd 107 Cd+TPEN
(Dakika) Cd+TPEN
0 Genlik 1,895+ 0,072 1,820+ 0,136 1,847+0,037 1,812+ 0,167 1,858+ 0,145 1,782 + 0,097 1,908+0,092
Siire 8,488+ 0,423 8,832+ 0,776 8,350+ 0,260 9,457+ 0,209 9,350+ 0,137 8,688 £ 0,51 8,312+0,175
Alan 0,0186+0,0008 | 0,0209+0,0014 | 0,0184+0,0005 | 0,0223+0,0018 | 0,0224+0,0017 | 0,019+0,002 | 0,0196+0,0011
Latans 1,74+ 0,109 2,16+ 0,49 1,73+ 0,04 2,53+ 0,30 2,43+0,383 2,03+ 0,39 1,75+ 0,052
15 Genlik 1,870,119 1,712+ 0,141* 1,830+ 0,065 1,594+ 0,087* 1,592+0,09 1,455+ 0,081* | 1,655+ 0,076*
Siire 8,671+ 0,579 9,041+ 0,700 8,304+0,265 9,840+0,143* 9,800+0,180 9,127 +0,567* | 8,702+ 0,189*
Alan 0,190+ 0,0008 | 0,0203+0,0017 | 0,0180+0,0004 | 0,0203+0,0008 | 0,0200+0,0013 | 0,0168 +0,002* | 0,0180+0,0005
Latans 1,78+ 0,213 2,19+ 0,48 1,76+ 0,05 2,72+ 0,04 2,62+0,29 2,12 + 0,44* 1,81+ 0,053
30 Genlik 1,83+ 0,125 1,700+ 0,173* 1,812+ 0,077 1,452+ 0,247* 1,440+0,245 1,411 £0,121* | 1,602+ 0,083*
Siire 8,702+ 0,630 9,09+ 0,706 8,304+ 0,243 9,854+ 0,220* 9,847+0,276 9,257 +0,497* | 8,808+ 0,188*
Alan 0,187+ 0,0008 | 0,0203+0,0025 | 0,0179+0,0004 | 0,0184+0,0034 | 0,0180+0,0033 | 0,0166 +0,002* | 0,0177+0,0012
Latans 1,80+ 0,183 2,17+ 0,46 1,73+ 0,04 2,76+0,06 2,54+0,38 2,15 40,42 1,81+ 0,053
45 Genlik 1,76+ 0,289 1,691+ 0,181* 1,795+ 0,105 1,501+ 0,288* 1,431+0,269 1,335+ 0,139* 1,57+0,139*
Siire 8,824+ 0,867 9,12+ 0,646 8,328+ 0,262 9,847+ 0,231* 9,782+0,340 9,320 + 0,433* | 8,891+ 0,122*
Alan 0,0179+0,0015 | 0,0202+0,0023 | 0,0179+ 0,0003 | 0,0191+0,0035 | 0,0179+0,0035 | 0,0162+0,0023* | 0,0177+0,018
Latans 1,920+ 0,435 2,24+ 0,46 1,72+ 0,04 2,74+ 0,05 2,63+0,32 2,18 + 0,40* 1,82+ 0,074
60 Genlik 1,75+ 0,341 1,605+ 0,180* 1,790+ 0,106 1,475+ 0,313* 1,405+0,298 1,38 +£0,119* 1,57+ 0,127*
Siire 8,847+ 0,801 9,240+ 0,674 8,368+ 0,278 9,840+ 0,230* 9,768+0,367 9,304 +0,396* | 8,928+ 0,189*
Alan 0,0173+0,0023 | 0,0194+0,0023 | 0,0179+0,0004 | 0,0188+0,0038 | 0,0175+0,0040 | 0,0164 +0,0021 | 0,0178+0,0017
Latans 1,928+ 0,429 2,34+ 0,50 1,72+ 0,04 2,74+ 0,04 2,6340,32 2,19 + 0,40* 1,84+ 0,085*

*P<0,05 . Karsilagtirmalar zamana bagli olarak 0. dakikaya gore yapilmistir.
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EK 2. Kadmiyumun tek bagina ve TPEN ile kombinasyon halinde sars1 parametreleri lizerine doza ve zamana bagh etkilesimi

Zaman 10* M TPEN 10™“M Cd 10* Cd+TPEN 5x10* M Cd 5x 10™ 10°M Cd 103 Cd+TPEN
(Dakika) Cd+TPEN

0 Genlik 50,38+ 5,11 42.25+ 6,55 47,98+ 5,11 45,54+ 5,34 51,57+ 7,21 37,51+ 13,16 52,62+ 6,64
Siire 228,16+ 0,58 | 164,95+ 60,40 | 202,40+ 46,09 226,29+ 3,82 214,01+ 37,70 132,52+ 63,20 227,49+ 0,64

K.Siire | 27,03+ 3,81 24,55+ 4,09 26,77+ 3,11 26,43+ 275 29,07+ 3,11 2420+ 4,68 27,87+ 3,70

G.Siire | 201,11+4,06 | 140,39+ 61,08 175,68+ 45,84 199,86+ 3,84 185,16+ 36,02 108,31+ 59,10 199,69+ 3,61

15 Genlik 46,25+ 5,09 38,95+ 7,68* 45,08+ 3,35* 42,89+ 4,98* 49,09+ 5,63* 32,96+ 12,91* 4721+ 6,70*
Siire 228,52+ 0,73 | 154,12+ 71,12 137,16+ 73,79 227,35+ 2,55 213,46+ 40,02 | 121,12+ 62,64* 227,38+ 0,43*

K.Siire | 25,36+ 2,66* 23,62+ 3,57 25,20+ 3,15* 25,15+ 2,03 27,92+ 3,08 23,63+ 3,69 27,19+ 2,97

G.Siire | 203,16+ 2,66* | 130,49+ 72,07 141,09+ 60,22 202,19+ 3,84 185,43+ 38,74 | 97,46+ 59,62* 200,25+ 3,25

30 Genlik 43,05+ 5,91 36,40+ 6,80* 42 33+ 4,64* 40,74+ 4,71* 46,55+ 6,19% 29,22+ 13,54* 4473+ 6,42*
Siire 228,48+ 0,58 | 158,46+ 67,03 174,12+ 57,22 227,45+ 2,49 207,62+ 55,25 | 127,87+ 63,13* 227,19+ 0,22*

K.Siire | 24,87+2,22* 23,76+ 3,81 24,89+ 3.12* 25,06+ 2,11 56,78+ 75,03 2426+ 3,72 27,39+ 2.49

G.Siire | 203,61+ 2,34* | 132,56+ 70,18 149,05+ 57,13 202,39+ 3,60 179,12+ 53,52 | 103,61+ 60,07* 199,86+ 2,53

45 Genlik 40,30+ 5,83 33,86+ 6,39* 41,61+ 4,73* 39,53+ 4,51* 43,89+ 5,28* 23,17+ 12,20* 43,19+ 6,63*
Siire 228,29+ 0,46 | 161,05+ 65,05 184,98+ 54,39 227,25+ 2,50 207,36+ 55,43 | 133,44+ 64,73* 226,96+ 0,45*

K.Siire | 24,40+ 241* 23,83+ 3,75 24,62+ 3,20* 25,17+ 2,43 28,49+ 324 2423+ 3,98 27,54+ 2,37

GSiire | 203,88+ 2.45*% | 137,22+ 66,52 160,20+ 54,19 202,08+ 3,92 178,72+ 53,83 | 109,20+ 61,39* 199,40+ 2,55

60 Genlik 39,19+ 5,59 31,39+ 5,35* 40,88+ 4,81* 38,08+ 4,05* 42,13+ 5,78* 19,19+ 12,22* 41,97+ 6,97*
Siire 228,32+ 0,35 | 165,23+ 62,49 175,24+ 60,75 227,25+ 2,48 207,62+ 55,48 | 141,87+ 61,32* 226,71+ 0,51*

K.Siire | 24,10+ 2,12* 23,52+ 4,07 24.61+2,68* 24,84+ 2 41 28,42+ 3,38 23,79+ 4,62 27,44+ 222

G.Siire | 204,21+ 2,28* | 141,70+ 64,00 150,504+59,73 202,42+ 3,90 179,11+ 52,39 | 118,01+ 58,30* 199,33+ 2,61

*P<0,05 . Karsilagtirmalar zamana bagh olarak 0. dakikaya gore yapilmistir.
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