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ÖZET 
 
 

Alkol tüketimi ve alkolizm yüksek bir mortalite ve morbiditeye sahip sağlık 

sorunlarına yol açmaktadır.  Bu çalışmada akut alkol tüketimi ile kardiyomiyopati 

oluşturduğumuz sıçanlara alkol ile birlikte kalpain inhibitörü vererek apoptoz ve 

nekrozda rol oynayan kalpain aktivasyonunun engellenmesi ile doku hasarını azaltmayı 

amaçladık.  

 Çalışmamızda erkek Spraque-Dawley türü sıçan kullanıldı. Sıçanlar kontrol, 

çözücü, alkol ve alkol+inhibitör grubu olmak üzere 10’ar sıçandan oluşan 4 gruba 

ayrıldı. Kontrol grubuna gavajla izokalorik maltoz, çözücü grubuna izokalorik maltoz + 

DMSO, alkol grubuna 8 g/kg etanol verildi.  İnhibitör grubuna alkol verilmesinden 15 

dakika önce kalpain inhibitör-1 intraperitonal olarak 20 mg/kg uygulandı. Bu 

uygulamalardan 12 saat sonra doku ve serum örnekleri alındı. Alkol grubu kalpain 

aktivitesi, katepsin L oranı,  sitokrom c salınımı oranları kontrol grubuna göre yüksekti 

ve bu yükseklik istatistiksel olarak anlamlıydı (p<0,05). Bu testlerin inhibitör grubu 

sonuçları alkol grubuna göre daha düşüktü. Ama bu düşüş istatiksel olarak anlamlı 

değildi (p>0,05). Alkol grubu kaspaz-3 aktivitesi ve katepsin B oranı diğer gruplara 

göre artmıştı fakat bu artış istatistiksel olarak anlamlı değildi (p>0,05). Alkol grubu 

serum CK-MB ve BNP sonuçları, kontrol grubuna göre önemli düzeyde yüksekti 

(sırasıyla p<0,001 ve p<0,01). İnhibitör grubu BNP sonuçları alkol grubuna göre önemli 

miktarda azalmıştı (p<0,05). Ayrıca histolojik inceleme olarak yapılan ışık mikroskobu 

görüntüleri, DNA fragmantasyonu ve immüno-histokimyasal kaspaz 3 aktivitesi 

sonuçları alkol grubuna göre inhibitör grubunda belirgin bir iyileşmeyi göstermiştir 

(p<0,05). 

Sonuç olarak biyokimyasal ve histolojik bulgularımız; kalpain inhibitörü N-

asetil-lösin-lösin-norlösinal’ın hücre ölümü yolaklarına etkisi aracılığı ile akut alkol 

kullanımına bağlı kalp dokusu hasarının azaltılmasında tedavi edici etkisinin 

olabileceğini göstermektedir.  

Anahtar Kelimeler: Kardiyomiyopati, alkol, kalpain inhibitörü, apoptoz 
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SUMMARY 

 
 

Excessive alcohol consumption and alcoholism causes medical problems with 

high mortality and morbidity. In this study we aimed to decrease the alcohol related 

tissue damage by inhibiting calpain activation which plays an important role in 

apoptosis and necrosis, in rats with acute alcohol consumption induced cardiomyopathy.  

Male Sprague-Dawley rats were used and four groups with ten rats in each 

(control, vehicle, alcohol and alcohol + inhibitor) were included in our study. Control 

group received isocaloric maltose while vehicle group received isocaloric maltose with 

DMSO, and alcohol group received 8g/kg ethanol by gavage. Inhibitor group received 

20 mg /kg calpain inhibitor 1 intraperitonally prior to alcohol administration. After 

twelve hours treatment, the tissue and serum samples were collected. Calpain activities, 

cathepsin L levels and cytochrome C release rates were significantly (p<0.05) increased 

in alcohol group compared to control group while they were decreased in inhibitor 

group compared to alcohol group but this was not significant by statistically (p>0.05). 

Caspase-3 activity and Cathepsin B levels of alcohol group were mildly increased 

compared to other groups but this was not significant (p>0.05). Serum CK MB and 

BNP levels of alcohol group were excessively increased compared to control group 

(respectively p<0,001 and p<0,01). Serum BNP levels of inhibitor group were 

significantly (p<0.05) decreased compared to alcohol group.  In addition to these, 

histological evaluation of light microscope images and the results of DNA 

fragmentation and immunohistochemical caspase-3 activity results showed significant 

improvement in inhibitor group compared to alcohol group. 

 Results of our biochemical and histological evaluation results revealed that the 

calpain inhibitor N-acetyl-leu-leu-norleucinal may have an ameliorating effect on acute 

alcohol consumption related cardiac tissue damage due to its effects on cell death 

pathways. 

 

Keywords: Cardiomyopathy, alcohol, calpain inhibitor, apoptosis 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Endüstrileşmiş batı ülkelerinde, konjestif kardiyomiyopatinin en yaygın 

sebeplerinden birisi aşırı miktarda alkol tüketimidir. Nitekim tüm dilate 

kardiyomiyopati olaylarının %21 ile %36’sı aşırı etanol tüketimiyle oluşmaktadır (45). 

Koroner arter olaylarını azaltması yolu ile ılımlı alkol tüketiminin kardiovasküler 

hastalık riskini düşürmesi şeklinde etkisi olmasına karşın, uzun süreli alkol tüketimi 

mitokondrial bozukluklar, hücre ölümü, kasılma disfonksiyonu, aritmiler ve kardiyak 

remodellemenin sebep olduğu kalp bozuklukları oluşturur. Ağır alkol tüketimi, 

genellikle alkolizm ile ilgili morbidite ve mortalitenin önemli sebebi olan alkolik 

kardiyomiyopati olarak da bilinen dilate kardiyomiyopatiyle karakterize kasılma 

disfonksiyonu ve kardiyak remodelleme ile sonuçlanır. Yaklaşık olarak alkol bağımlı 

her üç bireyden birisinde alkolik kardiyomiyopatiye rastlanır. Alkolik kardiyomiyopati 

veya alkolik kalp kası hastalığında sıklıkla kardiyak hipertrofi, miyofibriler mimaride 

bozukluklar, miyokardiyal kasılmada azalma (atım fraksiyonunda ve vurma volümünde 

azalma) miyokardiyal fibrozis ve aritmi görülür (185).  

Ateroskleroz, miyokardiyal iskemi, diabetik kardiyomiyopati ve alkolik-

kardiyomiyopatiyi içeren birçok hastalığın patogenezinde apoptotik hücre ölümü 

anahtar bir rol oynar. Akut etanol maruziyetini takiben miyokard dokusunda görülen 

kaspaz 3 aktivasyonu, sitokrom c ile prokaspaz 9’un sitozolde artışı ve DNA 

fragmentasyonlu hücrelerin artışı etanol indüklemeli apoptozda mitokondrial hücre 

ölümü yolağının esansiyel rolünü göstermektedir. TNF-α, Fas reseptör, Fas L, kaspaz-8 

ve pro-kaspaz-8 in ekspresyonunda artış olmaması etanolün oluşturduğu apoptotik 

yanıtta ölüm reseptörü yolağının minimal bir role sahip olduğunu göstermektedir (61).  

Kalpainler hücre iskeleti ve sinyal iletiminde görev alan proteazlar olup, ayrıca 

hücre döngüsünün düzenlenmesi, apoptoz, inflamasyon, iskemi, müsküler distrofiler, 

kataraktogenez, alzheimer ve parkinson hastalıkları gibi diğer fizyolojik ve 

patofizyolojik süreçlerde yer alırlar (94). Etanolün neden olduğu hücre ölümünde 

kalpainlerin aktive olduğu Yadavalli ve arkadaşları tarafından gösterilmiştir (139). 
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Nekrotik hücre ölümü sırasında aktive olmuş kalpainlerin lizozomal zarlara zarar 

verdiği belirlenmiştir. İskemik olaylardan sonra ilk görülen kalpainlerin, lizozomların 

zarlarına yerleşmesidir ve sonrasında da katepsinler sitoplazmaya sızar. Bu gözlemler 

kalpain-katepsin hipotezinin oluşumuna neden olur. Kalsiyum aracılı kalpain 

aktivasyonu; lizozomların yırtılması, öldürücü katepsinlerin sızması ve hücrenin 

parçalanması ile sonuçlanır (166). 

Doku hasarında rol oynayan kalpain aktivasyonunun önlenmesi amacıyla kalpain 

inhibitörü kullanımı son zamanlarda önem kazanmaya başlamıştır. Bir düzineden fazla 

kalpain inhibitörü bilinmektedir. En çok kullanılanlar peptid aldehitlerdir. Aldehit son 

grubu sülfidril grubuna bağlanır. Bu bağlanma kalsiyuma bağımlı ve geri 

dönüşümlüdür. Aldehid peptid olan Kalpain inhibitör-1 (N-asetil-Leu-Leu-norlösinal) 

hücre geçirgenliği olan bir inhibitördür (87)  ve kalpainin aktif bölgesini bloke eder (27). 

Birçok farklı çalışmada kalpain inhibitörlerinin etkinliği gösterilmiştir (152, 104).  

Gerçekleştirilen bu çalışma, akut alkol tüketiminin kalp dokusu üzerinde yaptığı 

hasarı göstermek ve bu doku hasarının önlenmesinde kalpain inhibitörlerinin koruyucu 

etkisinin olup olmadığını araştırmak amacıyla planlanmıştır. Bu amaçla erkek Spraque-

Dawley türü sıçanlara akut toksik doz etanol verilerek kalp dokusu hasarı yaratıldı ve 

oluşan miyokard hasarı serum BNP ve CK-MB düzeyleri ile tespit edildi. Akut alkol 

toksititesi sonucu oluşan hücre ölümü sürecini göstermek için nekroz ve apoptoz 

mekanizması içinde yer alan sitokrom c salınımı, kaspaz 3 aktivasyonu, katepsin ve 

kalpain düzeyine bakıldı. Apoptoz ve nekrozda rol oynayan kalpain aktivasyonu, 

kalpain inhibitörü ile engellenerek, kalpain inhibitörlerinin tedavi edici etkisinin 

olabileceği histolojik incelemeler ve biyokimyasal ölçümler ile gösterildi. 
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2. GENEL BİLGİLER 

Aşırı alkol tüketimi ve alkolle ilişkili sorunlar tüm dünyada önemli bir halk sağlığı 

sorunudur. Alkol kullanım bozuklukları küresel hastalık yükünün % 4’ünü, Türkiye’de 

erkeklerde hastalık yükünün %1,8’ini oluşturmaktadır. Alkolle ilişkili sorunların 

gelişimini birçok etken etkilemektedir. İçme sınırlarının ve aşırı alkol tüketimiyle ilişkili 

risklerin bilinmemesi en önemli etkendir. Alkolün yol açtığı hastalıklar ve yaralanmalar 

önlenebilir. Aşırı alkol kullananların çoğuna tanı konulamamaktadır. Alkol sorunları 

yaşayan hastalara erken müdahalelerin etkinliği gösterilmiştir (2). Ilımlı alkol 

tüketiminin kardiyovasküler hastalıklar üzerinde faydalı etkileri olmasına rağmen (73) 

aşırı alkol tüketiminin, iskemik olmayan kardiyomiyopatinin en önemli nedenlerinden 

biri olduğu gösterilmiştir (131).  

2.1 Etanol Metabolizması 

Alkol terimi, doymuş bir karbon atomuna bağlı hidroksil grubundan oluşan geniş 

bir grup organik molekülü kapsar. Halk arasında ‘alkol’ diye adlandırılan “etil alkol” ya 

da etil alkol içeren içecekler, ilk çağlardan itibaren insanlar tarafından kullanılan keyif 

verici maddeler arasında yer almaktadır. Alkol (etanol) basit bir moleküldür (Şekil 2.1)  

ve karbonhidratların fermantasyonu veya distilasyonu sonucu elde edilmektedir. Etanol 

(CH3-CH2OH) renksiz, uçucu, kendine özgü kokusu ve tadı olan yanıcı bir sıvıdır (127).  

Karaciğerde etanol metabolizmasından sorumlu başlıca üç yol vardır (154).  

1. Alkol Dehidrogenaz: Sitozolde gerçekleşir. 

2. Mikrozomal Etanol Okside Edici Sistem (MEOS): Endoplazmik 

retikulumda gerçekleşir. 

3. Katalaz: Peroksizomlarda gerçekleşir. 

Ayrıca bu üç yoldan farklı olarak etanol metabolizmasının oksidatif olmayan yan 

yolun varlığını gösteren çalışmalar bulunmaktadır (22).  
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Şekil 2.1 Etanol 

2.1.1. Alkol dehidrogenaz  

Etanolün metabolize edilmesinde kullanılan ana yol etanolü sitozolde asetaldehide 

okside eden hepatik alkol dehidrogenazlardır (90). Asetaldehid esas olarak 

mitokondrilerde asetaldehid dehidrogenazlar tarafından daha fazla oksidasyona 

uğratılarak asetata çevrilir (154). Toksik olan asetaldehid kana da girebilir. Bu 

tepkimelerle üretilen NADH, oksidatif fosforilasyonla adenozin trifosfat (ATP) üretmek 

için kullanılır. Asetatın büyük bölümü kana geçer ve iskelet kasları ile diğer dokular 

tarafından alınıp asetil KoA’ya aktive edilerek krebs döngüsünde okside edilir (Şekil 

2.2 ve 2.3) (159).  Organların hemen hemen hepsi etanolün küçük miktarlarını okside 

edebilecek kapasitededir. Kalp dokusunda alkol dehidrogenaz çok düşük miktarda 

bulunmaktadır (141).  
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Şekil 2.2 Etanol metabolizmasının ana yolu ve asetatın kas tarafından kullanılması (159) 
ADH:Alkol Dehidrognaz, ALDH:Asetaldehid Dehidrogenaz, ACS:Asetil KoA Sentetaz 

 

                                              

Şekil 2.3 Etanol metabolizma yolu (159) 

2.1.2. Mikrozomal etanol okside edici sistem  

Etanolün yaklaşık %10-20’si endoplazmik retikulumdaki sitokrom P450 

enzimlerinden (özellikle CYP2E1) oluşan bir mikrozomal okside edici sistem tarafından 

okside edilir (Şekil 2.4). CYP2E1 etanol için yüksek bir Km’e sahiptir ve etanol 
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tarafından indüklenebilir (159). Kalp dokusunda monooksijenazların gen 

ekspresyonunun olduğu Thum ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada gösterilmiştir (173).  

 

 

Şekil 2.4 Endoplazmik retikulumda MEOS tarafından katalize edilen tepkime (159) 

2.1.3. Katalaz 

Katalaz etanol metabolizmasında önemli bir role sahip değildir. Hiç katalaz 

enzimine sahip olmayan kişilerin bile, etanol alımını takiben asemptomatik oldukları 

bilinmektedir (75). Çeşitli memeli türlerinin ve farelerin kalp dokusu peroksizomlarında 

katalaz enzimi bulunmaktadır (76). Etanol tüketimi ile birlikte 6 hafta boyunca katalaz 

enziminin inhibisyonu miyokard dokusunda histolojik anormalliklere neden olmuştur 

(141).  

2.1.4. Nonoksidatif etanol metabolizması 

Etanol metabolizmasının bu yolu kalp dokusunda da tespit edilmiştir. Bu 

metabolik yolda, potansiyel toksik ürünler olan yağ asidi etil esterlerinin üretimi 

gerçekleşir. Bu metabolitler yağ asidi etil esteri sentaz tarafından sentezlenirler (14). 

Bunlar mitokondride birikerek enerji üretimi düzeyinde hücreye zarar verirler.  Etanole 

maruz kalınca esterleşmemiş yağ asitleri etanolle reaksiyona girer ve kardiyak yağ asidi 

etil esteri düzeyi yükselir (23).  
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2.1.5. Etanolün artmış NADH/NAD+ oranından kaynaklanan akut etkileri 

  Alkol içilmesinin akut etkileri esas olarak NADH üretilmesinden 

kaynaklanmakta olup bu da karaciğerdeki NADH/NAD+ oranını büyük çapta 

arttırmaktadır. Bunun sonucunda yağ asidi oksidasyonu inhibe olmakta ve ketogenez 

görülebilmektedir (159). Yağ asitleri triaçilgliserole esterlenmektedir. Etanolün diğer 

etkileri arasında artmış lipogenez ve asetil-KoA’dan kolesterol sentezi bulunabilir 

(117). Artmış NADH/NAD+ oranı laktik asidoza neden olabilmekte ve glukoneogenezi 

inhibe edebilmektedir (159). 

2.1.6. Asetaldehid toksisitesi  

 Aşırı alkol kullanımının toksik etkilerinin birçoğu hem alkol dehidrogenaz hem 

de MEOS tarafından etanolden üretilen asetaldehidin birikmesine bağlıdır. Aşırı 

miktarda etanol alınmasından sonra karaciğerde asetaldehid birikir ve kana salınır (Şekil 

2.5)  (159).  Asetaldehid, DNA ve proteinlere bağlanarak hücresel fonksiyonları ve gen 

ekspresyonunu bozar. N terminal aminoasitlerin α amino grupları veya lizinin epsilon 

amino grubuyla asetaldehid etkileşir ve protein türevleri (adduct) oluşur ve bu yapılar 

enzimleri de içeren birçok proteinin yapısını ve fonksiyonlarını değiştirir (154).  

Asetaldehid serbest radikal harabiyetini artırır. Asetaldehid glutatyona direkt olarak 

bağlanır ve bu molekülün H2O2’ye karşı koruma ve lipid peroksidasyonunu önleme 

becerisini azaltır (Şekil 2.5, 2.çember). Asetaldehid serbest radikal savunma enzimlerini 

de bağlar.  Asetaldehid ve serbest radikallerin mitokondrilerde yaptığı hasar bir toksisite 

döngüsü oluşturur (Şekil 2.5, 3. ve 4.çemberler). Etanolün kronik şekilde alınması ile 

mitokondriler harabiyete uğrar, elektron taşıma hızı inhibe olur ve oksidatif 

fosforilasyonla ATP üretimi azalma gösterir. Yağ asiti oksidasyonu daha da düşer ve bu 

yolla lipid birikimi artar (Şekil 2.5, 5.çember). Asetaldehidin mitokondriyi etkilemesiyle 

oluşan ürünler, mitokondriyal asetaldehid oksidasyonunu daha da bozar ve bu bir 

harabiyet döngüsü oluşturur (159).  Asetaldehid ayrıca, alkol alımını takiben gelişebilen 

yüzde kızarma, çarpıntı, baş ağrısı, kusma, terleme gibi belirtilerin ortaya çıkmasından 

da sorumludur (75). 
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Şekil 2.5 Alkolün indükte ettiği hepatitin gelişmesi.  

(1) Protein sentezi azalır ve protein salgılanması bozulur. (2) Serbest radikal hasarının 
oluşmasında, asetaldehidin glutatyon üzerindeki etkisi önemli bir kısmı oluşturur. (3) MEOS’un 
indüksiyonu serbest radikal oluşmasını arttırmakta, bu da lipid peroksidasyonu ve hücre hasarına yol 
açmaktadır. (4) Mitokondrial hasar, elektron taşıma zincirinin çalışmasını engeller ve bu da asetaldehidin 
oksidasyonunu azaltır. (5) Mikrotübül hasarı VLDL ve protein birikmesini artırır. (6) Hücre hasarı 
hepatik enzimler olan alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferazın (AST) serbest 
kalmasına yol açar (159). 

2.1.7. Etanol ve ilaç etkileşimi 

Kronik etanol alımı, mikrozomal enzim indüksiyonuna yol açarak, etanol ile 

beraber alınan diğer ilaçların metabolizmasını etkilemektedir (Şekil 2.6). Kronik etanol 

alan kişilerde, bazı ilaçların arzulanan terapötik kan düzeylerini sağlamak için, etanol 

almayanlara göre daha yüksek dozlarda kullanılması gerektiği bilinmektedir. Özellikle 

warfarin, isoniazid, difenilhidantoin gibi sık kullanılan ve kan düzeylerinin önemle 

takip edildiği ilaçlarda bu durum daha da önem kazanmaktadır (75). 
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Şekil 2.6 Etanol ile ilaç etkileşimi (75)  

İlaç ile beraber akut olarak alınan aşırı doz etanol, mikrozomal enzimler için 

yarışacaktırlar. Böylece hem ilacın hem de etanolün metabolize edilmesi yavaşlayacak, 

kan düzeyleri artacak ve toksikasyonlara yol açabileceklerdir. Diğer taraftan 

metabolizması yavaşlamış ve kan düzeyi artmış olan bazı ilaçlar, gastrik alkol 

dehidrogenazı inhibe ederek, etanol metabolizmasının daha da yavaşlamasına yol 

açabilir (75). 

2.2. Alkol Tüketimi ve Kalp Hastalıkları 

Hafif-orta derecede alkol tüketiminin kardiyovasküler sistem üzerinde faydalı 

olduğu, fazla tüketiminin ise sağlığı olumsuz etkilediği bilinmektedir. Gözlemsel ve 

metabolik çalışmalarda kardiyovasküler yararın günde 1-2 kadeh alkollü içecekle 

görüldüğü belirtilmiştir (36). Önerilen faydalı etkilerinin yanı sıra alkol tüketiminin 

bilinen kötü etkileri; karaciğer harabiyeti, fetal alkol sendromu, kardiyomiyopati, 

hipertansiyon, hemorajik inme, kardiyak aritmi ve ani ölümdür. Bu yan etkilerin çoğu, 

kronik alkol alımı olarak tanımlanan günde 3 kadehten fazla uzun süreli alkol 

tüketimlerinde görülmektedir (54). Alkol tüketimi başlıca üç temel mekanizma ile 

miyokard hasarına yol açabilir: muhtemel direkt toksik etki, nutrisyonel etki (tiamin 

eksikliği sonucu) ve daha nadiren alkollü içeceklere eklenen kobalt gibi maddelerin 

neden olduğu toksik etkiler (36).  
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 Patogenezi tam olarak tanımlanmamış olmakla beraber deneysel çalışmalarda 

alkol tüketimi ile interstisyumda kollajen birikimi olduğu ve bunun da erken dönemde 

diyastolik disfonksiyona yol açtığı (172), uzun dönemde ise sistolik disfonksiyonun 

geliştiği ileri sürülmüştür. Sistolik disfonksiyon mekanizması olarak da zar fosfolipid 

içeriğinin değişmesiyle miyositlerde su ve sodyum birikimi olması, beraberinde tubuler 

membranların disfonksiyonu ile total hücre kalsiyum miktarı değişmeden kontraktil 

proteinlere kalsiyum sunumunun sınırlanması sonucu kontraktilitenin azaldığı 

gösterilmiştir (153). Benzer şekilde yüksek enerjili fosfat düzeylerinin de değişmediği 

halde uzun süreli alkol kullanımının miyozin ATPaz ve kalsiyum ile aktive olan 

miyofibriler ATPaz üzerine inhibitör etkisinin olduğu saptanmıştır (148). Miyositlerde 

protein sentezinin de kötü yönde etkilenebileceği düşünülmesine rağmen deneysel 

çalışmalar, en azından hastalığın erken döneminde protein sentezinin bozulmadığını, 

ancak klinik olarak alkolik kardiyomiyopati belirgin hale geldiğinde kontraktil protein 

sentezinin bozulduğunu, yıkımın arttığını ve miyofibrillerin lizise uğradığını 

göstermiştir (36).  

Kalp üzerinde alkolün en önemli etkilerinden birisi mitokondrial zar hasarı 

olabilir. Etanol, mitokondrial zar geçirgenliğini, fonksiyonunu değiştirir, mitokondrial 

solunumu baskılar, mitokondrial protein sentezini inhibe eder ve oksidatif stresi 

indükler (76). Etanol ve asetaldehidin her ikisi de kardiyak protein sentezini etkiler. 

Akut etanol maruziyetinin kardiyak protein sentezini azalttığı görülmüştür (156). Etanol 

biyomembran akışkanlığını artırır ve iyonik geçirgenliği değiştirir (37).  Örneğin in-

vitro ortamda izole edilmiş kardiyak sarkoplazmik retikulumun kalsiyumu bağlaması ve 

tutulumunu etanol geri dönüşümlü olarak inhibe eder (17). Asetaldehidin çok reaktif bir 

yapısı vardır. Yapısal ve kasılma proteinlerine kovalent bağlanır. Asetaldehid protein 

türevleri, immün yanıtı uyararak ve transkripsiyon üzerindeki etkileri aracılığı ile DNA 

hasarı ve hücre fonksiyon bozukluğuna neden olurlar (43). Akut ve kronik etanol 

maruziyeti sonucu kalp ve iskelet kasında oluşan asetaldehid-protein türevleri 

(120,176,177) nedeniyle alkolik kalp kası hastalığına sahip hastaların %33’ünde 

kardiyak asetaldehid-protein türevlerine karşı antikorlar görülmüştür (65). Kardiyak 

spesifik alkol dehidrogenazın aşırı salınımı oluşturulmuş transgenik farelerde yapılan 

bir çalışmada etanol alımından sonra kardiyak asetaldehid düzeyi kontrol grubuna göre 
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4 kat daha fazla bulunmuştur. ANP gen salınımı, kardiyak protein hasarı, hipertrofi ve 

kas hasarında artış görülmüştür ve bunlar alkolik kalp kası hastalığının belirteçleridir 

(101,68).  

2.2.1. Alkol ve kardiyomiyopati 

Kardiyomiyopati, ilk olarak kalp kasının hastalıkları olarak tanımlanmıştır. Dünya 

Sağlık Örgütü 1995 yılında tanımı biraz değiştirmiş ve kalp fonksiyonlarının 

bozulmasına yol açan kalp kası hastalıkları haline getirmiştir (40). Tüm 

kardiyomiyopati vakaları incelendiğinde % 3,8 inde alkolik kalp kası hastalığı 

görülmektedir (131). Alkol alımına bağlı kardiomiyopatide sol ventriküler dilatasyon, 

sol ventriküler kasılmada bozulma, pompalanan hacimde azalma, kardiyak hipertrofi, 

hipertansiyon ve kalp krizi riskinde artma görülür (143). Sol ventriküler hipertrofi, hem 

artmış kalp iş yüküne adaptasyonu sağlayan bir yanıtın göstergesidir hem de kalp 

bozukluklarının bir öncü temsilcisidir (33). Miyokardiyal hipertrofi, başlangıçta önemli 

bir kompansatör olmasına rağmen, aslında kardiyak morbiditesi ve mortalitesi için 

önemli bir risk faktörüdür (71). Adaptatif hipertrofik yanıt, miyositlerin hacim ve 

kütlelerinde bir artış ile karakterizedir. Böylece kardiyomiyosit sayısında artış 

olmaksızın kalp ağırlığında bir artış ile sonuçlanır (115). Sol ventrikül hipertrofisinde 

miyosit ölümü ile ilgili kanıtlar hem deneysel hem de klinik çalışmalarda gösterilmiştir 

(71).  

Uzun süreli alkol tüketiminden sonra, sarkoplazmik retikulumda genişleme, 

miyofibrillerin bozulması ve kaybı gibi kardiyak morfoloji değişikliği oluştuğu 

gösterilmiştir. Kalpte yüksek konsantrasyonlarda bulunan asetaldehidin bifazik 

kronotropik ve inotropik kardiak etkileri vardır. Kalpdeki asetaldehid oranının pozitif 

etkileri: kardiyak pompalama, koroner kan akımı, sol ventriküler basınçdaki artışları 

içerir ve sıklıkla düşük konsantrasyonlardaki alkol kullanımında gözlenir. Bunlar beta 

adrenerjik sistemin uyarılmasıyla ilgili olabilir. Miyokardiyal doku üzerindeki negatif 

kronotropik ve inotropik etkileri tam olarak belirlenememesine rağmen, asetaldehidin 

purinerjik ve kolinerjik mekanizmalardan bağımsız miyokardiyal depresyona sebep 

olduğu gösterilmiştir. Diğer çalışmalarda asetaldehidin ventriküler miyosit kasılmasını 
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direkt inhibe ettiğine yönelik bilgiler elde edilmiştir. Bütün bu bilgiler kardiovasküler 

disfonksiyon üzerinde etanolün etkilerinde asetaldehidin rol oynayabildiğini 

göstermektedir (143). Ilımlı alkol tüketiminin kardiovasküler riskleri azaltıcı etkisi 

olmasına rağmen (161) ağır alkol tüketimi ile oluşan asetaldehid birikimi miyokardiyal 

kasılmayı baskılar, intrasellüler kalsiyum mobilizasyonunu ve membran voltaja bağımlı 

kanallarını etkiler (127). Hücre içi kalsiyum düzeyinin artışı ile birlikte kalpainlerin 

aktive olması miyokardiyal proteinlere zarar verir, miyositlerin ölümü ile miyokardiyal 

yapı ve fonksiyon kaybı oluşur. Çeşitli çalışmalarda kalpain inhibitörlerinin miyokardial 

proteinlerin proteolizini azalttığı ve böylece hipoksi ve iskemi boyunca kontraktil 

disfonksiyonu engellediği gösterilmiştir (152).  

2.3. Hücre Ölümü 

İster tek hücreli ister çok hücreli canlılarda olsun; yaşamın başlıca kısımları 

doğum, büyüme, üreme, yaşlanma ve ölümdür. Organizmaların temel canlılık birimi 

olan hücrelerin gereksinimleri karşılanmadığında ölüm olarak adlandırılan ve hayati 

olayların geri dönüşsüz olarak durması anlamına gelen olay gerçekleşir. Yaşamın 

düzenli bir şekilde sürdürülebilmesi için canlıyı oluşturan hücrelerin sayısal dengesi de 

önemlidir. Bunun için hücre çoğalması ve ölümü arasında sabit bir oran bulunması 

gerekir (3). Yakın zamana kadar hücre ölümü denilince akla iki morfolojik ve moleküler 

tanım gelmekteydi. Apoptoz, genetik olarak programlı hücre ölümü olarak 

tanımlanmıştı. Bunun karşıtı olan ve “rastlantısal” olarak ortaya çıkan, “programsız” 

hücre ölümüne nekroz denilmekteydi. Alternatif programlı hücre ölüm 

mekanizmalarından biri olan otofajik hücre ölümüne ilgi, maya otofaji genlerinin 

memeli karşılıklarının bulunması ve çalışmaların morfolojik tanımlardan moleküler 

düzeye inmeye başlaması sayesinde artmış; sonuç olarak, otofaji, apoptoza ek veya 

alternatif olarak düşünülen temel ölüm yollarından birisi haline gelmiştir (9). 

 Yetişkin kardiyomiyositler hücre farklılaşmasının son halidir ve onlar tahrip 

olursa çok nadiren yenilenirler. Kardiyomiyositlerdeki kayıplar miyokardiyumun 

fonksiyon bozukluklarına katkı sağlar, kalp hastalıklarına sebep olur (52). İskemi 

reperfüzyon, hipoksi, serbest radikaller, aşırı kalsiyum dolması, mekanik faktörler (aşırı 



13 

gerilme) ve norepinefrin ile anjitensin II gibi humoral faktörler miyositlerdeki hücre 

ölümünü uyarır (41). Hücre ölümü nekroz veya apoptoz ile meydana gelebilir. Kalp 

bozukluklarında apoptoz, nekrozla eşlenik bir şekilde oluşabilir (59). Hücre ölümünün 

bu iki tipi aynı faktörler tarafından tetiklenir ve hasarı oluşturan etkenin şiddeti hücrenin 

nekrozla mı yoksa apoptozla mı öleceğini belirler (35). Güçlü olan bir hücre ölümü 

sinyali, geri dönüşümsüz mitokondrial hasar ve enerji döngüsü nedeniyle nekroza sebep 

olur. Fakat daha ılımlı bir hücre ölümü sinyali mitokondrinin subpopulasyonlarında bir 

hasar oluşturabilir ve ATP’nin varlığında apoptozom oluşarak apoptoz ile sonuçlanır 

(91). Öldürücü olmayan hasarlar diğer taraftan sayısız hayatta kalma mekanizmasını da 

tetikler (41). Aşırı iş yükü ve anjiyotensin II gibi bir çok hücre ölümü sinyalinde 

hipertrofi ve apoptoz oluşabilir (6,33,185). Geçici miyokardiyal basınç yüklenmesi 

protoonkogenlerin salınımını artırır bu da miyozitlerin dengeleyici hipertrofisiyle 

sonuçlanırken büyüme faktörlerinin devamlılığı apoptozu oluşturabilir. Ayrıca 

sarkoplazmik kalsiyum konsantrasyonlarındaki yükselmeler dilate kardiyomiyopatilerin 

bir özelliğidir. Bu da apoptotik süreçleri başlatan endo nükleazların aktivasyonuna yol 

açabilir. İntrasellüler kalsiyum yüklemesi ve protoonkogenlerin sabit ekspresyonlarına 

ek olarak sol ventrikül dilatasyon ve hipertrofisiyle miyozitlerin kısmi hipoksisi 

apoptozu devam ettirebilir. Apoptoz bulguları veya onun bir belirteci prognostik öneme 

sahip olabilir. Apoptozu uyaran sinyallerin veya bu sinyalleri hücre ölümüne taşıyan 

yolların baskılanması tedavide önemli olabilir. Miyokardiyumda apoptozu düzenleyen 

mekanizmaların daha iyi anlaşılması miyokardiyal hastalıklı kişilerin tanısı ve tedavisi 

için önemli olanaklar sağlayabilir (12). 

2.3.1. Apoptotik hücre ölümü 

Eski bir yunan terimi olan apoptoz, kelime anlamı olarak yaprakların ağaçtan, 

petallerin çiçekten doğal olarak düşmesi anlamına gelmektedir. Bugün de bu terimin 

kullanımı uygundur ve fizyolojik nedenlerden kaynaklanan hücre ölümünü anlatır. 

Teorik olarak apoptoz, çeşitli travmatik hücre dışı lezyonlar ya da genetik faktörlerle 

aktive edilen ve hücrenin kendisi tarafından programlanmış bir mekanizma vasıtasıyla 

hücre ölümünü kontrol eden aktif bir işlem olup, hücrenin intiharı olarak tanımlanabilir 

(3). Apoptoz, hücreye zarar veren yabancı maddelere karşı bir yanıt olarak oluşabilir. 
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Örneğin alkol tüketimi sonucunda asetaldehid, reaktif oksijen türlerinin (ROT) 

oluşumunu artırmaktadır. Alkolün indüklediği bu oksidatif stres apoptoza neden 

olmaktadır. Miyositlerde in-vitro olarak yapılan çalışmalarda asetaldehidin kaspaz 3 

aktivasyonunu ve DNA fragmentasyonunu artırdığı görülmüştür (28,100).  

2.3.1.1. Apoptozun düzenlenmesi 

Omurgalılarda apoptozu düzenleyen genler B-cell lenfoma-2 (bcl-2), p-53 ve c-

myc ailesi olarak bilinmektedir ve üretimini sağladıkları proteinler de aynı adlarla 

anılmaktadır (181). Bcl-xL ve bcl-2 beraberce mitokondri zar geçirgenliğini korurlar. 

Proapoptotik proteinleri (Bax ve Bad) inhibe ederek apoptozu engeller (5). Bir hücre 

yaşayacak mı? Yoksa apoptozla ölecek mi? Bu proapoptotik ve antiapoptotik 

proteinlerin hücre içindeki ve yüzeyindeki miktarının dengesi ile belirlenir (108). 
Oksijenin tükenmesi, ısı stresi, kimyasal ajanlar, radyasyon, infeksiyoz ajanlar, genetik 

bozukluklar, besinsel ayarsızlık, immünolojik reaksiyonlar ve diğer hücre stresi 

nedenleri aracılığı ile oluşan hücre yaralanması proapoptotik yolakları başlatır (147). 

Apoptozun kötü idaresi hücre büyümesi ve ölümü arasındaki dengeyi etkileyebilir ve 

organ disfonksiyonu ile sonuçlanır (108). Apoptoz sağlıkta iyi ayarlanmış bir süreçtir. 

Çok fazla veya çok az olması hastalıklara katkı sağlar. İnfekte olmuş hücrelerin 

apoptozu vücut tarafından uygulanan bir savunmadır.  Bazı virus ve bakteriler ise 

infekte olmuş hücrelerin apoptotik mekanizmalarını inhibe edebilecek yeteneğe 

sahiptirler ve böylece ortamlarını korurlar (70). Apoptozun inhibisyonu, kontrol 

edilemeyen bir hücre büyümesi ve kanserin birçok tiplerinin oluşumu ile ilişkilidir. 

İnsanlarda aşırı apoptoz ise inme ve alzehimer hastalığı ile ilişkilidir (47). Apoptozun 

aktivasyonu veya restorasyonu kanser ve diğer hastalıkların tedavisinde bir anahtar 

strateji ortaya çıkarır (50).  

2.3.1.2. Apoptoz yolağı 

Apoptoz genetik olarak kodlanabilir veya hücresel ya da eksternal bir uyarıcıya 

yanıt olarak oluşabilir. Apoptozun karakteristik üç özelliği vardır; proteinlerin yarılması 

veya hidrolizi, nükleer DNA’nın yıkımı, fagositik hücreler tarafından apoptotik 
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hücrenin tanınması (147). Proteinlerin yarılması kaspaz adı verilen sistein proteaz 

ailesinin aktivasyonu ile oluşur (49). Kaspazlar inaktif formda sentezlenir ve spesifik 

başlatıcı mekanizmalar tarafından aktive edilirler (133). Programlanmış hücre ölümü, 

hücre organellerindeki hasar veya hücre zarı reseptör ligand bağlanması tarafından 

tetiklenen kaspaz bağımsız bir mekanizmanın sonucunda da olabilir (108). Programlı 

hücre ölümünde kaspaz kaskadının başlatılmasında 3 yol vardır. Kullanılacak yol, 

proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerin dengesi ve hücre tipini içeren başlatıcı ölüm 

sinyaline bağlıdır (133).  

2.3.1.2.1. Ekstrinsik yolak 

Hücre yüzeyi üzerindeki proapoptotik reseptörlere proapoptotik moleküllerin veya 

spesifik ligandların bağlanması ile ekstrinsik yol başlar. Bu reseptörler tümor nekroz 

faktör (TNF) reseptör ailesi ve FAS reseptördür (50). Ölüm reseptörlerinin hücre içinde 

kalan kısmına ölüm domaini denir. En az 3 tane veya daha fazla reseptör ligand 

kompleksi demet halinde birbirine yakınlaşır ve bir adaptör protein için bağlanma 

bölgesi oluşturur. Adaptör protein reseptöre özgüdür. Örneğin Fas ile ilgili ölüm 

domaini (FADD), TNF reseptör ile ilgili ölüm domaini (TRADD) gibi. Bu ligand 

reseptör adaptör protein kompleksi ölümü uyaran sinyal kompleksi (DISC: The death-

inducing signaling complex) olarak adlandırılır ve kaspaz 8’in aktive olmasını sağlar. 

Aktif kaspaz 8’de kaspaz 3 ve 7’yi aktive ederek apoptotik süreci devam ettirmiş olur 

(Şekil 2.7) (108).  
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Şekil 2.7 Ekstrinsik yol ile gerçekleşen apoptoz (108) 

2.3.1.2.2. İntrinsik mitokondrial yolak 

İntrinsik mitokondrial yolak; DNA hasarı, ROT, radyasyon, hormon ve büyüme 

faktörleri yoksunluğu, kemoterapatik ajanlar, sitokinler ve glikokortikoidler gibi 

hücresel streslere yanıtta hücrenin içinde başlatılır (57). Apoptozu tetikleyen, kaspazları 

aktive edecek olan proapoptotik proteinlerin mitokondriden salınımı ile bu yolak başlar. 

Apoptozun indüklenmesinde bu yolağın başarısı Bcl-2 protein ailesi proapoptotik ve 

antiapoptotik üyelerinin dengesine bağlıdır (34,97). Bcl-2 ailesi üyeleri mitokondri dış 

zarı üzerinde bulunur. Porların oluşumu aracılıyla veya iyon kanallarının hareketi ile zar 

geçirgenliğini kontrol ederler (113). Zar geçirgenliği bozulunca sitokrom c sitozole 

salınır. Sitokrom c, apaf -1 ve prokaspaz 9 ile apoptozomu oluşturur. Kaspaz 9 aktive 

olur ve kaspaz 9’da kaspaz 3’ü aktive eder. Kaspaz 3 nükleusa göç ederek orada DNA 

fragmentasyonuna neden olur. Alternatif bir yolak olarak da mitokondriden salınan 

EndoG ve AIF’de kaspazlardan bağımsız olarak apoptozu uyarır (Şekil 2.8) (108).  
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Şekil 2.8 İntrinsik yol ile apoptozun oluşumu (108). Endo G: Endonükleaz G, AIF:Apoptoz 
İndükleyici Faktör. Apaf-1:Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktör 1. 

2.3.1.2.3. İntrinsik endoplazmik retikulum yolağı 

Bu en az bilinen üçüncü yolakdır. Mitokondriden bağımsız olarak kaspaz 12’yi 

içerir (167). Hipoksi, glukoz yokluğu, kalsiyum dengesindeki bozukluklar, serbest 

radikaller gibi hücresel stresler, proteinlerin yapısının bozulmasına ve protein 

sentezinde azalmaya neden olur. Normal hücrelerde bir adaptör protein, TNF reseptör 

ile ilgili faktör 2 (TRAF2) ve prokaspaz 12 birbiri ile bağlı ve inaktif durumdadır. 

Endoplazmik retikulumun stresi TRAF2 nin ayrılmasına ve kaspaz 12’nin aktive 

olmasına neden olur. Aktive olan kaspaz 12 ise kaspaz 3’ü aktive eden kaspaz 9’u 

aktive eder (116).  
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2.3.1.3. Apoptozda mitokondrinin rolü 

Apoptozu başlatan yolların kesiştiği kavşak noktanın mitokondri olduğu 

görülmüştür. Sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya salıverilmesi apoptoz yoluna 

girmiş bir hücrede irreversibl bir döneme girildiğini işaret eder (11). Etanol gibi hücreye 

zarar veren kimyasal maddeler sitokrom c salınımına neden olabilmektedir (118). 

Ayrıca apoptoz indükleyici faktörde (AIF) mitokondriden sitozole geçerek apoptoza 

katkı sağlar (108).  

2.3.1.4. Apoptotik hücre ölümü üzerinde etanolün etkisi 

Etanole maruz kalan doku ve hücrelerde apoptozun arttığına yönelik birçok 

çalışma vardır. Örneğin 8 hafta etanol verilen sıçanların karaciğer dokusunda apoptozun 

arttığı görülmüştür (31). Kardiyomiyosit primer kültürlerinde etanol, doza bağımlı 

olarak yaşama kabiliyetini azaltır ve apoptozu artırır  (28). İn-vivo olarak sıçanlarda 

etanole prenatal maruz kalındığında miyokardiyal apoptozun arttığı görülmüştür (144). 

Yüksek doz alkolün kardiyomiyositler üzerindeki etkisini inceleyen Guan ve arkadaşları 

etanolün oluşturduğu intrasellüler ROT’nin mitokondrial zar potansiyelini azalttığını 

söylemektedirler ve etanol verilen grupların sitozolünde sitokrom c miktarını daha 

yüksek belirlemişlerdir (58). Astrosit hücre kültürlerinde asetaldehidin DNA 

fragmantasyonunu artırdığı tespit edilmiştir (69). Sinir hücrelerinde etanolün apoptozu 

artırdığı ve p-53 ün ekspresyonu up-regüle olduğu görülmüştür  (114). Ayrıca akut 

verilen sitotoksik olmayan etanol konsantrasyonlarının p-53 protein düzeyini 

etkilemediği de görülmüştür (62). Sıçan kalp dokusunun kronik olarak hipoksiye maruz 

bırakılması sonucunda apoptozun arttığı fakat bcl-2 protein düzeyinin azaldığı görülmüş 

ancak başka bir araştırmada ise hipoksiye maruz kalan sıçan kardiyak miyositlerinde 

bcl-2 düzeyinin değişmediği görülmüştür (81,146). Etanole maruz kalan hücrelerde bcl-

2 ve bcl-xl yıkılımının olduğu Nakayama ve arkadaşları tarafından gösterilmiştir (118). 

Primer kardiyomiyosit kültürlerinin etanole maruz bırakılması sonucunda bax 

proteinlerinin arttığı görülmüştür (28). Guo ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada etanolle 

muamele edilen farelerin miyokardiyumunda Bax ve kaspaz 3 ekspresyonunun artması 

ve bcl-2 ekspresyonunun azalması apoptozun varlığını göstermektedir. Sitokrom c ve 

prokaspaz 9’un sitozolde artışı etanol indüklemeli apoptozda mitokondrial hücre ölümü 
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yolağının esansiyel rolünü göstermektedir. Kaspaz bağımsız apoptozda kritik bir rolü 

olan AIF’ün sitozoldeki miktarının artmayışı etanol indüklemeli hücre ölümünde 

etkisinin olmadığını göstermektedir. TNF-α, Fas reseptör, Fas L, kaspaz-8 ve pro-

kaspaz-8’in ekspresyonunda artış olmaması etanolün oluşturduğu apoptotik yanıtta 

ölüm reseptörü yolağının bir minimal role sahip olduğunu göstermektedir (61). 

2.3.2. Nekrotik hücre ölümü 

Nekroz, hipoksi, kalp krizi, travma, alzeimer, huntington, parkinson ve 

amyotrofik lateral skleroz hastalıklarında tipik olarak oluşur (106,170). Hücre aşırı stres 

koşullarına maruz kaldığında, normal hücresel aktivitelerin bozulması sonucu nekrotik 

hücre ölümü oluşur. Plazma zarı hasarı, endoplazmik retikulumda dilatasyon, 

mitokondrial şişme, sitoplazmanın geniş vakuolizasyonu nekrozun karekteristik 

morfolojisidir. Veziküllerin oluşumu olmaksızın hücre parçalanır. Hücresel içeriğin 

hücreler arası alana yayılması ve komşu hücrelere zarar vermesi bir inflamatuar yanıtı 

uyandırır (95). Nekrotik hücre ölümünün moleküler mekanizması hakkında bilinenlere 

rağmen tamamen açıklanmış değildir. Deneysel kanıtlar nekrozun kalsiyum artışı ile 

oluştuğunu ve kaspazlardan bağımsız olduğunu göstermektedir. Onların yerine sitozolik 

kalpainler ve lizozomal katepsinler önemli rol oynar (169). Enerjinin bitmesi nekrozun 

bir potansiyel tetikleyicisidir. İskemi, hipoglisemi, oksijenin veya esansiyel besinlerin 

yokluğu zar potansiyelinin devam ettirilmesi için gerekli enerjinin kıtlığına neden olur. 

Böylece zar geçişinin bozulması ile kalsiyum konsantrasyonu artar (107). Kalsiyumun 

aşırı dolması oksidatif stres, mitokondrial disfonksiyon ve kalsiyum bağımlı 

proteazların aktivasyonu gibi ölümcül olayları tetiklemektedir. Proteazlar hücre 

ölümünün cellatları olarak düşünülebilir ve proteaz kaskadı intihara neden olarak hücre 

ölümünü oluşturur (169). 

2.3.2.1. Apoptoz ile nekroz arasındaki farklar 

Apoptotik hücreleri nekrotik hücrlerden ayıran birçok farklılıklar vardır. 

Morfolojik görünüm farklılıkları; hücrede büzülme, kromatin kondensasyonu, 

nükleozomal fragmentasyon ve plazma zarında baloncuklar.  Apoptozun biyokimyasal 



20 

görünüşündeki farklılıkları; DNA fragmantasyonu, protein yarılması, mitokondrial zar 

geçirgenliğinde artış ve hücre zarı yüzeyinde fosfotidilserin görünümü (129,189). 

Mitokondrial permeabilitedeki artış proapoptotik proteinlerin salınımına neden olur ve 

sonrasında apoptotik cisimcikler oluşur.  Membran bağlı apoptotik cisimciklerin komşu 

hücreler veya makrofajlar tarafından tüketilmesiyle sonuçlanır. Apoptoz bir tek 

hücrenin ölüm olayıdır ve bir inflamatuar yanıtı uyarmaz. Apoptozun aksine nekroz, 

genetik olarak programlanmış bir fonksiyon değildir, nekroz komşu hücre gruplarınıda 

etkiler ve bir inflamatuar yanıt oluşur (133). Nekroz ile hücrenin ölümü alarm sinyal 

moleküllerinin salınımına neden olur ve onlar naturel killer hücreler, dentritik hücreler 

ve makrofajlar üzerindeki reseptörleri uyarırlar. Bir dokudaki nekrotik hücrenin varlığı 

immün sistem tarafından bir tehlike olarak yorumlanır (171).  Apoptozdan farklı olarak 

nekrozda organellerde şişme ve hücre zarı bütünlüğünün kaybı ile birlikte hücresel 

şişme vardır. DNA’nın yıkılımı nadirdir ve parçalanmış hücreler makrofajlar tarafından 

sindirilir (136).  

2.3.3. Otofajik hücre ölümü 

Otofajik hücre ölümünde en belirgin morfolojik değişiklik, sitoplazmada oluşan 

iki veya daha fazla katmanlı zarla çevrili keseciklerin oluşmasıdır. Bu kesecikler 

sitoplazma parçaları ve/veya mitokondri, endoplazmik retikulum (ER) gibi organelleri 

içerirler. Sonunda otofaji kesecikleri lizozomla kaynaşıp, içlerinde taşıdıkları yüklerin 

lizozomal enzimler tarafından parçalamasını sağlarlar. Bu hücre için hayati önem 

taşıyan bazı proteinlerin ve mitokondri gibi enerji metabolizmasında rol oynayan 

organellerin yıkımına yol açmaktadır (55,98). Otofajik hücre ölümünde, kromatin 

yoğunlaşması gibi çekirdeğe özgü değişiklikler apoptotik hücre ölümüne nazaran çok 

daha sonra olmaktadır. Ölüm kaspaz etkinliğine bağımlı olmadığından, ne DNA 

merdivenleri ne de apoptotik cisim oluşması gözlenmez. Ayrıca, otofajide ölü 

hücrelerin fagositoz tarafından temizlenmesi apoptozda görüldüğünden çok daha geç ve 

düzensiz bir biçimde olmaktadır. Otofajik hücre ölümü daha çok sitoplazmada gelişen 

bir hücre ölümüdür. Apoptozun en önemli hedefi ise DNA'nın barındığı hücre 

çekirdeğidir (9).  
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2.4. Apoptozda Rol Oynayan Proteazlar 

2.4.1. Kaspazlar 

Apoptozun cellatları kaspazlar geniş bir sistein proteaz ailesinin üyeleridir. 14 

kaspaz belirlenmiştir. Prokaspazlar 3 yolla aktive olurlar. Birinci yol aktif olan diğer bir 

kaspaz aracılığı ile olur. İkinci yol oto kataliz ve üçüncü yol ise apaf-1, sitokrom c ve 

kaspaz 9’dan oluşan bir aktivatör protein aracılığı ile olur (67). Apoptozda rol oynayan 

kaspazlar başlatıcı kaspazlar (kaspaz 2,8,9,10) ve effektör kaspazlar (kaspaz 3,6,7) 

olarak alt gruplara ayrılır. Başlatıcı kaspazlar kendini bölen adaptör aracılı aktive olurlar 

(178). Kaspaz kaskadı aktivasyonu başlatıcı kaspazların effektör kaspazları bölmesi ve 

aktive etmesidir.  Effektör kaspazlar seçici ve sınırlı olarak hedef proteindeki aspartat 

kalıtlarından bölerler. Bu çoğu kez hedef proteinin inaktivasyonu ile sonuçlanır. Ancak 

kapalı bir negatif regülatör domainin yarılmasıyla direkt veya bir regülatör altbirimin 

inaktivasyonu ile indirekt olarak proteinler aktive olabilir. Kaspazlar, nükleer 

parçalanma ve hücre şeklinin kaybı için gerekli nükleer laminlerin parçalanmasından 

sorumludur (67).  

Kaspazlar, nükleer DNA’yı parçalayan, kaspazla aktive olan DNAazı (CAD) 

aktive ederler. CAD nükleusda bir subünite bağlı inaktif (ICAD) halde bulunur. 

Effektör kaspaz 3 aktive olduğunda nükleusa göç eder ve inhibitör subüniteyi bölerek 

CAD’ı aktive eder. CAD nükleozomlar arasındaki DNA’yı kırarak DNA fragmentleri 

oluşturmaktadır (133). Fragmente olan DNA’lar apoptozun göstergesi olarak 

biyokimyasal ve moleküler teknikler ile incelenebilir (108).  

2.4.2. Katepsinler 

Lizozomlar hidrolitik enzimler içeren zarla çevrili organeller olup hücre içinde 

makromoleküllerin sindirilmesi için kullanılmaktadır. Yaklaşık 40 çeşit hidrolitik enzim 

içermektedirler (proteazlar, nükleazlar, lipazlar, glikozidazlar ve fosfolipazlar). Hepsi 

asit hidrolaz olarak bilinir çünkü optimum aktivite için asidik bir ortama ihtiyaç 

duyarlar. Lizozomal proteazlar endo ve ekzo peptidazlar olarak iki grupta 

incelenmektedirler. Endoproteazlar çoğunlukla sistein ve aspartik proteazlardır, 
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ekzoproteazlar ise sistein ve serin proteazlardır (180). Katepsinler, papain ailesi olarak 

adlandırılan C1 grubu sistein proteazlardır. Bu proteazlar kaspazlarla kıyaslandığında 

daha az kısıtlanmış bir substrat özgüllüğüne sahiptir. Katepsinler inaktif proenzimler 

olarak sentezlenir ve post translasyonal olarak glikozillenir. Hücresel mannoz-6-fosfat 

reseptörleri kullanarak, lizozomal kompartmanlara doğru yönlendirilirler. Bazı hücreler 

önemli miktarda olgun ve prokatepsin salgılayabilir. Buna ek olarak katepsinler 

lizozomlardan sitoplazmaya salınabilirler ve normal durumlarda orada substratlarının 

bölünmesini katalize edebilir. ROS lizozomal geçirgenliğin bozulmasına neden 

olmaktadır (29). Lizozomların yapısının bozulması sonucu katepsinler sitoplazmaya 

sızmaktadır (82). Katepsinlerin lizozomlardan sitoplazmaya sızması, onların apoptoza 

katkıları için bir önkoşuldur (29).  Sistein katepsinler pro-apoptotik protein olan Bid’i 

bölerek aktifleştirirler. Ayrıca katepsinler mitokondri dış zar potansiyelinin 

korunmasında rol oynayan anti-apoptotik protein Bcl-2’yi parçalar (145). Ge ve 

arkadaşları dilate kardiyomiyopati vakalarında katepsin B proteini ve mRNA 

salınımının arttığını tespit etmişlerdir. Katepsin B mRNA düzeyi ile apoptoz indeksi 

arasında pozitif korelasyon görmüşlerdir. Bu nedenle onlar dilate kardiyomiyopatinin 

patogenezinde katepsin B’nin önemli olduğunu düşünmüşlerdir (48). Tsuchida ve 

arkadaşları sistein proteazların ve özellikle de katepsin B’nin miyokard infarktüsünde 

miyofibriler proteinlerin yıkılımında rol aldığını göstermişlerdir (174). Etanolün 

lizozomlar üzerindeki zararlı etkileri nedeniyle, katepsinlerin lizozomlardan 

sitoplazmaya sızmasına sebep olduğu Donohue ve arkadaşları tarafından gösterilmiştir 

(42).  

2.4.3. Kalpainler 

Kalpainler kalsiyum bağımlı thiol-proteazlardır. Bu proteazlar sitoiskeletal 

membran bağlantılı, regülatör proteinlerin varyantlarıdır. Kalpainlerin birçok 

izoformları vardır. Kalpain ailesi üyeleri: mikro-kalpain (kalpain 1), mili-kalpain 

(kalpain 2), kalpain 10 ve doku-spesifik kalpainler ki şöyle, kalpain 3 (kas- spesifik c 

p94), kalpain 8 (mide nCl-2), kalpain 9 (sindirim kanalı nCl-4), lens Lp82, Lp85, retinal 

Rt88 ve korneal Cn94 gibi. µ-Kalpainlerin aktive olması için düşük mikromolar 



23 

konsantrasyonlarda kalsiyum gereklidir, m-kalpainlerin aktive olması için yüksek 

milimolar konsantrasyonlarda kalsiyum gereklidir (85).  

 Kalpainler 80 kDa ve 30 kDa’luk subünitelerden oluşan heterodimerlerdir. 80 

kDa’luk ünit katalitik yan birimi içerir ve her izozimde tektir. 30 kDa’lık ünit ise 

regülatör subünittir ve her iki izozim içinde de yer alır. 80 kDa’luk subünit dört domain 

(d1-d4), 30 kDa’luk subünit ise 2 domain (d5-d6)  içerir (Şekil 2.9). Otoliz sırasında 

domain parsiyel olarak ortadan kaybolur. Domain proteaz alanıdır ve tipik kalmodulin 

bağlayıcı proteinlerle homologluk sergiler. Kalsiyum bağlayıcı domainlerle ilişkiye 

girer ve proteaz aktivitesi için gerekli olan domainleri serbestleştirir. En iyi karakterize 

edilmiş olan μ ve m kalpainlerdir (kalpain I ve II). μ kalpainler için 5-50 mikromol, m 

kalpainler için 200-1000 mikromol kalsiyum konsantrasyonlarında her iki kalpainde 

aktive olur ve parsiyel olarakta otolize uğrarlar. İn-vivo olarak her iki kalpaininde 

fizyolojik kalsiyum konsantrasyonlarında (100-300 mikromol) aktive olduğu görülür. 

Bununla birlikte fosfolipidler gibi diğer faktörlerde aktivasyon için ek bir rol 

oynayabilirler (87).  

Domain 1, kalpain aktivasyonu sırasında sıklıkla yarılmayı yapan bir otolitik 

domaindir. Domain II de proteoliz için kritik önemi olan histidin, sistein ve asparajin 

kalıtlarının bulunduğu katalitik aktif bölge vardır. Domain III, fosfolipid ve kalsiyum 

bağlayan asidik lopa sahip bir C2 benzeri yapıdadır. C2-bölgesi yüz otuz aminoasit 

uzunluğunda kalsiyum bağlayıcı bir yapıdır. Domain IV, bir kalsiyum bağlayıcı penta 

EF-el motifi içerir ve bu kalsiyum bağlayan proteinlerin çoğuyla benzer özellikdedir 

(Şekil 2.10,11). EF-el yapısının bulunduğu bir proteine Ca+2 bağlanması, hidrofobik 

grupları yüzeye çıkaran büyük konformasyonel değişikliklere neden olur (Şekil 2.12) 

(8).  
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Şekil 2.9 Kalsiyum yokken insan kalpainin üç boyutlu yapısı (164) 

 

 

Şekil 2.10 Kalpainin şematik yapısı (87)  



25 

 

Şekil 2.11 İnsan kalpain ailesi üyelerinin domain yapıları.  

Tipik kalpainler (80 K) 4 domain içerir, atipik kalpainlerde ise eksiktir veya yer değiştirmişdir.  
Kalpainlerin küçük subünitesi 2 domain (V ve VI) içerir (164).  
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Şekil 2.12 Kalsiyum tarafından kalsiyumun aktivasyon mekanizması.  

m-Kalpaine fosfolipidlerin bağlanması konformasyonal değişikliği indükler. Domain IIa ve IIb 
yakınlaşıp bağlanır, birlikte fonksiyonel katalitik bir bölge oluştururlar. Bu 30 kDa ve 80 kDa lık 
bölgelerin ayrışmasına neden olur. Böylece 30 K lık homodimer oluşumu ile sonuçlanır. K7 ve D154 
kalsiyum iyonları yokken bir tuz köprüsü oluşturur (164).  

Kalpainler hücre iskeleti ve sinyal iletiminde görev alan proteazlar olup, ayrıca 

hücre döngüsünün düzenlenmesi, apoptoz, inflamasyon, iskemi, musküler distrofiler, 

kataraktogenez, Alzheimer ve Parkinson hastalıkları gibi diğer fizyolojik ve 

patofizyolojik proseslerde yer alırlar (94). Etanolün neden olduğu hücre ölümünde 

kalpainlerin aktive olduğu Rajgopal ve arkadaşları tarafından gösterilmiştir (139).  
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2.4.3.1. Endoplazmik retikulum ve kalsiyum 

Hücre içi Ca+2 konsantrasyonu, kalsiyum kanalları ve kalsiyum bağlayıcı 

proteinler ile ayarlanarak ER depolanır. Ca+2 depolanmasında endoplazmik retikulum 

depo görevi görür. Ca+2, ER lümeninde serbest veya kalretikulin ve kalneksin gibi 

luminal proteinlere bağlı olarak bulunur. Ca+2, sitozolden sarkoplazmik/endoplazmik 

Ca+2-ATPaz (SERCA), ATP aracılı Ca+2 pompası konsantrasyon gradientine karşı ER 

lümenine Ca+2 taşır. İnozitol-1, 4, 5 trifosfat (InsP3) reseptör/Ca+2 kanalları veya 

ryanodine reseptör (RyR)/Ca+2 kanalları kalsiyumun ER’dan salınımında önemlidir 

(Şekil 2.13). Sitozolik Ca+2 konsantrasyonundaki artış, kalpainlerin aktive olmasına 

neden olur. Ayrıca sitozolik Ca+2 konsantrasyonu artışı kalsinörin ve bad aktivasyonuna 

da neden olur (87).   

 

Şekil 2.13 Endoplazmik retikulum, kalpain ve kalsiyumun apoptozdaki rolleri (87) 
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2.4.3.2. Kalpain-katepsin hipotezi 

Nekrotik hücre ölümü durumunda aktive olmuş kalpainlerin lizozomal zarlara 

zarar verdiği belirlenmiştir. İskemik olaylardan sonra ilk görülen kalpainlerin, 

lizozomların zarına yerleşmesidir ve sonrasında da katepsinler sitoplazmaya sızar. Bu 

gözlemler kalpain-katepsin hipotezinin oluşumuna neden olur (Şekil 2.14). Kalsiyum 

aracılı kalpain aktivasyonu; lizozomların yırtılması, öldürücü katepsinlerin sızması ve 

hücrenin parçalanması ile sonuçlanır (166).  

  

Şekil 2.14 Kalpain katepsin hipotezi (166).  

2.4.3.3. Kalpain aktivasyonunun regülasyonu 

Kalpain aktivitesi, otoproteolitik salınım, fosforilasyon, Ca+2 konsantrasyonu ve 

endojen inhibitör kalpastatin ile regüle edilir. Hücre içi kalsiyum seviyelerine 

kalpainlerin hassasiyeti zar fosfolipitleri sayesindedir (87). Eksojen olarak da verilen 

kalpain inhibitörleri ile kalpain aktivasyonunun regüle edilmesine yönelik çalışmalarda 

vardır (35,182). 
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2.4.3.3.1. Kalpainler ve kalpastatin 

Kalpastatin (110 kDa), kalpainin endojen inhibitör proteinidir. Kalpain haricinde 

diğer proteazları inhibe etmez. Kalpastatin, kalpain ile beraber sitozolde ve zarda 

bulunur. Kalpastatin dört adet inhibitör bölge içerir ve 1 molekül kalpastatin 4 molekül 

kalpaini inhibe eder (Şekil 2.15). Neonatal serebral hipoksi ve iskemide yapılan 

çalışmada kalpastatin’in hipoksiye karşılık olarak upregüle olduğu ve kalpaine karşı bir 

intihar substratı olduğu tespit edilmiştir (87). 

 

Şekil 2.15 Kalpastatinin şematik diyagramı. XL domain de görülen +++ Protein kinaz A bağımlı 
fosforilasyon bölgeleridir (38).  

2.4.3.3.2. Kalpain inhibitörleri 

Bir düzineden fazla kalpain inhibitörü bilinmektedir. E64 (N-trans-epoksisüksinil-

L-lösin 4-guanidinobutilamid), leupeptin (N-asetil-Leu-Leu-argininal), kalpain inhibitör 

I (N-asetil-Leu-Leu-norlösinal), II (N-asetil-Leu-Leu-metiyoninal), AK295 

(benziloksikarbonil-Leu-aminobutirik asit-CONH(CH2)3-morfolin), AK275 

(benziloksikarbonil-Leu-aminobutirik asid-CONH-CH2CH3) gibi.  En çok kullanılanlar 

peptid aldehitlerdir. Aldehit son grubu sülfidril grubuna bağlanır. Bu bağlanma 

kalsiyuma bağımlı ve geri dönüşümlüdür. Kalpain inhibitör-1 hücre geçirgenliği olan 

bir inhibitördür. Ancak leupeptin hücre geçirgenliği çok az olan bir kalpain 

inhibitörüdür. Diğer bir inhibitör ise E64; bu da kovalent bağlarla sülfidril grublarına 

geri dönüşümsüz olarak bağlanır (87). Aldehid peptid olan Kalpain inhibitör-1, 

kalpainin aktif bölgesini bloke eder (Şekil 2.16) (27). Deneysel beyin hasarı, hipoksi ve 

santral sinir sistemi infeksiyonlarında kalpain artışını takiben kullanılan leupeptin, E64 

ve A295 gibi kalpain inhibitörlerinin araşidonik asid metabolitlerinde azalma, 

plazmalojen ve Na-K ATP’az aktivitelerinde artma gibi biyokimyasal değişimlere 

neden olduğu ve santral nöroprotektif ve antiinflamatuar etkisi gösterilmiştir (94).  
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Şekil 2.16 Kalpain İnhibitor I; N-[N-(N-Asetil-L-lösil)-L-lösil]-L-norlösinal. 

2.4.3.4. Kalpain ve kaspazların apoptozdaki sinerjik rolleri 

Kalpainler, kaspaz 9 ve prokaspaz 3’ün aktiflenmesini sağlayarak apoptoza katılır. 

Kaspaz 3’ün m-kalpain ile aktivasyonu doza bağımlı bir şekilde in-vitro olarak sitozolik 

fraksiyonlara inkübasyonu, kaspaz 3 proformlarının kalpainlerle beraber aynı ortamda 

tutulması ile ortaya konmuştur. Bu bir miktar aktif kaspaz 3’ün olmasını gerektirir ve 

kalpain inhibitörü kalpastatin ile engellenebilir. Blomgren ve arkadaşları kaspaz 3’ün, 

neonatal hipoksi-iskemi sonrası sinerjistik aktivasyonun m-kalpain vasıtasıyla olduğunu 

göstermiştir (Şekil 2.17) (91). 

 

Şekil 2.17 Kalpain ve Kaspazların apoptozdaki rolleri (87). 
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2.4.3.5. Mitokondri içindeki kalpainler 

Kalpainler sitoplazmik enzimler olarak düşünülmesine rağmen son çalışmalar 

kalpainlerin mitokondride de var olduğunu göstermektedir. Mitokondriyal aspartat 

aminotransferaz ve AIF’ün kesilmesine karışırlar (124). Mitokondriyal µ-kalpainlerin 

biyokimyasal özellikleri sitozolik µ-kalpainlere benzer, 80 kDa’lık büyük katalitik alt 

ünitesi ile bir 28 kDa’lık düzenleyici küçük alt birimi vardır (84). Mitokondride kalpain 

10’un varlığı ile ilgili çalışmalar artmaktadır. Kalpain 10 elektron taşıma zincirinin 

komplex 1 alt ünitesini yarması ile kalsiyum indüklemeli mitokondrial disfonksiyona 

sebep olur. µ-Kalpain ve m-kalpainden farklı olarak mitokondrial kalpain 10, domain 

IV içermez (8). Tavşan, sıçan ve fare böbrek mitokondrilerinde moleküler kütlesi 75 

kDa (kalpain 10a), 56 kDa (kalpain 10c veya 10d), ve 50 kDa (kalpain 10e) olan kalpain 

10’u Giguere ve arkadaşları belirlemiştir (51). Fizyolojik ve patofizyolojik şartlar 

altında kalsiyum iyonu konsantrasyonu paylaşımına mitokondriden “sodyum kalsiyum 

değiştirici (NCX)” aracılı kalsiyum salınımının önemli bir katkısı olduğu gösterilmiştir 

(53). Mitokondrial kalsiyum konsantrasyonundaki artış mitokondrial kalpainleri aktive 

eder, akabinde apoptotik hücre ölümü tetiklenir. Mitokondrial kalsiyum 

konsantrasyonundaki bu artışda, µ-kalpainler tarafından NCX’in yarılması, 

mitokondrial majör kalsiyum fışkırması düz kas hücrelerinin ölümünde önemli rol 

oynayabilir (Şekil 2.18) (85). 
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Şekil 2.18 Mitokondrideki kalpain aracılı hücre ölümü modeli.  

Bir apoptotik uyaran hücre içine kalsiyum akışına neden olur. Kalsiyum konsantrasyonundaki 
artış, AIF yapımına neden olan IMS/IM daki kalpain aktivasyonu ile sonuçlanır. Eş zamanlı olarak da 
mitokondrial NCX de yarılma, majör kalsiyum fışkırması olabilir ve mitokondrial kalsiyum aşırı dolması, 
sitokrom c salınımı olur. AIF ün yarılıp parçalara ayrılması, sonra sitozol içine salınımı(A),  Bax/Bak-
aracılı porlar(B) veya kalsiyum bağımlı mitokondrial permeabilite geçişinin uyarılması, nükleusa 
translokasyon ve orada kromatin kondensasyonu ve DNA fragmantasyonu oluşumu (85). 

Mitokondrial µ-kalpainler olgun AIF’ü (62kDa) yarmaktadır ve tAIF (57kDa) 

mitokondri iç zarından zarlar arası bölgeye salınır. Bu mitokondrial µ-kalpainlerin AIF 

indüklemeli kaspaz bağımsız programlı hücre ölümü yolağında bir başlatıcı olduğunu 

göstermektedir (125).  Ayrıca kalpainler mitokondrial geçiş porlarının oluşumunu 

artırarak AIF salınımında direkt rol alırlar. Voltaj bağımlı anyon kanallarının (VDAC) 

proteolitik süreci aracılığıyla sitozole tAIF’nin salınımında mitokondrial m-kalpainler 

önemli bir rol oynar. AIF, VDAC’ın yarılması ve Bax’ın mitokondrial birikimi aracılığı 

ile sitozole salınır (Şekil 2.19) (126).  
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Şekil 2.19 AIF’ün oluşumu ve mitokondriden salınımı modeli. Bir apoptotik uyarıcı sitozol içine 
kalsiyum akışına neden olur. Kalsiyum konsantrasyonundaki artış mitokondri içine kalsiyum akışına 
neden olur. Bu da IMS içinde mitokondrial µ-kalpain aktivasyonuyla sonuçlanır. Aktive olan 
mitokondrial µ-kalpain AIF’ü keser ve IM’den IMS’ye salınır. Mitokondrial kalsiyum düzeyinde 
meydana gelen daha fazla artışlar OM deki Bax ile ilgili VDAC’ın yarılmasına neden olan mitokondrial 
m-kalpaini aktive eder. tAIF bu durumda VDAC/Bax-aracılı porlar veya Bax/Bax-aracılı porlar aracılıyla 
sitozole salınır (85). 

Kalpainler, kaspaz bağımlı programlı hücre ölümü yolağında proteazların kaspaz 

ailesi üyeleri ile direkt ve indirekt etkileşimler yaparak önemli rol oynayabilirler. 

Kalpainler Apaf 1’i yarmaktadır. Apaf-1’de meydana gelen kayıp, kaspaz 3 benzeri 

proteazların aktivitesindeki azalma ile koraledir. Kaspaz 9 üzerindeki kalpainlerin 

etkisi, aynı zamanda kaspaz 3’ü aktive etme yeteneğindeki kayıp ile sonuçlanır. Aksine 

kalpain prokaspaz 7’yi kaspaz 7 haline dönüşmesi için keser. Bu diğer kaspaz 

aktivitelerinden bağımsızdır (16). Kaspaz sistemi ve kalpainler arasındaki atışma aynı 

zamanda kalpastatin aracılığı ile de oluşur. Kaspazlar, kalpastatinin keserek onun 

inhibitör aktivitesini azaltırlar. Bu da kalpain ile kalpastatin sistemi arasındaki etkileşim 

sistemini düzenler. Her ne kadar kalpastatinin aşırı ekspresyonu başlangıçta kaspaz 3 

aktivitesini artırsada (kaspaz 9 ve kaspaz 3’ün kalpain aracılı yıkılımının engellenmesi) 

kalpastatin daha sonra kaspaz 3 tarafından yıkılır. Bu kalpain aktivitesinde ikincil 

artırıcı bir etki yaratır (Şekil 2.20) (16,85). 
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Şekil 2.20 Kalpain, kalpastatin ve kaspazlar arasındaki ilişki (123). 

MPT (membran permabilite transisyonu) bir mitokondrial disfonksiyon formudur 

ve aşırı kalsiyum dolması, adenin nükleotid konsantrasyonunda azalma, mitokondri zar 

potansiyelinde azalma, oksidatif stresdeki artış ile oluşur, porların açılması ve 

mitokondrial şişme ile karakterizedir (Şekil 2.21). Kalpain 10’un aşırı salınımı 

mitokondrial bozulmayı ve şişmeyi uyarmaktadır, bu MPT ile uyumludur ve MPT 

inhibitörleri tarafından mitokondrial morfolojideki bu değişiklikler durdurulabilir (96). 

Kalpain inhibitörü kalpeptin tarafından MPT’nin % 30 inhibe edildiği görülmüştür (8).  
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Şekil 2.21 Kalsiyum ile indüklenen mitokondrial disfonksiyondan sonra kalpain 10 etkisinin ileri 
sürülen mekanizması (85).   

Hasardan sonra oluşan sitozolik kalsiyum artışı nedeniyle, kalsiyum kanal 

uniporter aracılıyla mitokondriye kalsiyum geçer.  Matriksdeki kalsiyum artışı, solunum 

defekti ile sonlanmasına neden olan kompleks 1’in 2 önemli alt ünitesinin (ND6*  ve 

NDUFV2#) yarılmasını indükleyen mitokondrial kalpain 10’u aktive eder. Mitokondrial 

kalsiyumdaki artış aynı zamanda muhtemelen zar por proteinlerinin proteolizi boyunca 

MPT’nin indüklenmesinde de payı vardır (85). 

2.4.3.5.1. Mitokondrial kalpainlerin regülasyonu 

Akciğer düz kas mitokondrileri XL domainine sahip 145 kDa ağırlığında 

kalpastatin, ve L domainine sahip 110 ve 120 kDa ağırlığındaki kalpastatin içerdiğini 

son çalışmalarla gösterilmiştir (84). Fizyolojik kalsiyum konsantrasyonlarında µ-kalpain 

kalpastatin tarafından sıkıca düzenlenmektedir. Ozaki ve arkadaşları µ-kalpainlerin 

ERp57 tarafından regüle edildiğini göstermiştir  (125). ERp57 protein disülfit isomeraz 

ailesi üyesidir. ERp57 sitozolde, endoplazmik retikulumda ve çekirdekte bulunur. 

Yanlış katlanmış glikoproteinlerin disülfit bağlarının yeniden düzenlenmesinde ve 

katlanmanın doğrulanmasında görev yapar. m-Kalpain, ERp75 ile ilişkilidir. ERp75, ısı 
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şok protein 70 ailesinden olan önemli bir moleküler şaperondur. Mitokondrial m-

kalpainin büyük alt biriminin yeniden katlanmasında ERp75 önemli rol oynar. Bu 

yeniden katlanma, muhtemelen fonksiyonel konformasyon formunda disülfit bağlarının 

oluşumunu içerir (85). 

2.5. Miyokard Hasarının Biyokimyasal Belirteçleri 

Akut göğüs ağrısından dolayı insanlar hastanelerin acil bölümlerine 

başvurmaktadır. Miyokard infarktüsünün teşhisi semptomlar, elektrokardiyogram 

(EKG) bulguları ve kardiyak testlerinden destek alır (128). Ama EKG sıklıkla 

diagnostik değildir (111) ve semptomlar atipik veya güvenilmez olabilir (137). 

Myokardiyal hücreler nekroza uğradıklarında zar bütünlüğü kaybolur ve hücre içi 

makromoleküler yapı, lenfatikler ile dolaşıma geçerler. Bunlara “serum kardiyak 

belirteçler” denir. Optimal bir özgünlük için; biyokimyasal belirteçlerin miyokardda 

yüksek oranda bulunması, buna karşılık başka dokuda ve serumda hiç bulunmaması 

gerekir. Optimal duyarlılık için ise miyokard hasarını takiben süratle seruma çıkması ve 

serumdaki miktarı ile hasarın derecesi arasında uyum olması gereklidir. Ayrıca ölçüm 

metodunun kolay ve ucuz olması ve tanıya olanak sağlayacak kadar yeterli sürede 

serumda yüksek düzeyde kalması gerekmektedir (150). Bu sebeplerden dolayı 

araştırmamızda geleneksel kardiyak testleri, özellikle de kreatin kinazın izoenzimi CK-

MB (kreatin kinaz-MB) aktivitesi ve beyin natriüretik peptid (BNP) onikinci saatte 

ölçülebilecek en uygun testler olarak kullanıldı. 

2.5.1. Kreatin kinaz-MB   

Kreatin kinaz kas metabolizmasının temel bir enzimi olup ATP aracılı kreatinin 

fosforilasyonu geri dönüşümlü olarak katalize eder. CK alt birimleri; B (beyin) ve M 

(kas)'dır. İzoenzimleri BB (CK1), MB (CK2), MM (CK3)'dür. BB en fazla beyinde 

olmak üzere prostat, barsaklar, akciğer, mesane, uterus ve tiroidde; MB %25-46 

oranında kalp kasında ve %5'den az oranda iskelet kasında; MM en fazla iskelet ve kalp 

kasında bulunmaktadır. Normalde total CK aktivitesinin %94-98’ni MM fraksiyonu, 

%2-6’sını da MB fraksiyonu teşkil eder (66). Miyokard infarktüsü sonrasında serumda 
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total CK aktivitesi 4-6 saat içinde yükselmeye başlar. CK-MB göğüs ağrısı başladıktan 

yaklaşık 10-20 saat sonra maksimum düzeye ulaşır. CK-MB’nin yarı ömrü CK-3’ten 

daha kısa olduğundan total CK’dan daha hızlı azalır. CK-MB enziminin MB-1 ve MB-2 

formu vardır. Miyokard infarktüsünde MB- 2 formu salınır (63).  

2.5.2. Atrial ve beyin natriüretik peptidler (ANP ve BNP) 

 Atrial ve beyin natriüretik peptidler öncelikle kalpte üretilir. Her ikiside öncül bir 

peptidin son ürünlerini temsil eder. Örneğin pro-ANP nin yarılmasıyla olgun ANP 

meydana gelir. Normalde BNP’nin temel salınım bölgesi kardiak ventriküllerdir ve 

ANP’nin ise atriumdur (149).  Miyosit içinde sentez edilen prepro BNP 134 

aminoasitten oluşur. Pro BNP oluşturmak üzere 26 aminoasitlik bir sinyal peptidi 

ayrılır. Sonrasında 76 aminoasitlik kısım ayrılarak 32 aminoasitten oluşan BNP oluşur 

(Şekil 2.22) (25). Kalp dokusundan BNP’nin salınımı 6-12 saatte doruk noktasına ulaşır 

(119,163). ANP ve BNP’nin salınımının uyarılmasında hem ventriküler yapının hem de 

nörohormonal faktörlerin önemli olduğunu gösteren kanıtlar vardır. Natriüretik 

peptidlerin biyosentezinin ve salınımının düzenlenmesinde; elektrolit dengesi, kan 

basıncı ve vazomotor halin kontrol edilmesini içeren kompleks bir mekanizma vardır. 

Miyokardiyal gerilme ANP ve BNP’nin salınımına neden olur. Endotelin 1, anjiotensin 

2, katekolaminler, tiroid hormonları ve prostaglandinler natriüretik peptidlerin gen 

ekspresyonunu ve salınımını uyarır (149,183). Kardiyovasküler fonksiyonun 

kontrolünde hormonal sistemin en önemlilerinden biri olan natriüretik peptid sistem rol 

oynar. ANP ve BNP’nin fizyolojik etkileri arasında vazodilatasyon, natriürez, renin-

anjiotensin-aldosteronun ve sempatik sinir sistemi inhibisyonu vardır. ANP ve BNP 

aynı zamanda nörotransmisyon, endokrin fonksiyonlar ve hücre çoğalması ile 

hipertrofisinin regülasyonunda da etkindirler (46,149). Tüm memeli türlerinde 

natriüretik peptid genlerinin uyarılması kardiyak hipertrofinin bir göstergesidir ve klinik 

şiddetin belirtecidir (46,76).  Natriüretik peptidler kimyasal maddelerin kalp üzerindeki 

etkilerini belirlemede kullanılabilir. Örneğin sıçanlarda sekiz haftalık etanol 

maruziyetinden sonra plazma BNP düzeyinde artış görülmüştür (175).  
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Şekil 2.22 BNP’nin sentez ve sekresyonu (21) 
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3. MATERYAL VE METOD 

3.1. Cerrahi İşlem ve Operasyon Protokolü 

Çalışmamızda 250–300 gr erkek Spraque-Dawley türü sıçanlar kullanıldı. Deney 

hayvanlarındaki çalışmalar için ön denemeler gerçekleştirildi, etanol verilen sıçanlarda 

kalp üzerine etkiler gözlendikten sonra çalışmalara geçildi. Çalışmamızda kullanılan 

doku kalbin sol ventrikülüdür. Sol ventrikül izole edildiğinde çok küçük olduğu için 

(150-200 mg) ikişer grup oluşturularak 80 sıçan kullanıldı. Dolayısıyla 40 adet sıçan 

Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı’nda biyokimyasal analizler için kullanıldı.  40 adet 

sıçan ise Histoloji Anabilim Dalı’nda histolojik incelemeler için kullanıldı. Bu 

çalışmada yapılan bütün işlemler için Osmangazi Üniversitesi Tıbbi-Cerrahi Deneysel 

Araştırma Merkezinden izin alınarak etik kurul raporu düzenlendi (Kayıt no: 113/2009). 

Bu araştırma için gerekli kaynak, Osmangazi Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri 

Komisyonunca desteklenen 201011003 nolu projeden sağlanmıştır.  

3.1.1. Deney grupları  

Kontrol grubu (n=10): Bu gruptaki sıçanlara etanolle aynı kaloride maltoz 

solüsyonu verildi. 

Etanol grubu (n=10): Bu gruptaki sıçanlara 8g/kg etanol verildi. 

Etanol + inhibitör grubu (n=10): Bu gruptaki sıçanlara 8g/kg etanol ve 20 mg/kg 

kalpain inhibitörü verildi. 

Çözücü grubu (n=10): Kalpain inhibitörünün çözüldüğü miktarda DMSO ve 

maltoz solüsyonu verildi.  

3.1.2. Etanol infüzyonu 

Etanol akut etki oluşturacak şekilde sıçanlara gavajla 8g/kg vücut ağırlığı olarak 

verildi. 12 saat sonra sıçanlardan serum ve doku örnekleri alındı. Etanolle eşit kaloriye 

denk gelmesi amacıyla kontrol ve çözücü grubuna da maltoz solüsyonu verildi 

(26,83,155).  
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3.1.3. İnhibitör 

Kalpain inhibitörü olarak kalpain inhibitör 1 (N-asetil-lösin-lösin-norlösinal) 20 

mg/kg olarak etanol verilmesinden 15 dakika önce intraperitonal yolla verildi. İnhibitör 

DMSO’da çözüldü. Çözücü grubuna da inhibitörün çözüldüğü miktarda DMSO 

intraperitonal yolla verildi (35,182). 

3.1.4. Anestezi 

Etanol verilmesinden 12 saat sonra tüm sıçanlara anestezik madde olarak 

ketamin–ksilazin karışımı uygulandı (80,99).  

3.1.5. Numunelerin saklanması 

Biyokimyasal çalışmalar için dokular sıvı azot ile muamele edilip çalışma anına 

kadar -80 Co saklandı. Histolojik çalışmalar için dokular nötral formalinde 24–48 saat 

süre ile fikse edildi. Fiksasyondan sonra dokuların rutin histolojik takipleri yapıldı. 
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3.2. Biyokimyasal Ölçümler 

3.2.1. Kalpain aktivasyonu ölçümü 

Kalsiyum içeren ve içermeyen iki farklı tampondaki ölçüm sonuçlarının farkı 

kalpain aktivitesi sonucu olarak kullanıldı. 63.2 mM imadazole-HCl içeren 10 mM of 2-

mercaptoethanol (pH 7.3) “ölçüm tamponu” olarak kullanıldı. Ölçüm tamponuna 20 

mM Etilenbis(oksonitrilo)]tetra-asetat (EGTA) ve 25 mM Etilendiamintetraasetik asid 

(EDTA) ekleyerek pH’ı 7.3 olan “kalsiyumsuz tampon” olarak isimlendirildi. Ölçüm 

tamponuna 1.25 mM CaCl2 (pH 7.3) eklenerek “kalsiyumlu tampon” elde edildi. 

Dokular “5 ml/g doku” oranında kalsiyumsuz tampona koyularak homojenize edildi. 

Daha sonra (14000 g, 4°C, 30 dakika) santrifüj edildi.  

        500 µl supernatant içeren 4 tüpün ilk ikisine 1.5 ml kalsiyumsuz tampon 

eklendi. Diğer ikisine 1.5 ml kalsiyumlu tampon eklendi. 37 C0 de 10 dakikalık 

preinkübasyondan sonra 10 µl substrat N-süksinil-Leu-Tyr–7-amino–4-metil kumarin 

(10 mM DMSO içinde) eklendi. 

        30 dakikalık inkübasyondan sonra bütün tüpler flurometrede 380 eksitasyon 

and 460 nm emisyonda okundu. Kalpain aktivitesi kalsiyum bağımlı flurosans ve 

kalsiyum bağımlı olmayan flurosansın farkı olarak tespit edildi. A 7-amino–4-metil 

kumarin (AMC) ile kalibrasyon eğrisi çizildi (Grafik 3.1). Kalpain aktivitesi doku 

proteini ve dakikaya göre AMC salınımı olarak ifade edildi (110).  

 
Grafik 3.1 Kalpain aktivitesi kalibrasyon eğrisi         
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3.2.2. Katepsin B ve L aktivite ölçümleri 

  Lizozomlardan sitoplazmaya sızan ve sağlam lizozomlarda kalan katepsinlerin 

tespit edilmesi hücre hasarı hakkında ip ucu verebilmektedir. Süpernatandan sitozolik 

fraksiyonun elde edilmesi için kalp dokusu homojenatı sükroz Tris-HCI tamponunda 

(0.32 M sükroz, 0.05 M Tris-HCl, pH 7.4) homojenizatör kullanılarak hazırlandı. Daha 

sonra homojenatlar +4 oC’de 5 dakika boyunca 1000 g’de sanrifüj edildi. Pelletler 

ayrıldıktan sonra süpernatanlar +4 oC’de 20 dakika boyunca 10 000 g’de santrifüj edildi. 

Süpernatanlar sitozolik fraksiyon olarak kullanıldı. Pellet ise 1 ml Triton X 100 içeren 

tampon ile resüspanse edilerek lizozomal fraksiyon olarak kullanıldı (74). Sitozolik ve 

lizozomal fraksiyonlarda ayrı ayrı ölçülen katepsin aktivitelerinin birbirine oranı 

lizozomal hasarın miktarını göstermektedir. 

Katepsin B ve L enzim aktivitesi Kirschke ve arkadaşlarının modifiye ettikleri 

yönteme göre çalışıldı. Enzim aktivitesi metilkumarilamid substratı kullanılarak 

ölçüldü. 0.75 ml madde B (8.0 mM L-sistein), 0.90 ml madde C (% 0.1 (v/v) Brij 35 

çözeltisi), 0.10 ml homojenat karıştırıldı.  Üzerine 0.75 ml madde D (Katepsin L 

aktivitesi substratı olarak Z-Phe-Arg-7-Amido-4-Metilkumarin kullanarak, katepsin B 

aktivitesi Z-arg-arg-7-amido-4-metilkumarin kullanılarak) konulduktan sonra oluşan 

floresans 348 nm eksitasyon ve 440 nm emisyonda spektroflurometrede ölçüldü (13). 

AMC’nin seri dilüsyonu ile kalibrasyon eğrisi çizildi ve sonuçlar nmol/ml olarak 

hesaplandı (Grafik 3.2).  Sitozolik fraksiyonunun sonuçları lizozomal fraksiyona 

oranlandı. 

 
Grafik 3.2 Katepsin aktivitesi kalibrasyon eğrisi 
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   3.2.3. Kaspaz 3 aktivasyonu ölçümü 

Kaspaz–3 aktivitesini ölçmek için ticari kit ( Sigma CASP-3-C) kullanıldı. Bu kit, 

asetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilidin, p-nitroanilin (pNA) oluşacak şekilde kaspaz-3 

tarafından hidrolizi ile oluşan pNA’nin absorbansının 405 nm’de ölçümü prensibine 

dayanmaktadır. Kalp doku örnekleri lizis tamponunda (250 mM HEPES, pH 7.4, %1 

CHAPS, 50 mM DTT, 10 mM EDTA) homojenize (1/10) edilerek 3000 rpm’de +4 
oC’de 20 dakika santrifüj edildi. Süpernatant 14000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi, 

süpernatantda santrifüj işlemi tekrarlandı. Süpernatant fraksiyonunda kaspaz–3 

aktivitesi ölçüldü (190).  

Kaspaz 3 aktivitesi ölçümü kısaca şu şekilde yapıldı: 

1. 96’lık plate kuyucuklarına numune, kör ve standarttan 5 µl eklendi.  

2. Üzerlerine 85 µl çalışma solüsyonundan (200 mM HEPES, pH 7.4, 1% 

CHAPS, 50 mM DTT, 20 mM EDTA) eklendi.  

3. Kaspaz 3 substratı Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilidden 10 µl eklendi.  

4. 1 saat 37 Co de bekletildikten sonra elisa okuyucu ile 405 nm’de absorbanslar 

ölçüldü. 

p-Nitroanilin kullanılarak kalibrasyon grafiği çizildi (Grafik 3.3). Doku protein 

içeriğinin ölçülmesiyle µmol pNA/ dakika/ mg protein olarak ifade edildi. 

 
Grafik 3.3 Kaspaz 3 aktivitesi kalibrasyon eğrisi 
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3.2.4. Sitokrom c salınımı ölçümü 

Sitokrom c salınımı ölçümü için kalp dokusu tampon A (20 mmol/l HEPES-KOH, 

pH 7.5, 250 mmol/l sükroz, 10 mmol/l KCl, 1.5 mmol/l MgCl2, 1 mmol/l EDTA, 1 

mmol/l EGTA, 1 mmol/l dithiothreitol, 0.1 mmol/l fenilmetilsulfonil florid, 2 µg/ml of 

aprotinin, 10 µg/ml leupeptin, ve 5 µg/ml pepstatin) içerisinde homojenize edildi. 800 

g’de 10 dakika santrifüj edildi. Supernatant atıldı ve pellet tampon A ile resüspanse 

edildikten sonra tekrar 8000 g’de 10 dakika santrifüj edildi. Santrifüjden sonra 

supernatant başka bir tüpe alındı. Pellet tampon A ile yıkandıktan sonra, tampon B (10 

mmol/l TrisHCl, pH 8.0, 0.5% Nonidet P-40 ve 5 mmol/l CaCl2 içeren) içerisinde 

çözüldü ve mitokondrial fraksiyon olarak kullanıldı. Supernatant ise 100000 g’de 

santrifüj edildi ve sonrasında supernatant sitozolik fraksiyon olarak kullanıldı (160). 

Hem mitokondrial fraksiyonda hem de sitozolik fraksiyonda ticari kit (R&D Sistemleri 

MCTC0) kullanılarak Sitokrom c ölçümü yapıldı. Sitozolik fraksiyonun mitokondrial 

fraksiyona oranı mitokondrial hasarın göstergesi olarak kullanıldı (56).  

     Sitokrom c ölçümü kısaca şu şekilde yapıldı: 

1. Kitten çıkan plate de bulunan her bir kuyucuğa 75 µl konjugat solüsyonu 

(Horseradish peroksidaz bağlı sıçan/fare sitokrom c antikoru ) eklendi. 

2. 50 µl standart (200 ng sıçan/fare sitokrom c), kontrol, numune plate 

pipetlenip karıştırıldı. 2 saat oda ısında bekletildi. 

3. 400 µl yıkama solüsyonu ile her bir kuyucuk 5 kez yıkandı. 

4. 100µl substrat (H2O2 ve Tetrametilbenzidin) eklenip 30 dakika oda 

ısısında bekletildi.  

5. 100 µl stop solüsyonu (Hidroklorik asit) eklenip 30 dakika içinde 450 

nm’de elisa okuyucu (Victor) ile absorbanslar okutuldu. 

Kitin içerisinden çıkan standart ile seri dilüsyon yapıldı. Standartların absorbans 

değerleri ölçüldü ve kalibrasyon eğrisi yardımıyla sonuçlar ng/ml olarak hesaplandı 

(Grafik 3.4). Sitozolik fraksiyonun sonuçları mitokondrial fraksiyona oranlandı.  
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Grafik 3.4 Sitokrom c ölçümü kalibrasyon eğrisi 
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3.2.5. Serum BNP düzeyinin belirlenmesi 

Serum BNP düzeyleri ticari kit (USCN Life Science) kullanılarak ölçüldü. Ölçüm 

kısaca şu şekilde yapıldı: 

Kitin içerisinden çıkan 96’lık plate standart, kör ve serum 100 µl pipetlendi. 2 saat 

37 C0 de bekletildi. 

Her bir kuyucuktaki sıvılar boşaltıldı. 100 µl solüsyon A (Biotin ile bağlanmış 

poliklonal BNP antikoru) pipetlendi. 1 saat 37 CO de bekletildi. 

Her bir kuyucuktaki sıvılar boşaltıldı. 350 µl yıkama solüsyonu ile 3 kez yıkandı. 

100 µl solüsyon B (Horseradish peroksidaz bağlı avidin) pipetlendi. 30 dakika 37 

CO de bekletildi. 

Her bir kuyucuktaki sıvılar boşaltıldı. Her bir kuyucuk 350 µl yıkama solüsyonu 

ile 5 kez yıkandı. 

90 µl substrat solüsyonundan (Tetrametilbenzidin) her bir kuyucuğa pipetlendi. 

Işıktan korunarak 15 dakika bekletildi. 

50 µl stop solüsyonundan (Sülfirik asit) her bir kuyucuğa pipetlendi. Oluşan sarı 

renk 450 nm de elisa okuyucu (Victor) ile ölçüldü. 

Kitin içerisinden çıkan standart ile seri dilüsyon yapıldı. Standartların absorbans 

değerleri ölçüldü ve kalibrasyon eğrisi çizildi (Grafik 3.5). BNP sonuçları pg /ml olarak 

ifade edildi (186). 

 
Grafik 3.5 Beyin Natriüretik Peptid Kalibrasyon eğrisi. 
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3.2.6. Serum CK-MB düzeyinin belirlenmesi 

Serum CK-MB düzeyleri ticari kit (USCN Life Science) kullanılarak ölçüldü. 

Ölçüm kısaca şu şekilde yapıldı: 

Kitin içerisinden çıkan 96’lık plate standart, kör ve serum 100 µl pipetlendi. 2 saat 

37 C0 de bekletildi. 

Her bir kuyucuktaki sıvılar boşaltıldı. 100 µl solüsyon A (Biotin ile bağlanmış 

poliklonal CK-MB antikoru) pipetlendi. 1 saat 37 C0 de bekletildi. 

Her bir kuyucuktaki sıvılar boşaltıldı. 350 µl yıkama solüsyonu ile 3 kez yıkandı. 

100 µl solüsyon B (Horseradish peroksidaz bağlı avidin) pipetlendi. 30 dakika 37 

C0 de bekletildi. 

Her bir kuyucuktaki sıvılar boşaltıldı. Her bir kuyucuk 350 µl yıkama solüsyonu 

ile 5 kez yıkandı. 

90 µl substrat (Tetrametilbenzidin) solüsyonundan her bir kuyucuğa pipetlendi. 

Işıktan korunarak 15 dakika bekletildi. 

50 µl stop solüsyonundan (Sülfirik asit)  her bir kuyucuğa pipetlendi. Oluşan sarı 

renk 450 nm de elisa okuyucu (Victor) ile ölçüldü. 

Kitin içerisinden çıkan standart ile seri dilüsyon yapıldı. Standartların absorbans 

değerleri ölçüldü ve kalibrasyon eğrisi çizildi(Grafik 3.6). CK-MB sonuçları U /L 

olarak ifade edildi (105). 

 
Grafik 3.6 Serum CK-MB ölçümü kalibrasyon eğrisi 
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3.2.7. Doku protein miktarı ölçümü 

        Kalp dokusundan elde ettiğimiz homojenatların protein miktarını Bradford 

yöntemi ile ölçüldü (18).  

Reaktifler: 

1. Coomassie Brilliant Mavi G-250 

2. Ethanol %95 

3. Fosforik asit (H3PO4) %85 

1 litre Bradford solüsyonu hazırlamak için; 

1. Basamak: 1 litrelik kabda 100 mg G-250 Coomassie Mavisi boyası 50 ml %95’lik 

etanol kullanılarak çözüldü. 

2. Basamak: Üzerine %85 lik fosforik asitten 100 ml eklendi. 

3. Basamak: Distile su ile 1 litreye tamamlandı. 

Bu solüsyon derişik stok solüsyondur. Işıkdan korunarak oda ısısında saklanabilir. 

Kullanımdan önce whatman filtre kağıdı ile süzüldü. 5 kez sulandırıldı.  

Ölçüm:  

100 µl örnek 5 ml solüsyon ile karıştırıldı. Vortekslendi. 5 dakika oda ısısında 

bekledikten sonra 595 nm spektrofotometrede ölçüldü. 

Albumin ile seri dilüsyon yapılarak standartlar hazırlandı. Kalibrasyon eğrisi çizildi 

(Grafik 3.7). Protein sonuçları mg/ml olarak ifade edildi. 

 

Grafik 3.7 Doku protein ölçümü için albumin ile yapılan kalibrasyon eğrisi 
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3.3. Histolojik İncelemeler 

3.3.1. Işık mikroskobu incelemesi 

Kontrol, çözücü, alkol ve alkol + inhibitör gruplarını oluşturan tüm sıçanlardan 

kalp kası örnekleri alındı. Alınan kalp kası örnekleri formalin fiksatifi içinde 48 saat 

süre ile fiksasyonları sağlandı. Fiksasyonları sağlanan örnekler fiksatifin çökmesini 

engellemek amacıyla 3-4 saat çeşme suyunda yıkandı. Çeşme suyuyla yıkanan doku 

parçaları daha sonra sırasıyla kademeli olarak %70’lik, %80’lik, %90’lık ve %96’lık 

alkol serilerinde 45’er dakika bekletilerek dehidratasyonları sağlandı. 

Dehidratasyonlarının ardından örnekler şeffaflandırılmak üzere 2 kez 20’şer dakika 

ksilolde bekletildi. Kalp kası örnekleri şeffaflanmalarının ardından etüv içinde 65oC’de 

eritilmiş parafinlere alınarak 60 dakika süreyle üç ayrı parafinde bekletildi. Parafinize 

edilen dokular ayrı ayrı parafin içeren kasetlere gömülerek bloklandı ve kesit alınmaya 

hazır duruma getirildi. Parafin bloklardan kesitlerin alınmasında kullanılacak mikrotom 

bıçağı buzdolabında soğutularak, mikrotom aracılığı ile her bir örnekten 5’er 

mikrometre kalınlığında doku kesitleri alındı. Kesitlerin 45oC’de su banyosunda 

açılmaları sağlanarak temiz lamlar üzerine alınmasından sonra etüv içinde 1 saat süre ile 

bekletilmeleri sağlandı. Preparatlar 1’er saat süre ile iki ayrı ksilolde tutulup 

deparafinizasyonları sağlandıktan sonra boyama aşamasına geçildi. Kesitlerin 

boyanmasında Hematoksilen-Eosin (HE) ikili boyası kullanıldı. Deparafinizasyonu 

yapılmış olan doku kesitleri 5’er dakika süreyle %96, %90, %80, %70’lik alkollerde ve 

distile suda bekletildi. Kesitler Hematoksilen ile 2 dakika ve Eosin ile 10 dakika 

boyandı. Çeşme suyu ile fazla boyası alınan kesitler hızla alkol serilerinden geçirilip 

dehidratasyonları sağlandı.  Dokular iki ayrı ksilolde 30’ar dakika tutularak 

şeffaflaştırıldı ve şeffaflanan dokular daha sonra entellan ile kapatılarak ışık 

mikroskobik düzeyde Olympus BH-2 mikroskop ile değerlendirmeleri yapılarak sol 

ventrikül dokusu örneklerini içeren tüm preperatların Olympus DP-70 digital kamera ile 

fotoğrafları çekildi. Bulguların değerlendirilmesinde nekroz, ödem, miyofibriler 

dejenerasyon, hemoraji ve infilamasyona göre skorlama yapılmıştır (21). Skorlamada; 

0: Hasar yok  2: Orta hasar 

1: Az hasar  3: Çok hasar olarak değerlendirildi. 
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3.3.2. TUNEL Boyama Tekniği Protokolü 

Apoptoz rutin histolojik teknikler ile gösterilebilir. Ancak apoptozu tespit etmek 

için daha hassas yöntemler bulunmaktadır. Apoptotik hücrelerin en erken evrelerde 

görülebilmesi için bu yöntemlerin başında TUNEL (terminal deoxynucleotidyl 

transferase mediated dUTP nick and labeling) yöntemi gelmektedir. Apoptotik sinyaller 

DNA üzerinde kırıklar oluşturmaktadır. Açığa çıkan DNA parçalarının serbest 3'-OH 

uçlarına terminal deoksinükleotidil transferaz aracılığıyla digoxigenin işaretlenmiş ve 

işaretlenmemiş deoksinükleotidler eklenir. Daha sonra digoxigenin işaretlenmiş yeni 

nükleotidler anti-digoxigenin konjugatı ile tespit edilir. Diaminobenzidine işaretlenmiş 

örnek ile tepkimeye girerek DNA kırığı bölgesinde çözünemeyen bir substrat oluşturur. 

Metil yeşili ile zıt boyama yapılarak işlem sonlandırılır. Araştırmamızda TUNEL 

aktivitesi deney ve kontrol gruplarına ait 4µm kalınlığındaki parafin kesitlerde çalışıldı. 

TUNEL incelemesinde TUNEL pozitif hücrelerin tüm hücrelere oranı sayılmıştır ve bu 

oranlar % olarak değerlendirip istatistik analiz yapılmıştır (160). 

3.3.3. Kaspaz-3 ün immünohistokimyasal değerlendirilmesi: 

Kaspaz-3 boyama prosedürü şu şekilde uygulandı. Araştırmamızda aktif 

kaspaz-3 aktivitesi, deney ve kontrol gruplarına ait 4µm kalınlığındaki parafin kesitlerde 

çalışıldı. 

1. 2X5 dk ksilolde tutuldu. 

2. 2X5 dk %95 alkolde tutuldu. 

3. 1X5 dk %70 alkolde tutuldu. 

4. 1X5 dk %50 alkolde tutuldu. 

5. 1X5 dk %25 alkolde tutuldu. 

6. 2X5 dk PBS de yıkama yapıldı. 

7. Kesitler kaba yerleştirildi ve kesitleri kaplayacak kadar içine 0.01M 

sitrat tamponu dolduruldu. Daha sonra düdüklü tencere içine distile su 

konduktan sonra kesitlerin konulduğu kap düdüklü tencere içine yerleştirildi ve 

kaynatmaya bırakıldı. Kaynatma işleminde düdük çaldıktan sonra 3 dakika 

bekletildi ve kapatıldı. Kesitlerin soğuması için 20 dk oda sıcaklığında bekletildi.  
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8. 1x5 dk çeşme suyunda yıkandı 

9. Kesitler PBS e alındı. 

10. Doku sınırlayıcı kalem ile doku daire içine alınır.  

11. Hidrojen peroxidase (% 3'lük ) 10dk  

12. Distile su  

13.13-Ultra V blok 5dk 

14. Primer antikor Chemicon rabbit poliklonal anti-aktive antikor oda 

ısısında 1 saat 50µl rabbit poliklonal anti-aktif kaspaz-3 antikor 1 ml dilüe 

solüsyonu 

15. Pbs 2x1 dk 

16. Sekonder antikor polivalentli biotinylated goat anti polivalent 30dk  

17. Pbs 2x1 dk 

18. Streptavidin peroksid 30dk. Polivalentli 

19. Pbs 2x1 dk 

20. AEC kromojen 30dk 

21. Akan çeşme suyu 

22. Hemotoksilen boyası 10sn 

23. Akan çeşme suyu 

24. Distile su 

25. Su bazlı kapatma sıvısı ile montaj gerçekleştirildi. 

Kaspaz 3’ün immünohistokimyasal boyanmasının değerlendirilmesinde, 

sitoplazmanın boyanmasına göre skorlama yapılmıştır (44). 

 - =o   +=1    ++=2   +++=3  

3.4. İstatiksel Analiz 

İstatistiksel analizde Sigma Stat 3,5 ve SPSS 15.0 paket programları kullanıldı. 

Işık mikroskobu verilerinin değerlendirilmesinde kategorik yapılı veriler için Pearson 

Chi Sguare testleri kullanıldı ve gruplar arası karşılaştırmada Tukey Test kullanıldı.  

Diğer biyokimyasal ve histolojik verilerin analizinde Sigma stat 3,5 programı One Way 

Anova kullanıldı. Normal dağılım göstermeyen veriler için Kruskal walls testi 

kullanıldı. Ortalama +SS kullanıldı. P<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. SONUÇLAR 

4.1. Biyokimyasal Sonuçlar 

4.1.1. Kalpain aktivitesi 

Çalışmamızda yüksek doz akut etanol uygulaması yaptığımız sıçanların kalp sol 

ventrikül dokusunda kalpain aktivitesini ölçüldü. Ölçümlerimizde kalsiyumlu ve 

kalsiyumsuz iki farklı tampon kullanarak iki farklı ortamda kalsiyum bağımlı ve 

kalsiyum bağımsız aktiviteler ölçüldü. Kalsiyum bağımlı aktiviteden kalsiyum bağımsız 

aktivite çıkarılarak kalpain aktivitesi belirlendi. Alkol grubu kalpain aktivitesi düzeyi 

kontrol ve çözücü grubuna göre yüksekti ve bu yükseklik istatistiksel olarak anlamlıydı 

(p<0,05). İnhibitör grubunun kalpain aktivitesi düzeyi alkol grubuna göre azalmıştı. 

Ama bu azalma istatistiksel olarak anlamlı değildi (p>0,05). İnhibitör grubu kalpain 

aktivitesinin kontrol grubu kalpain aktivitesi düzeyine kadar düşmesi inhibitörün 

etkisini göstermektedir (Tablo 4.1 ve Grafik 4.1).  

Tablo 4.1 Kalpain aktivitesi düzeyleri  

  Ortalama +SS 
Kontrol 4,07 1,95 
Çözücü 4,09 1,87 
Alkol 6,31 1,91 

Alkol+İnhibitör 4,05 2,04 

               
Grafik 4.1 Kalp dokusu kalpain aktivitesi düzeyleri. * p<0,05 Kontrol ve çözücü grubundan farklı 
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4.1.2. Katepsin L aktivitesi 

Lizozomal hasarın göstergelerinden olan, sitozolik fraksiyonun katepsin L 

aktivitesinin lizozomal fraksiyonun katepsin L aktivitesine oranı, alkol grubunda diğer 

gruplara göre daha yüksekti ve bu yükseklik istatiksel olarak anlamlıydı (p<0,05). 

Ayrıca inhibitör grubunun katepsin sonuçlarının kontrol grubuna yakın düzeyde 

ölçülmesi (p>0,05) tedavinin etkinliğini göstermektedir (Tablo 4.1 ve Grafik 4.2).   

 

Tablo 4.2 Katepsin L aktivitesi sonuçlarının oranları  

  Ortalama +SS 
Kontrol 0,65 0,20 
Çözücü 0,60 0,21 
Alkol 0,90 0,36 
Alkol+İnhibitör 0,63 0,12 

 

 

Grafik 4.2 Kalp dokusu katepsin L aktivitesi sitozolik fraksiyonun lizozomal fraksiyona oranı 

* p<0,05 Kontrol, çözücü ve inhibitör grubundan farklı 
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4.1.3. Katepsin B aktivitesi 

Katepsin B oranında alkol grubundaki yükseklik ılımlı düzeydeydi. İstatiksel 

olarak anlamlı değildi (p>0,05). İnhibitör grubu katepsin B oranı kontrol grubu 

düzeyine yakın bir seviyedeydi. Bir başka deyişle kontrol grubu ile inhibitör grubu 

arasında anlamlı bir fark yoktu (p>0,05),  (Tablo 4.3 ve Grafik 4.3). 

 

Tablo 4.3 Katepsin B aktivitesi sonuçlarının oranları  

  Ortalama +SS 
Kontrol 0,26 0,07 
Çözücü 0,31 0,12 
Alkol 0,34 0,09 
Alkol+İnhibitör 0,28 0,08 

 

 

Grafik 4.3 Kalp dokusu katepsin B aktivitesi sitozolik fraksiyonun lizozomal fraksiyona oranı 
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4.1.4. Kaspaz 3 aktivitesi 

Alkol grubu kaspaz 3 aktivitesi diğer gruplara göre daha yüksekti. Ama bu 

yükseklik ılımlı düzeydeydi ve istatistiksel olarak anlamlı değildi (p>0,05). Kontrol 

grubu ile inhibitör grubu kaspaz 3 düzeyleri arasında da anlamlı bir fark yoktu (p>0,05)  

ve bu farkın olmayışı bize kalpain inhibitörü tedavisinin hücre ölümü üzerindeki 

etkinliğini gösteriyor olabilir (Tablo 4.4 ve Grafik 4.4). 

 

Tablo 4.4 Kaspaz 3 aktivitesi düzeyleri  

  Ortalama +SS 
Kontrol 0,83 0,23 
Çözücü 0,87 0,13 
Alkol 1,02 0,21 
Alkol+İnhibitör 0,89 0,25 

 

 

Grafik 4.4 Kalp dokusu kaspaz 3 aktivitesi düzeyleri 
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4.1.5. Sitokrom c salınımı 

Kontrol grubu sitokrom c salınımı oranları çözücü grubu, alkol grubu ve tedavi 

grubuna göre daha düşüktü ve bu istatistik olarak anlamlıydı (p<0,05). İnhibitör grubu 

sitokrom c sonuçları alkol grubuna göre azalmıştı ama bu azalma istatiksel olarak 

anlamlı değildi (p>0,05),  (Tablo 4.5 ve Grafik 4.5). 

 

Tablo 4.5 Sitokrom c salınımı sitozolik/mitokondrial fraksiyon oranları  

  Ortalama +SS 
Kontrol 2,54 0,76 
Çözücü 4,04 2,39 
Alkol 6,49 5,14 
Alkol+İnhibitör 3,48 1,42 

 

 

Grafik 4.5 Sitokrom c salınımı sitozolik fraksiyonun mitokondrial fraksiyona oranı 

* p<0,05 Alkol grubu, çözücü grubu ve alkol+inhibitör grubundan farklı 
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4.1.6. Serum BNP düzeyi 

Alkol grubu serum BNP düzeyleri kontrol ve çözücü grubuna göre çok önemli 

düzeyde yüksekti (p<0,01). İnhibitör grubu serum BNP düzeyleri ise alkol grubuna göre 

önemli miktarda azalmıştı (p<0,05). Kontrol grubu ile inhibitör grubu BNP düzeyleri 

arasında anlamlı bir fark yoktu (p>0,05), (Tablo 4.6 ve Grafik 4.6). 

 

Tablo 4.6 Serum BNP düzeyleri  

  Ortalama +SS 
Kontrol 39,28 4,70 
Çözücü 40,45 8,34 
Alkol 50,24 7,32 
Alkol+İnhibitör 44,22 5,22 

 

 

Grafik 4.6 Serum BNP düzeyleri 

* p<0,05 Alkol grubundan farklı 

**p<0,01 Kontrol ve çözücü grubundan farklı 
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4.1.7. Serum CK-MB düzeyi 

Alkol grubu serum CK-MB düzeyleri kontrol ve çözücü grubuna göre çok önemli 

düzeyde yüksekti (p<0,001). Aynı şekilde inhibitör grubu CK-MB düzeyleri de kontrol 

ve çözücü grubuna göre çok yüksekti. (p<0,001). Alkol grubu ve İnhibitör grubu CK-

MB düzeyleri arasında istatistiksel bir fark yoktu (p>0,05), (Tablo 4.7 ve Grafik 4.7). 

 

Tablo 4.7 Serum CK-MB düzeyleri  

  Ortalama +SS 
Kontrol 5,497 2,23 
Çözücü 5,74 1,68 
Alkol 18,36 2,52 
Alkol+İnhibitör 18,41 2,73 

 

 

Grafik 4.7 Kreatin Kinaz-MB sonuçları 

*** p<0,001 Kontrol ve çözücü grubundan farklı 
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4.2. Histolojik Sonuçlar 

4.2.1. Işık mikroskobu incelemesi 

Işık mikroskobu incelemeside nekroz, ödem, miyofibriler dejenerasyon, hemoraji 

ve inflamasyona göre skorlama yapılmıştır ve bu veriler istatistiksel olarak 

karşılaştırılmştır. (Tablo 4.8). Nekroz açısından incelendiğinde alkol grubundaki nekroz 

miktarı diğer gruplara göre çok fazlaydı ve nekrozdaki bu artış istatistiksel olarak 

anlamlıydı (p<0.001). İnhibitör + alkol grubunda nekroz miktarı azalmıştı ve kontrol 

grubu ile aralarında istatistiksel olarak fark yoktu (p>0.05). Grupların ışık mikroskobu 

incelemesinde ödem görünümü bakımından anlamlı bir farkın olmadığı tespit edildi. 

Miyofibriler dejenerasyon alkol grubunda çok artmıştı ve kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında bu artış istatistiksel olarak anlamlıydı (p<0.001). Alkol grubu ile 

kıyaslandığında, inhibitör + alkol grubunda önemli bir iyileşmeyi gösterecek şekilde 

miyofibriler dejenerasyonda azalma görüldü (p<0.01). Hemoraji ve inflamasyon 

bakımından gruplar arasında istatistiksel bir fark yoktu p>0.05), (Tablo 4.8). 

 

Tablo 4.8 Işık mikroskobu görüntüleri skorlama sonuçları 

  Nekroz Ödem Miyofib dej  Hemoraji  İnflamasyon 
Kontrol 0,2 + 0,42*** 0,2 + 0,63 0,1 + 0,31*** 0,4 + 0,69 0,1 + 0,31 
Çözücü 0,1 + 0,31*** 0,1 + 0,31 0,3 + 0,48 0,5 + 0,7 0,8 + 0,91 
Alkol 1,5 + 0,97 2,0 + 0,63 1,4 + 1,07 1,0 + 0,81 0,8 + 0,91 
Alkol+İnhibitör 0,3 + 0,67*** 0,1 + 0,31 0,2 + 0,42** 0,2 + 0,42 0,1 + 0,31 
                 

** Alkol grubundan farklı p<0.01   *** Alkol grubundan farklı p<0.001 
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Şekil 4.1 Alkol grubuna ait kalp dokusu örneklerinin ışık mikroskobu incelemesi görüntüleri (HE, 
bar 50.0 µm, 20.0 µm). 

 

Bu grupta farklı büyütmelerdeki tüm preparatlarda kas hücrelerinde miyofibriler 

dejenerasyon gözlendi. Kas liflerinde yer yer kopmalar (kırmızı ok) ve nekrotik lifler 

(ince ok) görüldü. Perivasküler inflamasyon (ok başı), vasküler kongesyon ve 

interstisyel hemoraji (beyaz ok) dikkat çekti. Ayrıca bazı preparatlarda nükleer 

hipertrofi (siyah kalın ok) gözlendi (Şekil 4.1).   
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Şekil 4.2 Kalp dokusu tüm gruplara ait ışık mikroskobu görüntüleri. (a) Kontrol grubu, (b) alkol 
grubu, (c) inhibitör grubu, (d) çözücü grubu (HE, bar 20.0 µm). 

 

Kalp kası hücrelerinin ışık mikroskobik incelemelerinde kontrol grubunda normal 

histolojik yapıdaki kas hücreleri gözlendi (Şekil 4.2a). Alkol grubunda kas hücrelerinde 

miyofibriler dejenerasyon ve interstisyel hemoraji (siyah ok) görüldü (Şekil 4.2b). 

İnhibitör grubunda normale yakın kas hücreleri gözlendi (Şekil 4.2c). Çözücü grubunda 

da normal görünümlü kas hücreleri gözlendi (Şekil 4.2d).  
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4.2.2. TUNEL bulguları 

Kontrol ve çözücü gruplarında Şekil 4.3a ve 4.3d’ de görüldüğü gibi TUNEL (+) 

hücre sayısı azdır. Alkol grubunda ise şekil 4.3b’ de görüldüğü gibi TUNEL (+) hücre 

sayısı oldukça artmıştır. İstatistiksel olarak anlamlı görülmüştür. İnhibitör grubunda ise 

şekil 4.3c’ de görüldüğü gibi TUNEL (+) hücre sayısı kontrol grubuna benzerdir.  

TUNEL (+) hücrelerin hepsi apoptotik olmayabilir. DNA kırıklarının yol açtığı 

durumlarda TUNEL (+) hücreler görülebilir. Bu nedenle yapılan kaspaz 3 boyamasında 

şekil 4.3a, 4.3c, 4.3d’ de görüldüğü gibi aynı grupların TUNEL boyamasıyla uyumlu 

şekilde hafif boyanmalar görülmüştür. Alkol grubuna ait kuvvetli kaspaz 3 boyaması 

şekil 4.3b de aynı grupların TUNEL boyamasıyla uyumlu şekilde görülmektedir. 

 

Şekil 4.3 Kontrol grubu(a), inhibitör grubuna (c)  ve çözücü grubu(d) ait TUNEL 
immünohistokimyasal boyaması. Miyokard hücrelerinde az sayıda TUNEL (+) hücreler görülmektedir. 
Bar 5µm. Alkol grubuna(b) ait TUNEL immünohistokimyasal boyamasında miyokard hücrelerinde çok 
sayıda TUNEL (+) hücreler görülmektedir (TUNEL, bar 5.0 µm). 
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TUNEL incelemesinde TUNEL pozitif hücrelerin tüm hücrelere oranı sayılmıştır. 

Her preparatta 3 sahanın sayım sonuçları kullanılmıştır. Elde edilen oranlar % olarak 

değerlendirilip istatistik analiz yapılmıştır (Tablo 4.9).  Alkol grubu TUNEL pozitiflik 

oranı; kontrol grubu ve çözücü grubuna göre anlamlı derecede yüksek bulundu 

(p<0,001). Alkol grubunda görülen bu yüksek TUNEL pozitiflik oranı inhibitör verilen 

grup da çok önemli düzeyde azalmıştı ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlıydı 

(p<0,001).  

 

Tablo 4.9 TUNEL pozitif hücrelerin tüm hücrelere oranlarından elde edilen veriler. Alkol grubu ile 
diğer gruplar arasında istatistiksel fark vardır (p<0,001). 

   Ortalama   +SS p 

Kontrol 35,96  7,79 

p<0.001 
Çözücü 32,17  6,61 

Alkol 58,82  11,2 

Alkol+İnhibitör 23,28  8,48 
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4.2.3. Kaspaz 3 immüno histokimyasal incelemesi 

 

Şekil 4.4 Kaspaz 3 immünohistokimyasal boyaması ışık mikroskobu görüntüleri. Kontrol grubu 
(a), inhibitör grubu (c)  ve çözücü grubuna (d) ait Kaspaz 3 immünohistokimyasal boyamasında miyokard 
hücreleri sitoplazmasında hafif boyanmalar görülmektedir. Alkol grubuna (b) ait miyokard hücreleri 
sitoplazmasında kuvvetli boyanmalar görülmektedir (Bar 10 µm). 

 

Kaspaz 3 immünohistokimyasal boyamasında kontrol grubu, inhibitör grubu ve 

çözücü grubuna ait miyokard hücreleri sitoplazmasında hafif boyanmalar 

görülmektedir. Alkol grubuna ait miyokard hücreleri sitoplazmasında kuvvetli 

boyanmalar görülmektedir (Şekil 4.4). 
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 Kaspaz 3’ün immünohistokimyasal boyanmasının değerlendirilmesinde 

sitoplazmanın boyanmasına göre skorlama yapılmıştır. Bu skorlamaların verileri 

istatistiksel olarak analiz edildi. Tablo 4.10 da görüldüğü gibi alkol grubu kaspaz 3 

aktivitesi, kontrol grubuna göre yüksek bulundu ve bu istatistiksel olarak anlamlıydı 

(p<0,05). Alkol grubunda görülen yüksek kaspaz 3 aktivitesi alkol + inhibitör grubunda 

azalmıştı ve bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı düzeyde olduğu görüldü (p<0,05).  

 

Tablo 4.10 Kaspaz 3’ün immünohistokimyasal boyanması sonucu elde edilen skorlama 
sonuçlarının istatistiksel analizi. Analizde Kruskal-Wallis testi kullanıldı ve çoklu karşılaştırması Dunn’s 
metoduyla yapıldı. Alkol grubu ile kontrol ve inhibitör grubu arasında istatistiksel fark görüldü (p<0,05). 

  Medyan %25 Persentil %75 Persentil p 
Kontrol 1 0,83 1,165 p<0,05 
Çözücü 1 1 1,248 p>0.05 
Alkol 2 1,75 2,248 p<0,05 
Alkol+İnhibitör 1 0,67 1 p<0,05 
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5. TARTIŞMA 

Alkol kullanımı, batı toplumlarında iskemik olmayan kardiyomiyopatinin en 

büyük nedenidir. Alkolik kardiyomiyopati, genişlemiş sol ventrikül, normal veya 

azalmış sol ventrikül duvar kalınlığı ve artmış sol ventrikül kütlesi ile karakterizedir 

(131). Alkol, kasılma proteinlerinin yapı ve fonksiyonlarını değiştirerek onların çapraz 

bağ oluşturması ve güç üretimini etkiler. Kardiyak kasılma proteinlerinin sentezinde 

değişiklikler yapar. Kardiyak miyofibril proteinlerinin sentezi azalır (135). Miyozin 

adenozin trifosfataz aktivitesi azalır (112). Alkol kullanımından sonra miyoflamentteki 

kalsiyum duyarlılığı azalır (132). Alkol kalsiyum kanallarının up-regülasyonuna neden 

olur. Alkolün oluşturduğu hücre kalsiyum konsantrasyonundaki artış, kalp uyarı 

eşiğinin yükselmesine neden olur (131).  

Etanole maruz kalma sonucunda oluşan kardiyak hasarın mekanizması 

bilinmemektedir ama diğer birçok organda etanolle ilişkili hasarda apoptoz önemli rol 

oynar (76). Düşük konsantrasyonlardaki etanol uygulamaları kalp dokusu hücre yaşam 

yollarını aktive ederken, yüksek miktarlardaki etanol proapoptotik yolları aktive eder. 

Etanol ve asetaldehidin kardiyak hücre adaptasyonu ile ilgili genlerin ekspresyonunu ve 

kardiyak apoptozu etkilediği görülmüştür (92). Çeşitli hayvan kardiyomiyopati 

modellerinde ve insan çalışmalarına ait bildirimlerde, alkol indüklemeli kardiyak 

disfonksiyonunun en temel nedeni olarak miyosit kaybının olabileceği görülmektedir 

(131). Capasso ve arkadaşlarının yaptığı çalışmalara göre 8 ay kronik etanol tüketen 

sıçanların sol ventrikülünde önemli bir miktarda miyosit kaybı görülmüştür (24). Chen 

ve arkadaşlarının yaptığı neonatal miyosit kültürlerinde, akut alkol konsantrasyonunun 

proapoptotik protein Bax düzeyini ve kaspaz 3 enzim aktivitesini artırarak apoptoza 

neden olduğu görülmüştür (28). Alkol tüketimi intrasellüler organel disfonksiyonuna 

neden olmaktadır. Alkolün mitokondri üzerindeki etkileri kristaların dejenerasyonu, 

mitokondri solunumunda azalmalar ve mitokondri tarafından kalsiyum tutulmasındaki 

bozukluklardır. Alkol, sarkoplazmik retikulumda kalsiyum bağlanması ve kalsiyumun 

alınıp bırakılması üzerinde etkilidir. Sarkoplazmik retikulumda şişmeye neden olur 

(131).  
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5.1. Kalpain Aktivitesi Üzerinde Etanol ve Kalpain İnhibitörünün Etkisi 

Hücre içi kalsiyum konsantrasyonu mekanik, metabolik ve regülatör prosesler gibi 

çeşitli hücresel fonksiyonların düzenlenmesinde bir ikinci haberci olarak merkezi rol 

oynar (15,30). Miyokardiyumda kalsiyum konsantrasyonunun kontrolündeki bir sıkıntı 

çeşitli miyokardiyal fonksiyonların bozulmasıyla sonuçlanır ve hücrenin hayatta 

kalmasını etkiler. Miyokardiyal iskemi veya hipoksi boyunca miyokardiyal kalsiyum 

konsantrasyonunda karakteristik bir yükselme oluşur (10). Benzer şekilde etanolün de 

hücre kalsiyum depoları üzerinde destabilize edici etkisi vardır (39). Bu miyokardiyal 

hücre ölümünde kilit olaydır ve hücre içi kalsiyum konsantrasyonuna bağımlı 

enzimlerin aktivasyonu ile sonuçlanır. Miyokardiyal kalsiyum konsantrasyonundaki 

artış, miyokardiyal proteinlerde hasara neden olacak kalpainleri aktive edebilir ve 

miyosit ölümüne götürür, miyokardiyal yapı ve fonksiyon kaybıyla sonuçlanır (152).  

Çalışmamızda yüksek doz akut etanol uygulaması yaptığımız sıçanların kalp sol 

ventrikül dokusunda kalsiyum bağımlı kalpain aktivitesi ölçüldü ve alkol grubu kalpain 

aktivitesi sonuçlarımız kontrol ve çözücü grubuna göre daha yüksek bulundu. Alkol 

grubunda görülen kalpain aktivitesindeki artışın, etanolün hücre içi kalsiyum 

konsantrasyonunu artırıcı etkilerinden dolayı olabileceğini düşünüyoruz (39). Meydana 

gelen bu yüksek kalpain aktivitesini ve sonrasında oluşacak hücre ölümünü engellemek 

maksadıyla kalpain inhibitörü kullandığımız alkol + inhibitör grubunda, kalpain 

aktivitesi düzeyinin azaldığı görülmüştür. Fakat sonuçlarımızın standart sapmaları 

yüksek olduğu için bu azalma istatistiksel olarak anlamlı değildi. İnhibitör grubu 

kalpain aktivitesinin kontrol grubu ve çözücü grupları ile hemen hemen aynı seviyede 

görülmesi, kullandığımız kalpain inhibitörünün etkinliğini göstermektedir. Bu durum 

doku hasarını azaltmayı amaçladığımız çalışmamızın odak noktasıdır. Çünkü miyokard 

infarktüsü, hipertansif kardiyomiyopati ve iskemi reperfüzyon hasarını içeren çeşitli 

patolojik durumlarda kalpain aktivitesinin arttığını gösteren sayısız çalışma yapılmış 

(10,86,89,121,151,158,168) ve kalpain inhibitörlerinin etkinliği gösterilmiştir. Miyokard 

dokusunda Sandmann ve arkadaşları kalpain inhibitör CAL 9961 kullanarak kalpain 

indüklemeli miyokardiyal hasarı sınırlayabilmişlerdir ve miyokard infarktüsü sonrası 

kardiyak yapısal bütünlük korunmuştur (152). Diğer bir çalışmada ise kalpain inhibitörü 

olan kalpeptinin kardiyomiyosit kaybını önlemede potansiyel bir terapötik ajan gibi işe 
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yarayabileceğini ve kardiyak hipertrofi boyunca miyokard yapı ve fonksiyonlarını 

koruyabileceğini göstermişlerdir (104).  

5.2. Katepsin L ve B Aktivitesi Üzerinde Etanol ve Kalpain İnhibitörünün 

Etkisi 

Daha önce yapılan çalışmalar alkolik kalp kası hastalığının gelişiminde, lizozomal 

enzimlerdeki değişikliklerin katkı sağladığını göstermektedir (134). Etanol serbest 

radikallerin oluşumuna neden olmaktadır (162) ve oluşan reaktif oksijen türleri 

lizozomal destabilizasyona neden olmaktadır (187). Böylece etanol, katepsinlerin 

lizozomlardan sitozole sızmasına neden olmaktadır (142). Bizim çalışmamızda 

lizozomal enzimlerden katepsin L ve B düzeyine bakıldı. Lizozomlardan sitozole geçen 

katepsinleri ölçtüğümüz gibi aynı zamanda lizozomal fraksiyonda kalan katepsinler de 

ölçüldü. Sitozolik fraksiyonun lizozomal fraksiyona oranı lizozomal hasarın belirteci 

olarak kullanıldı.  Alkol grubu katepsin L aktivitesi oranı, kontrol ve çözücü grubuna 

göre yükselmişti ve bu yükseklik istatistik olarak anlamlıydı. Alkol grubunun katepsin 

B aktivitesi oranı da kontrol ve çözücü grubuna göre yükselmişti ama bu yükseklik 

ılımlı düzeydeydi, istatistik olarak anlamlı değildi. Bu sonuçlarımız etanolün lizozomlar 

üzerindeki hasarlayıcı etkisini ortaya koyar niteliktedir. Bu etki etanolün serbest 

radikaller üzerinden gerçekleştirdiği lizozomal sızma olabileceği gibi, etanolün 

oluşturduğu kaspaz aktivasyonunun sonucuyla da olabilir. Çünkü kaspaz 8, kaspaz 9, 

Bid, ve Bax saflaştırılmış lizozomlardan katepsinlerin salınımını tetikleyebilir. Fakat ne 

kaspaz 8 ne de bid yalnız başına izole edilmiş lizozomların zarlarını permeabilize 

edemez. Lizozomal zar bütünlüğünündeki kayıp, Bid’in yok edilmesiyle 

engellenememektedir. Bax ve Bak gibi faktörlerin gerçekten gerekli olduğu 

düşünülmektedir (79).  

Kalpain inhibitörü verdiğimiz alkol + inhibitör grubu katepsin aktivitesi 

oranlarında belirgin azalmalar gördük. İnhibitör grubunun katepsin L oranı seviyesi 

alkol grubuna göre istatistik olarak anlamlı miktarda azalmıştı.  İnhibitör grubunun 

katepsin B oranı seviyesi de alkol grubuna göre azalmıştı ama bu düşüş ılımlı 

düzeydeydi ve istatistik olarak anlamlı değildi. İnhibitör verilen gruplarda 
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lizozomlardan sitozole geçen katepsinlerin miktarında azalmalar görülmesi kalpain 

inhibitörünün faydalı etkilerini göstermektedir. Çünkü kalpainler aktive olduklarında 

lizozomların zarlarına saldırmaktadır ve lizozomlardan katepsinlerin sitozole sızmasına 

neden olmaktadır (166). Katepsin kalpain hipotezi denilen bu olayın, kalpain inhibitörü 

kullanımı ile engellenebileceğini sonuçlarımız göstermektedir. 

Lizozomal enzimlerin hücre sitoplazmasına salınması bir hücre içi yıkım olayları 

döngüsünü başlatıyor olabilir. Bu lizozomal enzimler:  1. Doğrudan mitokondrilere 

saldırarak sitokrom c salınımını uyarabilir. 2.  Doğrudan ya da dolaylı olarak 

mitokondrial ROS oluşumu artışına (ve lizozomal destabilizasyonda oksidant kaynaklı 

artışa) sebep olabilir. 3. Hem mitokondri hem de lizozomlara saldıracak olan fosfolipaz 

A2 gibi litik proenzimleri aktive edebilir. 4. Bid ve/veya diğer apoptotik proteinleri 

aktive edebilir.  5. Direkt olarak pro-kaspazları aktive edebilir (187).  

5.3. Mitokondriden Sitokrom C Salınımı Üzerinde Etanol ve Kalpain 

İnhibitörünün Etkisi 

İskelet kası hücreleri gibi kardiyomiyositlerin de çok enerji gereksinimleri vardır 

ve bu yüzden yüksek yoğunlukta mitokondri içerirler. Kardiyomiyosit mitokondrileri 

üzerindeki bu fazla iş yükünün bir sonucu olarak (52) veya etanol gibi kimyasal 

maddelerin tüketilmesiyle proapoptotik faktörler sitozole sızmaktadır (131) ve bunlar 

apoptozu indüklemektedir. Böylece bu hücrelerde mitokondri bağımlı apoptoz 

uyarılmaktadır. Son çalışmalar göstermektedir ki sitokrom c aracılı apoptoz 

kardiyomiyositlerde çok önemlidir (52). Sitokrom c salınımı, kaspaz 9 ve 3’ün 

aktivasyonu ve apoptoza götüren nükleer fragmantasyon ile sonuçlanır (20). Biz 

çalışmamızda etanolün mitokondri üzerinde etkilerini gözlemek amacıyla ve mitokondri 

sağlamlığını belirleyebilmek için mitokondriden sitozole sızan sitokrom c salınımını 

elisa yöntemiyle ticari kit kullanarak ölçtük. Sitozolde yaptığımız ölçümlerin bir 

sağlaması olarak mitokondrilerde kalan sitokrom c miktarını da ölçerek birbirine 

oranladık. Bu oran sayesinde sitozole sızma arttığında mitokondri fraksiyonunda 

sitokrom c içeriği azalacağı için bunların arasındaki oran da belirgin düzeyde 

artmaktadır. Daha önce yapılan çalışmalarda olduğu gibi (20) bizim çalışmamızda da bu 
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oran mitokondrial hasarı temsil etmektedir ve alkol grubunda görülen yükseklik ile 

etanolün mitokondri üzerindeki etkisini belirlemiştir. Kalpain inhibitörünün etkisiyle 

alkol + inhibitör grubu sitokrom c salınımının ılımlı düzeyde azaldığı görülmektedir. Bu 

azalma kalpain inhibitörünün mitokondrial kalpainler üzerindeki etkisinden dolayı 

olabilir. Çünkü mitokondrial kalpainlerin aktivasyonunun sitokrom c salınımına yol 

açtığını gösteren yayınlar vardır (85). İnhibitör grubu sitokrom c sonuçları, kontrol ve 

çözücü grubuna yakın düzeyde görülmüştür ve istatistik olarak bir fark görülmemiştir. 

Etanol verilmeyen kontrol ve çözücü grubunda sitokrom c salınımı oranları düşük 

düzeyde kalmıştır.  

5.4. Kaspaz 3 Aktivitesi Üzerinde Etanol ve Kalpain İnhibitörünün Etkisi 

Sitozole salınan sitokrom c, kaspaz 3’ün aktivasyonu için gerekli kaspaz 9 

aktivasyonunda görev aldığı için (52) bu sonuçlarımız kaspaz 3 sonuçlarını da 

etkilemiştir. Alkol grubunda görülen sitokrom c oranlarındaki yüksekliği alkol 

grubundaki kaspaz 3 yüksekliği takip etmiştir. Kaspaz 3 aktivitesini biyokimyasal ve 

immünohistokimyasal olarak iki farklı metotla ölçtük. Biyokimyasal olarak ölçtüğümüz 

kaspaz 3 aktivitesi alkol grubunda, diğer gruplara göre daha yüksekti ama bu yükseklik 

ılımlı düzeydeydi ve istatistik olarak anlamlı değildi. İmmünohistokimyasal metotla 

çalıştığımız kaspaz 3 aktivitesi ise alkol grubunda çok yüksekti ve kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatistik olarak anlamlı bir fark oluşmuştu. Alkol grubunun kaspaz 3 

düzeyinin yüksek olmasının diğer bir sebebi ise etanolün kaspaz 3 aktivitesi üzerindeki 

etkisi olabilir. Çünkü etanolün kaspaz 3 aktivitesini indükleyerek hücre ölümüne neden 

olduğunu gösteren birçok araştırma vardır (28,88,122,184).  Biyokimyasal metotla 

ölçtüğümüz inhibitör grubunun kaspaz 3 aktivitesi alkol grubuna göre daha düşüktü ve 

kontrol grubuna çok yakın düzeydeydi, istatistik olarak aralarında anlamlı bir fark 

yoktu. İmmünohistokimyasal metodla elde edilen kaspaz 3 aktivitesi sonuçlarına göre; 

alkol grubu ile karşılaştırıldığında inhibitör grubunda kaspaz 3 aktivitesi daha düşüktü 

ve bu düşüş istatistik olarak anlamlı düzeydeydi. İnhibitör grubunda görülen kaspaz 3 

aktivitesi düzeyindeki azalma kalpain inhibitörünün hücre ölümü üzerindeki koruyucu 

etkisini göstermektedir. Çünkü daha önce yapılmış çalışmalarda kalpainlerin prokaspaz 

3’ü aktive ettiği gösterilmiştir ve kalpain inhibitörleri kullanarak kalpainlerin ve dolaylı 
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olarak da kaspaz 3’ün aktivasyonunun engellenmesi ile hücre ölümü üzerindeki 

koruyucu etkisi gösterilmiştir (140,165).  

5.5. DNA Fragmantasyonu Üzerinde Etanol ve Kalpain İnhibitörünün Etkisi 

Birçok yaygın kardiyak hastalıklarının önemli bir unsuru olarak kabul görmüş 

gerçek apoptozdur. Kardiyak miyositlerinin apoptozu hem iskemik hemde iskemik 

olmayan kardiyomiyopatilerin bir özelliğidir. Kardiyak miyositlerin kaybı normal 

yaşlanmayla da görülmektedir (77). Çalışmamızda etanole maruz kalan kalbin sol 

ventrikülünde oluşan apoptotik hücre ölümü ile ilgili birçok kanıtlar sunuyoruz; kalpain 

aktivitesi, katepsin oranları, kaspaz 3 aktivitesi ve sitokrom c salınımı gibi. Bütün bu 

kanıtların bir araya gelerek ortaya çıkardıkları sonuç olan DNA fragmantasyonunu biz 

TUNEL metoduyla histokimyasal olarak belirledik. DNA kırıklarının olduğu hücreler 

TUNEL pozitif olarak belirlendi ve tüm hücrelere oranlanıp yüzdeleri hesaplandı. 

Etanol verdiğimiz alkol grubunun sol ventrikül dokusunda DNA fragmantasyonunun 

kontrol ve çözücü grubuna göre çok fazla olduğu görüldü ve artış istatistik olarak 

anlamlıydı. Bu sonuçlarımız akut etanol tüketiminin neden olduğu DNA 

fragmantasyonunu gösteren birçok çalışmayla da uyumludur (4,64,69,102,109,188). 

Kalpain inhibitörü verilen alkol  + inhibitör grubunda görülen TUNEL pozitif hücrelerin 

miktarında alkol grubuna göre istatistik olarak belirgin bir azalma görülmüştür. DNA 

fragmantasyonunda görülen bu azalma hücre ölümü üzerinde kalpain inhibitörünün 

etkisini göstermektedir. Kalpain inhibitörünün bu etkisini birçok mekanizma ile 

açıklayabiliriz. Kalpain aktivasyonun inhibisyonu ile kalpainlerin kaspaz 3 aktivasyonu 

üzerindeki etkisini (140,165) azaltmış olabilir. Mitokondrial kalpainlerin mitokondri 

aracılı hücre ölümünde etkinliği çok fazladır (85) ve kalpain inhibitörü kullanımı bu 

yolu etkilemiş olabilir. Ayrıca hücre ölümünde önemli rolü olan kalpainlerin lizozomlar 

üzerindeki etkisi de (166) kalpain inhibitörleri ile engellenmiş olabilir. 
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5.6. Serum BNP Düzeyleri Üzerinde Etanol ve Kalpain İnhibitörünün Etkisi 

Alkolün epinefrin ve norepinefrin düzeyini artırarak nörohormonal sistemi 

etkilediği görülmüştür (131). Devamlı ve yüksek norepinefrin düzeyi miyokard üzerinde 

miyosit hipertrofisi, toksitite ve apoptozu içeren yan etkiler gösterir (19). Oluşabilecek 

bu hipertrofi, yüksek alkol intoksikasyonunda kalp ağırlığının vücut ağırlığına olan 

oranın artmasındaki sebeplerdendir (131). Akut alkol intoksikasyonu takiben kardiyak 

hipertrofisinin uyarılması üzerinde adrenalin ve noradrenalinin etkisinin olduğunu 

Adams ve Hirst çalışmalarında göstermiştir (1). Hayvan ve insan modellerinde 

nörohormonlar kalp üzerinde olumsuz etkiler göstermektedir. Renin anjiotensin sistemi 

ve natriüretik peptidlerin düzeyi hastalığın gidişatı ile koraledir fakat bu kalp 

hastalıklarının bir nedeni olmaktan ziyade bir sonucudur (72). Alkol kullanımını 

müteakip sol ventrikülün yapısı ve fonksiyonunda bir değişiklik olup olmadığını 

araştıran Kim ve arkadaşları renin-anjiyotensin sistemin aktivasyonunun artması 

tarafından alkolün direkt neden olduğunu görmüşlerdir. Onlar sol ventrikül dokusu 

anjiyotensin-konverting enzim (ACE) düzeyini ve plazma ACE düzeyini ölçmüşlerdir 

(90). Sol ventrikül miyokardiumundaki natriüretik peptidler ANP ve BNP kalp 

duvarında artan bir gerilimi yansıtır (130).  

Çalışmamızda miyokard hasarının belirteçlerinden olan BNP düzeyi 12. saatte 

alınan kanların serumunda ölçüldü. Yüksek miktarda etanol verilen alkol grubunun 

serum BNP düzeylerinin çok önemli düzeyde arttığını gördük ve bu artış istatistik 

olarak anlamlıydı. BNP’nin regülasyonunda etanol tüketiminin etkisini araştıran Wigle 

ve arkadaşları da plazma BNP düzeylerini kontrol grubuna göre yüksek olduğunu 

görmüşlerdir (175). Guillaume ve arkadaşları etanol verdikleri sıçanların atrial BNP 

konsantrasyonlarında yükselme görmüşlerdir (60). Kalpain inhibitörü verdiğimiz 

inhibitör + alkol grubu serum BNP düzeyleri alkol grubuna göre düşmüştü ve bu düşüş 

istatistik olarak anlamlıydı. Böylece kalpain inhibitörü kullanımının etkisi serum BNP 

düzeylerinde de görülmektedir. 
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5.7. Serum CK-MB Düzeyleri Üzerinde Etanol ve Kalpain İnhibitörünün 

Etkisi 

CK hem iskelet hem de kardiyak kasında mevcuttur ve miyosit nekrozu 

oluştuğunda kana salınır. Total CK, miyokardiyal nekrozun bir sensitiv markırıdır ama 

spesifitesi çok azdır çünkü iskelet kasında yüksek konsantrasyonda bulunmaktadır 

(138). Miyokardiyumdaki total CK aktivitesinin %10-30’u CK-MB dir. Kalbe ait 

damarların kan akımının kesilmesi ile oluşturulan akut miyokardiyal hasardan 5 saat 

sonra CK-MB’nin 5 kat arttığı tespit edilmiştir (7). Yeni kardiyak markırlarla 

karşılaştırıldığında CK-MB, klinik uygulamada yüksek yararlılığı olan altın standarttır. 

İlk semptomlardan sonra ilk 24 saatteki ölçümlerin miyokardiyal hasar yönünden 

yüksek sensivite ve spesifiteye sahip olduğu iddia edilmektedir (138). Bizim CK-MB 

ölçümlerimizde akut etanol toksititesi oluşumundan oniki saat sonra alınan kanların 

serumlarında yapılmıştır. Etanol verilen alkol grubunda görülen yüksek CK-MB 

aktivitesi kardiyomiyopati tablosunu göstermektedir. Fakat alkol + inhibitör grubunda 

görülen yüksek CK-MB aktivitesi etanolün oluşturduğu kardiyomiyopatiye karşı verilen 

inhibitör tedavisinin başarılı olamadığını göstermektedir.  Miyokardiyal nekrozun bir 

belirteci olan CK-MB üzerinde kalpain inhibitörünün etkisinin görülmemesi bir hayli 

ilginçtir. Bunun sebebinin zaman ile ilgili olabileceğini düşünüyoruz. Çünkü onikinci 

saatte alınmış olan kanlar alkol grubunun en yüksek değerini temsil etmiyor olabilir ve 

düşme eğiliminde olduğu değerleri gösterebilir. 

5.8. Işık Mikroskobu İncelemeleri 

Işık mikroskobu incelemesi nekroz, ödem, miyofibriler dejenerasyon, hemoraji ve 

inflamasyona göre yapılmıştır. Alkol grubu nekroz miktarı kontrol grubuna göre çok 

fazla görülmüştür. Alkol grubu ile karşılaştırıldığında ışık mikroskobu görüntülerine 

göre alkol + inhibitor grubunda nekroz açısından belirgin bir azalma görülmüştür. Bu 

bize kalpain inhibitörünün nekroz üzerindeki etkisini göstermektedir. Çünkü 

kalpainlerin şiddetli aktivasyonu nekroza neden olmaktadır (179). Kalpain inhibitör 1 ile 

kalpain aktivasyonunun azaltılması nekrotik hücre ölümünü engelleyebileceğini ortaya 

koymaktadır. Miyofibriler dejenerasyon bakımından ışık mikroskobu sonuçları diğer 
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gruplara göre alkol grubunda önemli bir artış olduğunu göstermiştir. Alkol grubu ile 

kıyaslandığında alkol + inhibitör grubundaki miyofibriler dejenerasyonda azalma, 

kalpain inhibitörünün tedavi edici etkisinin olabileceğini göstermektedir. Bu sonuçlara 

ek olarak ödem, hemoraji ve infilamasyon yönünden de kalp kası dokuları 

incelendiğinde, kalpain inhibitörü verilen grupda bir iyileşme görülmektedir. Fakat bu 

iyileşme ılımlı düzeydedir, istatistiksel düzeyde anlamlı bir fark oluşturmamıştır. 

5.9. Miyokardiyum Üzerinde Kalpain Aktivasyonu ve İnhibisyonunun Etkisi 

Kalpain aktivasyonu,  kasılma bozukluğuna ve subsellüler yeniden şekillenmeye 

neden olacak sayısız spesifik kardiyomiyosit proteinlerinin yarılmasıyla sonuçlanır 

(157). Kalpain aktivasyonu ve miyofibriler protein yarılmasını sıklıkla apoptotik 

yolakların aktivasyonu takip eder. Hücre ölümünden önce kardiyomiyositlerde kasılma 

bozukluğu oluşur (32). Kalpainlarin diğer hedefleri endoplazmik retikulumun çeşitli 

düzenleyici proteinlerini, sarkolemma proteinlerini, fokal adhezyon kompleks 

proteinlerini ve sitoiskeletal proteinlerini içerir (103). Bu yüzden programlı hücre 

prosesi, kasılma fonksiyonu hakkındaki zararlı etkileri nedeniyle iki yolla beklenir. İlki 

hücre ölümü prosesinden önce yapısal ve kasılma proteinlerinin her ikisinin de 

parçalayabilen kalpain ve kaspazlar gibi proteazların aktivasyonu aracılığı ile olur, 

hücrelerin kasılma kaybı ölümlerinden hemen öncedir. İkincisi kalpteki 

kardiyomiyositlerin sayısındaki azalma, miyokardiyumda kalan yaşayanlar üzerinde iş 

yükünün artışı tarafından bir sarsıntıya neden olacaktır; bu sırasıyla miyokardiyumdaki 

patolojik değişikliklere katkı sağlar, böylece ventriküler fonksiyonların kaybına neden 

olur (93). Enfarktüs sonrası miyokardiyumda görülen programlı hücre ölümü ile kalp 

bozukluğunun kötüleşmesi koraledir (103). Bu bilgiler ışığında ventriküler geometri ve 

fonksiyonunun korunması için potansiyel bir mekanizma olarak; kalpain aracılı 

kardiyomiyosit ölümünün engellenmesi yoluyla yaptığımız miyokard hasarı kalpain 

inhibitörü tedavisinin başarısını görüyoruz. 

Etanolle muamele edilen farelerin miyokardiyumunun sitozolünde sitokrom c ve 

prokaspaz 9’un artışı etanol indüklemeli apoptozda mitokondrial hücre ölümü yolağının 

esansiyel rolünü göstermektedir (61). Alkolik kardiyomiyopatide görülen apoptozun 

mekanizması ile ilgili farklı bir görüş ise aşırı alkol tüketimi ROS oluşumuna bağımlı 



75 

oksidatif stres aracılığı ile kalpain 1’in aktivasyonuna neden olmasıdır. Kalpain 1’in 

aktivasyonu kardiyomiyositlerde apoptoza neden olur. Oksidatif stres, sarkolemmal 

Ca+2-pompa ATPaz’ı ve NaK ATPaz’ı üzerinde hasar oluşturabilir. Böylece meydana 

gelen Ca+2 konsantrasyonundaki artış ile kalpain aktivasyonu indüklenir. Diğer bir 

görüşe göre; kalpainler etkisini Bcl-xL, Bcl-2, Bid, Bax, NF-kB, ve p53 gibi pro ve anti 

apoptotik moleküller üzerinden gerçekleştirir. Alkol tüketen deney gruplarında 

kalpainlerin inhibisyonu Bcl-xL ekspresyonunda artışa neden olmaktadır. Bu sayede 

Bad ekspresyonunun bloklanması ile kardiyomiyositlerde apoptoz engellenmektedir. 

Kalpain aktivasyonu kardiyomiyositlerde nekroza katkı sağladığı için, kalpain 

inhibisyonu bu yönde de etki gösterecektir (78).  Kalpain aktivasyonu ve 

inhibisyonunun apoptoz ve nekroz üzerindeki bu etkileri bizim sonuçlarımızla uyum 

göstermektedir.  

Ventriküler geometri ve fonksiyonunun korunması için potansiyel bir mekanizma 

olarak; kalpain aracılı kardiyomiyosit ölümünün engellenmesini amaçlayan miyokard 

hasarında kalpain inhibitörü tedavisi yeni çalışma modellerine, moleküler çalışmalara 

yeni yaklaşımlar getireceği ve tedavi protokollerinin geliştirilmesine katkı sunacağı 

sonucuna varılmıştır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bu çalışmada biyokimyasal ve histolojik testler kullanılarak, akut yüksek doz 

alkolün kalp dokusu üzerinde oluşturduğu hasarla meydana gelen kardiyomiyopati 

belirlenmiştir. Miyokard hasarı serum belirteçleri CK-MB ve BNP düzeylerinin 

yükseldiği görülmüştür. Kalp dokusunda biyokimyasal metotlarla ölçülen kalpain, 

katepsin ve kaspaz 3 aktiviteleri ile sitokrom c salınımının arttığı ve böylece hücre 

ölümü yolağının aktivasyonu gözlenmiştir. Histolojik metotlarla incelediğimiz kaspaz 3 

aktivitesi, DNA fragmantasyonu ve ışık mikroskobu incelemeleri, biyokimyasal 

verilerimizi destekler niteliktedir. Bu sonuçlarımız alkolün neden olduğu 

kardiyomiyopati modelini kanıtlar özelliktedir. Ayrıca literatürde yer alan alkol 

indüklemeli kardiyomiyopati bilgilerini desteklemekte ve onlara katkı sağlamaktadır. 

Bu çalışmada elde edilen veriler, alkol indüklemeli kardiyomiyopati modelinde 

gerçekleşen kalpain aktivasyonunun kardiyak patolojinin gelişiminde önemli bir role 

sahip potansiyel terapötik hedef olduğunu, doku hasarını azaltmak için kullanılan 

kalpain inhibitör 1’in kardiyoprotektif etkisinin olabileceğini göstermektedir. Çünkü 

kalpain inhibitör 1 verilen tedavi grubunda, alkolün neden olduğu hücre ölümü 

belirteçlerinden kalpain, katepsin ve kaspaz aktiviteleri ile sitokrom c salınımında 

azalmalar görülmüştür. Benzer şekilde immünohistokimyasal kaspaz 3 aktivitesinde, 

DNA fragmantasyonu ve ışık mikroskobu incelemelerinde morfolojik olarak belirgin 

iyileşmeler görülmüştür. Böylece kalpain inhibitörlerinin alkolik kardiyomiyopati gibi 

farklı bir alanda kardiyoprotektif etkinliği tespit edildi ve bu bulguların sonraki 

çalışmalar için bir basamak oluşturacağına inanıyoruz. 

Sonuç olarak, alkol ve diğer nedenlerin indüklediği kardiyomiyopati modellerinde 

miyokard hasarının azaltılmasında kalpainlerin inhibisyonunun kardiyoprotektif 

etkisinin olabileceğini sorgulayan in-vivo hayvan modelleri, in-vitro hücre modelleri ve 

ileri moleküler çalışmaların yapılmasının yararlı olacağı düşünülmüştür.  
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