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GIRIS

Kisa bir siire Ca?* icermeyen bir soliisyonla perfiize edilen kalplerin daha
sonra Ca’* iceren bir sollisyonla perfiize edildiklerinde gozlenen irreversibl
degisiklikler ilk kez 1966 ylhinda Zimmerman ve Hilsman tarafindan
tanimlanmig ve "Kalsiyum Paradoksu” olarak isimlendirilmigtir M, Bu
aragtirmacilar, Langendorff yontemiyle perfiize ettikleri izole sigan kalplerinde
2 dakikalik Ca®*’suz perfiizyonun hasar vermeye yettigini, Ca**suz perfiizyon 10
dakikayr bulursa hasarin irreversibl oldufunu ve kuvvetli kontraktiir gdzlenen
kalbin bir daha c¢ahgmadifim rapor etmiglerdir. Aragtirmacilar ayrica
kalsiyumun reperfiizyon esnasinda perfiizat sivisimn kahverengimsi bir renk
aldifini, deney Oncesinde ve kalsiyumsuz donemde perfiizat sivisinda 6lglilen
laktat dehidrogenaz (LDH) ve kreatin fosfokinazin (CPK) reperfiizyon déneminin
hemen baglarinda cok yiiksek deferlerde oOlgiildiiglinti, kalsiyumsuz dSnemin
siresi uzadikca salnan enzim miktarinin da arttifm  gdstermiglerdir.
Aragtirmacilar ayrica kalsiyumsuz dSnemde koroner akimin  arttifim,
reperfiizyondan sonraki donemlerde deney Oncesi degerlere geriledigini de rapor

etmiglerdir.

Bu konuda daha sonra yapilan arastirmalarda hasarin gergeklesmesi igin
kalsiyumsuz donemde kalsiyjum konsantrasyonunun 50 pM’in altinda olmasi
gerektigi bulunmugtur ©, 51), Bu irreversibl hasarda, hiicre organelerinde sisme ve
yirtilma, kontraktiir bantlari, mitokondrinin atilmasi, diskus interkalatuslar ve
sinir kas plaklarinda aynlma ve sarkolemmada tahribat saptanmig @, 12, 30, 43),
biyokimyasal degisiklikler olarak da hiicre ici enzimleri (kreatin fosfokinaz, laktat
dehidrogenaz, betahidroksibiitirik dehidrogenaz, siiksinat dehidrogenaz, fosforilazlar,
ATP’azlar vs.) ve miyoglobulin kaybi, sarkolemmada ATP’azlarin bozulmasi,

mitokondrial kalsiyum transportunda arti§, miyokardiyal yiiksek enerjili fosfatlarda
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digiiy ve hiicre ici Na® ve Ca®* konsantrasyonlarinda artig, ancak K7
konsantrasyonunda diigiiy saptanmgtir (5 13, 28, 32, 49, 45, 55, 57) bulgular
hipoksiye maruz kalms kalplerde gozlenen degisikliklere ¢ok benzemektedir (3,25),
Burada hiicre igine giren Ca***un kritik 6nem tagidifn fark edilmig © 40) ancak
yapilan aragturmalarda hiicre igine kalsijumun hangi yolla girdigi
saptanamamugtir. Irreversibl hasar geligtirilen kalplerin hiicre zarlanmn
kalsiyuma serbest gegirgen olmadifi gosterilmig an, bdylece kalsiyumun pasif
difiizyonla gecemeyecegi ispatlanmugtir. Kalsiyum hasarlann voltajla aktive edilen
yavag kalsiyum kanallaimn blokerleri olan nifedipin, verapamil ve diltiazem
tarafindan kismi olarak azaltilabilecefi gosterilmistir 2, 56)  pek gok
aragtirmaci da kalsiyumsuz periyotta hiicre icinde Nat artigna dikkat
¢ekerek 23 hiicre icine giren kalsiyumun Na*/Ca?* degisim mekanizmalarindan
girebilecegini Gne siirmiigtiir (7, 25, 33, 35, 50)  Byndan yola gikilarak Ca**suz
periyotta diigiik Na™ ile perfiize etmenin kalplerde kalsiyum paradoksu hasarimi
azaltacafn goOsterilmistir 2 26, 35)  Ancak Na*/Ca®* degisim mekanizmalarimm
kalsiyum hasarinda Onemli 1ol oynamadifini iddia eden yaymnlar da
mevcuttur ), Kalsiyumsuz periyotta kalbin elektriksel aktivitesi siirer ancak bu
dénemde divalan katyonlar (6rnegin Mg2+, an"', C02+, Cd2+, Ba2+) (10, 16, 51),
kalsiyum kanal blokerleri (6rnedin verapamil, D600) veya antiaritmik droglar
(6rnegin kinidin) veya lokal anestetikler (Srnefin tetrakain) verilirse spontan
aksiyon potansiyelleri gorilmez ve reperfiizyon esnasnda kontraktiir
gbzlenmez %), Ancak yukanida sayilan farmakolojik yaklagimlarn higbirisi
paradokstan tam bir kurtulma saglayamamustir.

Kalsiyum paradoksunun &nlenmesinin bugiine kadar gegerlilifi genel kabul
gbren tek yolu hipotermik perfﬁiyondur. 30° Cm altindaki perfiizyonlarda Ca**
paradoksunun gelismedifi gosterilmigtir (41, 50, 51, 53) Cesitli aragtirmacilar da
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degisik yaklagimlarla kalsiyum paradoksu hasarim degisik yaklasimlarla kalsiyum

paradoksu hasarim azaltabileceklerini iddia etmiglerdir. Bir grup arastirmaci 180
mMol Na*’la perfiizyonun ®?), bagka bir grup da PGLnin faydali etkilerini
gOstermiglerdir @7, Bagka bir grup aragtirmaci da taurinin kalsiyum paradoksu
olusumuna direnci arttrdifim iddia etmigtir (s, 44, Kurbaga kalbinde de
mepakrin ve indometazinle (34), ayrica sigan kalbinde ornitin dekarboksilaz
inhibitorii olan diflorometil ornitin ile kalsiyaum paradoksunun 6nlenebilecegine dair
yaymnlar da mevcuttur %, Ancak burada sayillan yaklagimlarin higbirisi genel
kabul gormemistir. Ornefin son sayilan yaklagima aksi yonde yaymlar da

mevcuttur (24).

Yukarida sayilan nedenlerle cerrahi teknik agisindan  kalbin
durdurulmasinin gerektifi agik kalp ameliyatlarinda kullanilan kardiyoplejik
solisyonlarin kompozisyonu kalsiyum kritik deferin altina diiglirmemek igin
yiksek potasyumla kardiyopleji saglanacak sekilde hazirlanmaya baglanmug,
ameliyatlarda ayrica hipotermi teknikleri de uygulamaya girmistir. Bugiin i¢in en
¢ok kullamlan kardiyoplejik soliisyonlar 15-35 mMol KCl icermektedir ®,
Potasyum bu konsantrasyonlarda miyokardiyal hiicre depolarizasyonunun ilk hizh
Na®t akimlanm bloke eder. Bu deferin daha altindaki potasyum
konsantrasyonlan kalbin ge¢ durmasina sebep olmakta, daha iistiindeki degerler
ise damar endotel hasarn gibi ciddi sayilan hasarlara yol agabilmektedir. Biz de bu
bilgilerin gginda kardiyoplejide hiicre zedelenmesini bilinen diger elektrolit
kompozisyonlarina gore en aza indiren yiiksek potasyumlu soliisyonlarin kalsiyum
paradoksunda da faydah olabilecegini disiindiik. Cabgmamza yorumlarimza
katkida bulunmas1 amaciyla bir potasyum kanal blokeri olan tetraetil amonyumu
(TEA) da ekledik ve defisik potasyum konsantrasyonlarinda kalsiyum
paradoksunun nasil etkilendigini saptamay: amagladik.
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GENEL BILGILER

Kalp fizyolojisi

Kalbin fizyolojik impuls iiretimi ve iletimi:

Kalp normal durumda, sinoatrial dii§iimde diizenli olarak olusan impulslarin
atrium miyokardina ve oradan sirasiyla atrioventrikiiler diigiim, His demeti, sag
ve sol dallar ile Purkinje sebekesi iizerinden ventrikiill miyokardina yayilmasi
sonucu ritmik kontraksiyonlar yapar. Sinoatrial diigiim hiicreleri otomasiteye
sahiptir. Otomasite hiicrenin kendi kendine depolarize olabilme &zellifinin bir
sonucudur. Otomatik hiicrelerin membranlarinin istirahat halinde hiicre igine
sodyum iyonlan sizdirdifn kabul edilir. Bundan dolayr boyle bir hiicrede
repolarizasyon olduktan sonra istirahat periyotu sirasinda hiicre-i¢i potansiyel sabit
kalmaz ve spontan olarak giderek yiikselir. Normalde kalp hiicrelerinin ¢ogunun
istirahat membran potansiyeli -90 mV dolaymndadir. Elektriksel veya kimyasal
stimtilasyon sonucu ya da sinoatrial diigiim hiicresinde oldugu gibi spontan olarak
istirahat potansiyeli asagi yukan -65 mV diizeyine yiikselirse, sinir hiicresinde
oldugu gibi, aksiyon potansiyeli gelisir. Kalpte sinoatrial diiflimden bagka diger
bazi yerlerdeki hiicrelerin de otomasite Ozellifi vardir. Bunlar atrioventrikiiler
diigiim ve cevresindeki atrium kismi, His demeti ve Purkinje lifleridir. Ancak
normalde sinoatrial diifim, bu yerlere gére daha gabuk self-depolarizasyona
ugradify icin kalp ona bagh olarak cahgir ve difer yerlerdeki otomatik hiicreler
desarj olanag bulamazlar. Bu odaklara latent odaklar adi verilir ve bunlarin
yukanda belirtildigi sekilde baskilanmasina agiri-siirme denilir. Iskemi gibi baz
patolojik durumlarda, atrium ve ventrikiil miyokard hiicreleri de otomasite
gosterebilirler. Sinoatrial diiflim yavagladifinda veya oradan g¢ikan impulslarn

kalpte yayilmas: bozuldufunda, latent odaklar supresyondan kurtulurlar ve

ateglemeye baglarlar.
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Kalpteki eksitabl hiicrelerin temel fizyolojik ozellikleri:

Son otuz yil iginde kalp elektrofizyolojisinde Snemli ilerlemeler olmustur.
Bunda, onceleri sinir uyarilmas: sirasinda geligen iyonik akimlan incelemek igin
kullanilan voltage clamp tekniginin kalp hiicrelerine uygulanmasi Onemli rol
oynamugtir. Bu yontemin esasi, miyokard hiicresini transmembran potansiyelinin
iisttinde, fakat aksiyon potansiyeli aralifi icinde kalan belirli voltaj diizeylerinde
sabit olarak tutmak ve bu sirada gelisen ice ya da disa ydnelik membran
akimlarim kaydetmektir. Boylece miyokardin gesitli kisimlarindaki hiicrelerde
aksiyon potansiyelini olugturan ve voltaja ya da zamana bafimh olan iyonik
akimlarin niteligi ile ilaglara verdi§i cevaplar incelenebilir. Bu akimlan olusturan
iyonlarm, membrandan kendilerine 06zgii kanallar veya kapiciklar icinden
gectikleri varsayilir. Aksiyon potansiyeli siiresi i¢inde belirli bir iyona ait kanallar
a¢lidifinda (yani o iyona karyi membramn gegirgenlifi arttifinda), akimin
yoniinli, membramnin iki yilizeyi arasindaki konsantrasyon farki belirler. Adi
gecen yontemden sonra, membranin ufak bir boliimiinde inceleme yapmaya olanak
veren patch clamp teknidi gelistirilmistir; bununla tek bir iyon kanalindan gegen
akim bile incelenebilmekte, kanallarin konduktansinin pikosimens (simens,
uluslararast birimler sisteminin elektriksel iletim birimidir) olarak degeri
Olgiilmekte ve kinetigi belirlenebilmektedir.

Kalpte hiicrelerin ve liflerin morfolojisi voltaj kiskaci ySnteminin, sinir
liflerinde oldufu kadar kolay uygulanmasmna olanak vermez. Bunun bir istisnasi
Purkinje lifleridir. Kalpte en fazla incelenen bir yapt olan Purkinje liflerinde,
aksiyon potansiyeli siiresi icinde membran voltajina ve zamana bafimh olarak
aghp kapanan belirli kanallardan gecen ve bu potansiyelin seklini veren, bagka
bir deyimle fazlarinin olugmasina katkida bulunan iyon akim tiirlerinin

baglicalan sunlardir:

a) Ice yonelik katyon akimlari:z Membramn depolarizasyonundan



sorumludurlar. Su tipleri vardir:

i Hizli sodyum akim (Iy,): Depolarizasyon baglangicinda sodyum
kanallarimin ¢ok kisa bir siire (birka¢ milisaniye) agilmasina bagh olan ve
aksiyon potansiyelinin faz 0’mm (firlama fazini) olugturan giddetli bir akimdur.
TTX (tetrododoksin) ve sagitoksin ile bloke edilir (11, 14, 21) Ancak, kalp kasinda
bu kanallanin bloke edilmesi igin sinir hiicrelerine yeterli olandan daha yiiksek
konsantrasyon gereklidir (59).

ii Ice yonmelik ikinci yavag akim (I

& Second inward current): Aksiyon

potansiyelinin faz 01 swrasinda aktive edilir, yavag olarak yiikselir, faz 2’de
maksimuma ulagir, birka¢ milisaniye stirer ve faz 2’nin sonuna dogru aktivasyonu
sona erer. Faz 0’dan sonra depolarizasyonun siirdiiriilmesinden ve boylece plato
fazimn (faz 2) olugmasindan sorumludur. Voltaja bagmmh L tipi kalsiyum
kanallarindan hiicre igine giren Ca?* ve biraz da Na' tarafindan taginir.
Sinoatrial diiglim ve atrioventrikiiler diifiim hiicrelerinde hizh sodyum akimi
yoktur; buralarda depolarizasyondan sorumlu yegane akim, bu yavag ca’t
akimidir. Bu kanallar dihidropridin tiirevleri, verapamil ve diltiazem ile bloke
edilir (11, 20, 31)'

iii Ice ydnelik devamh akim: Membrandan az da olsa devamh Na®* (biraz
da Ca2+) sizmasina bagh ve biitlin fazlarda olusan zayif bir akimdir. Bu akim,
istirahat esnasinda aktivasyonu giderek azalan I, ile birlikte, pacemaker
hiicrelerinin diyastolik (yavag) depolarizasyonundan sorumludur. Ancak son
zamanlarda, Purkinje liflerinde ve belki de pacemaker hiicrelerdeki diyastolik
depolarizasyonun (bu depolarizasyon sirasinda diga ydnelik taban akimi sabit
kalsa da), I, adi verilen ige ybnelik sodyum akimnin giderek artmasina bagh
oldugu ileri siiriilmgtir.

iv Ice yonelik rektifiye edici K alam: Hiperpolarize hiicrede; membran

potansiyeli, potasyum denge potansiyelinin altina distiiglinde tetiklenen bir
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akimdir. Bu akim TEA ve 4-aminopridin ile bloke edilir. Potasyum akimlan

normal olarak diga yonelik oldugu igin, bu akim anormal rectifier adim da alr.

b) Diga ybnelik katyon akimlari: Membranin repolarizasyonundan
sorumludurlar. Asagidaki tipleri vardir:

i L,: Aksiyon potansiyelinin plato fazinin sonuna dogru (membran potansiyeli
yaklagik -40 mV diizeyine inince) aktive edilir; plato fazimin kaybolmasindan ve
transmembran potansiyelinin istirahat diizeyine inmesinden yani hiicrenin
repolarizasyonundan sorumludur. Repolarizasyon tamamlanmadan &nce ve
aktivasyonu yavasga sona erer. Hiicre membramndaki kalsiyurna bafimlh K*
kanallarindan igeri giren potasyum tarafindan tagiir.

ii I, ,; Hem voltaja hem de zamana bagimh bir potasyum akimdir. Aksiyon
potansiyeli sirasinda aktiftir, repolarizasyonun sonuna dofru azalarak istirahatin
(faz 4'in) baslangicinda aktivasyonu sona erer. Bu akim, pacemaker hiicrelerde,
istirahat halindeki yavag depolarizasyonun baglamasma yol agar. Istirahat diginda
iceri yOnelik taban sodyum akimim nétralize eder; istirahat periyodunun
baglangicinda I, ,’nin  deaktivasyonu bu nedenle, pacemaker hicrelerin
otomatisitelerinin olugmasina katkida bulunur.

iii Bu akimlardan bagka, diga yonelik ve ikincil 6nemi olan diger akimlar da
vardir. Bunlardan I, devamh etkinlik g&steren ve zamana gore degismeyen zayif
bir K¥ akimidir; bu akim disa yonelik taban akimi olarak da nitelendirilir.

c) Ice yonelik anyon (CI') akimi (Iqr): Purkinje liflerinde faz 0 ile plato faz1
arasmda yer alan hizh repolarizasyondan (faz 1) sorumlu olan ve ¢ok kisa siiren
bir CI' akimidir. Ventrikiil hiicrelerinde bulunmaz. Ige yénelik anyon akimlan
da disa yonelik katyon akimlan gibi repolarizasyon yaparlar.

Kalpteki hiicreler, elektriksel cevabin hizina gore ikiye ayrlirlar:

Hiicre membraninda var olan c¢esitli iyon kanallanmn dagihmindaki

farkliiklar (dolayisiyla iyon akimlarindaki farkhhklar) nedeniyle aksiyon
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potansiyeli profili kalbin c¢esitli bélgelerinde belirgin degisiklikler gosterir. Buna
bagh olarak kalpteki yapilar iki grupta toplanabilirler:

i Hizli elektriksel cevap veren yapilar: Bunlar Purkinje lifleri, ventrikiil ve
atrium miyokard hiicreleridir. Bu hiicrelerde faz 0 ¢ok kisa ve belirgindir ve
depolarizasyon Na* tarafindan olusturulur. Eksitabl hiicrelerde faz 0’mn amplitiitii
ve yiikselme hizi (dV/T) ile iletim hizi arasmnda dogru oranti vardir. Bu
nedenle s6z konusu yapilarda impuls iletimi nispeten hizhidir (0,3-3 m/sn) ve
giivenlik faktorii yiiksek oldugundan iletim swrasinda aksiyon potansiyeli,
amplitiitiinden kaybetmeksizin ilerler.

ii Yavag elektriksel cevap veren yapilar: Bunlar sinoatrial diigtim, A-V diigiim
hiicreleri gibi nodal hiicreler ile 6zel baz1 miyokard hiicreleridir (A-V halka, mitral
ve trikiispit kapakgiklar icindekiler gibi). Depolarizasyon (faz 0) yavas olarak
geligir ve esas olarak, sodyumun degil kalsiyumun girigine (I;) baghdir. Bu tiir
cevap gosteren hiicrelerin (yavag hiicreler) istirahat membran potansiyeli, hizl
hiicrelere gore daha az negatiftir (-70 - -60 mV), aksiyon potansiyelinin amplitiitii
diigiiktiir (tepesi ancak 0 - +15 mV diizeyine erigir). Bu yapilar impulsu yavag
(0,01 - 0,1 m/sn) iletirler ve elektriksel cevap bir hiicreden dierine gecerken
siddetinden kaybeder ve kolayca bloke edilebilir. Yavag cevaplar TTX ile inhibe
edilmezler fakat kalsiyum kanal blokdrleri ile inhibe edilirler.

Ventrikiil hiicresi ve Purkinje lifinin aksiyon potansiyeli profili birbirine ¢ok
benzer; aralarindaki fark Purkinje lifinde aksiyon potansiyeli siiresinin daha uzun
olmasy, istirahat sirasinda yavag depolarizasyon gelismesi ve faz 1 ile faz 2
arasinda belirgin bir ¢entik bulunmasidir. Atrium ve ventrikiil hiicrelerinin
aksiyon potansiyelleri arasinda bulunan fark ise atrium hiicresinin aksiyon
potansiyelinin ¢ok daha kisa siirmesidir 9),

Hazhi cevap veren hiicrelerde aksiyon potansiyelinin fazlari: Yukarnda iyonik

akimlarla iligkileri yoniinden belirtilen ve faz 0, 1, 2, 3 ve 4 olarak adlandirilan
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aksiyon potansiyelinin ¢esitli segmentleri ventrikiil miyokard hiicresinden veya
Purkinje liflerinden kaydedilen potansiyel traselerinde belirgin bir sekilde ortaya
¢ikarlar. Bu fazlarin nitelifi su sekilde 6zetlenebilir:

i Faz 0: Bir iki milisaniye iginde transmembran potansiyelinin istirahat
degerinden (-90 -80 mV) pozitif degerlere (+20 - +30 mV) firladilz fazdir.
Hizh sodyum kanallarimin agilmasina baghdir. En kisa siiren fazdir.

ii Faz 1: Yikselmiy membran potansiyelinin biraz diigmesi (kisa
repolarizasyon) sonucu ortaya gikar. Sodyum kanallarimn faz 0 sonunda hizh
bir gekilde inaktivasyonuna ve ayrica Cl” kanallarinin agilmasina baghdir.

iii Faz 2: Aksiyon potansiyelinin en uzun siiren fazidir. Plato faz1 diye de
adlandinlir. Esas olarak, yavag agilip yavas kapanan Ca?*  kanallaninm
acilmasina baghdir.

iv Faz 3: Ana K% kanallanmn agilmasina bagh esas repolarizasyon
fazidir.

v Faz 4: Aksiyon potansiyelinin kayboldugu istirahat fazidir 59,

Kalp kasi kasilmasimin diizenlenmesi:

Kalp ve iskelet kaslanmin en 6nemli iki proteini aktin ve miyozindir. Aktin
kas proteinlerinin %25’ini, miyozin ise %55’ini olugturur. Kas kasilmasinin
diizenlenmesinde Ca®* anahtar rol oynar. Bu kaslarn kasilma sikluslarinda tek
kisitlayic1 faktdr ATP’dir. Cizgili kas kasilmasimn inhibit6rii ise troponindir ve
troponinin TpT, Tpl ve TpC komponentleri F-aktin-tropomiyozin kompleksine
baghdir. Tpl miyozinin F-aktin baglanma kismina baglanmasini Gnler.

Kas kasilmasmmn uyarilmasi ca** aracihfn ile gerceklestirilir. Istirahat
halinde sarkoplazma igindeki ca’t konsantrasyonu 107 - 10°® mol/P’dir. Sarkomer
zan uyanldifinda (Grnefin bir kolinerjik reseptoriin asetilkolinle uyanimas:)
Ca* sarkoplazmik retikulumdan hizla sarkoplazmaya salmir, sarkoplazmadaki
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Ca2* konsantrasyonu 10° mol/l'ye ¢ikar. TpC iizerindeki CaZ* baglayici
kisimlar hemen Ca’? tarafindan iggal edilir. TpC.4Ca2+ Tpl ve TpTye etki
ederek onlann tropomiyozine baglanmalarini engeller. Boylece miyozin F-aktin
kompleksiyle iligkiye gecerek kas kasilma siklusunu baglatir,

Kas gevsemesi ise su sekilde gergeklesir: Enerji bafimh Ca%* pompasl
gahigir ve ca®* yeniden sarkoplazmik retikulum igine almir ve sarkoplazma
Ca%* konsantrasyonu 10" nin altma diiger. Bundan sonra TpC.4Ca2+ kompleksi
Ca?* iyonlarini kaybeder; troponin miyozin F-aktin kompleksiyle etkilesir ve ATP
varhginda miyozin F-aktin kompleksinden ayrilr.

Kalp kasinda ekstraseliler sivi eksitasyonda kullanilan Ca’*’un ana
kaynafidir.  Ekstraseliiler svidan Ca** uzaklaghinldifinda kalp kas
kasilmas1 1 dakika iginde durur. Iskelet kas: ise ekstraseliiler Ca?* kesilse bile
saatlerce kasilmaya devam edebilir.

Sarkoplazma iginde ATP kaybinin iki ana etkisi vardir: 1. Sarkoplazmik
retikulumda Ca®* pompast durur ve sarkoplazma Ca?* konsantrasyonu
digiirilemez. 2. Miyozin ATP’ye bagh oldugu igin F-aktin kompleksinden
ayrilmaz. Sonug olarak kasta kontraktiir geligir (33),

Hiicre igi ca®t konsantrasyonunun diizenlenmesi:

Hiicrelerin hemen tiimiinde hiicre ici ca?* konsantrasyonu 200 nM’nin
altinda tutulur. Bu defer plazma konsantrasyonunun yaklagik olarak 1/1000%idir.
Bu yiiksek konsantrasyon gradientine kargi bir ¢ok diizenleme mekanizmasi
vardir. Bu mekanizmalarin intraseliiler olanlarimin arasinda iyonun enerjiye
bagimh bir sistemle mitokondri ve endoplazmik retikulum iginde toplanmas,
parvalbumen, kalmudilin ve kontraktil proteinler gibi pasif tampon sistemlerine
baglanmas: sayilabilir. Ancak bu sayilan sistemler smirli kapasiteye sahiplerdir.

Bu nedenle uzun dénemli regiilasyonda hiicre iginde birikmis olan Ca®*un hiicre
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disina atilmasi i¢in mekanizmalara ihtiyag vardir. Bu tiir iki sistem bulunmugtur.
Bunlardan birincisi ATP’ye bagimh ca®t pompasi, ikincisi de Na*/Ca®*
degisimidir.

Tetraetil Amonyum

TEA, oOncelikle ganglion blokeri olarak ortaya cgkartilmig sentetik bir
ajandir. TEA’un gangliyonlarda "nikotinin etkisini ortadan kaldiric1”" etkisi ilk kez
1915te  Burn ve Dale tarafindan tanimlanmustir. Gangliyonlardaki ve
kardiyovaskiiler etkileri 1946’da Acheson, Pereria ve Moe tarafindan incelenmig ve
yaymlanmigtir 60), By bilgilerin 1giginda heksametonyum gibi bagka gangliyon
blokerleri sentez edilmis ve kisa etkili oldufu i¢in TEA’un gangliyon blokeri olarak
kullanim: son bulmugtur.

Son zamanlarda, degigik dokularda farkh tiplerde potasyum kanallarninin
gosterilmesiyle potasyumn kanallarmmin farmakolojisi sik¢a incelenmisgti. TEA™un
potasyum kanallarinin ¢ogunu nonselektif olarak bloke ettiginin gOsterilmesinden
sonra potasyum kanallanmn ¢algilmasinda sikhikla bir arag olarak
kullamlmaktadir. Ancak K¥ kanal blokerlerinin tedavide kullamlmasi heniiz ¢ok
yeni aragtirilan bir konudur D), TEA’un yapisi agagida gosterilmistir.

?HZ—CH3
<+
CH,—CH,4
Tetraetil amonyum



12
GEREC ve YONTEM

Deneylerde DETAM’dan saglanan 150-200 g agirhfinda saglikli erkek
veya hamile olmayan disi Wistar siganlan kullanildi. Siganlara deneylerden nce
herhangi bir islem uygulanmadi. Sicanlar kafalari kesilerek oldiirildii, sternal
torakotomi ile kalbe ulagild), kalpler zedelenmeden arkus aortanin alt hizasindan
kesildi. Kalpler kesilir kesilmez icinde 100 IU/ml heparin igeren buz igersindeki
modifiye Tyrode soliisyonuna konuldu, kalbin durmasi, kamm bogaltmasi,
soliisyonla temas etmesi igin kisa bir siire beklendi ve 1 dakikadan daha kisa bir
stire igcinde Langendorff metoduyla perfiize edilmek {iizere kaniile takilip
baglandi @), Kalpler apeks bdlgelerinden ince bir ipek iplikle Grass Instruments
FTO3 izometrik transdusere baglandi. Mekanik kayitlar Grass Model 5 poligrafla
yapildi. Deney esnasinda aritmi gorilen veya baslangigtaki kasiima

amplitiidiinde belirgin diigii§ gbzlenen kaslar kalsiyum paradoksuna tabi tutulmadan
ekarte edildi.

Tiim soliisyonlarda kullanilan su titizlikle hazirlandi. Sular 6nce distile edildi,
daha sonra mixed bed regineden gegirilerek deiyonize edildi. Suyun direncinin 1
m{}/cm’den daha yiiksek olmasina dikkat edildi. Tiim diizenek ve kaplar bu su ile
defalarca yikandi. Ayrica kalsiyumsuz soliisyonlara kalsiyum kontaminasyonunu
onlemek igin 0,5 mM EGTA (etilenglikol-bis-{f-aminoetil eter} N,N,N’,N’,-
tetraasetik asit eklendi %0, Deneylerde kompozisyonlar1 Tablo 1’de verilen %95
O, + %5 CO, ile oksijenlendirilmig ve 37° C sabit 1sida tutulmug soliisyonlar
kullamidi. Deneyler, 4,7 mMol KCl iceren kontrol grubu, 20 mMol KCl igeren 1.
yiiksek potasyum grubu (Yiik. K1), 76,8 mMol KCI igeren 2. yiiksek potasyum
grubu (Yiik. K2), 132,7 mMol KCl igeren ve hi¢ Na* eklenmeyen 3. yiiksek
potasyum grubu (Yik. K3) ve son olarak 4,7 mMol KCl ve 20 mMol
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tetraetilamonyum (TEA) igeren TEA grubu ile gergeklestirildi. Deney
gruplarindaki farkh soliisyonlar sadece kalsiyumsuz dénemde uygulandi. Tiim
soliisyonlarin pH’s1 7,4te tutuldu. Hava embolisini 6nlemek ve perfiizyon sivist
defigimi esnasinda sicakhfinin defismemesi amaciyla deney diizeneinin digt
da 37° Cta sabit tutuldu. Is1 diizenlemeleri igin bir cam bolmeler icinde dolagan
sivlyl, diferi havayr isitan iki ayn isitici sistem kullamldi. Kalpler 6nce 30
dakika stireyle 85 mm H,O sabit basingta modifiye Tyrode soliisyonu ile perfiize
edildikten sonra 7 dakika siireyle kalsiyum icermeyen degisik deney soliisyonlarina
tabi tutuldu. Daha sonra tiim kalplere yeniden 7 dakika siireyle modifiye Tyrode

sollisyonu uygulandi.

Kalsiyumsuz Soliisyonlar
Modifiye
mMol Tyrode |Kontrol|Yilik. K1|Yiik, K2|[¥Yiik. K3 TEA
NaCl i28 128 112.7 54 - 108
KCl 4.7 4.7 20 76.8| 132.7 4.7
Caclz 1.36 = = - = =
NaHCO4 20 20 20 20 - 20
NaH,PO, 0.36 0.36 0.36 0.36 - 0.36
MgCl, 1 1 1 1 1 1
Glikoz 10 10 10 10 10 10
EGTA - 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
KH,PO, - - ] - - 0.36 -
KHCO4 - - - - 20 -
TEA - - - - - 20

Tablo 1. Deney sirasinda kullanilan soliisyonlarin kompozisyonlari.
Tim deferler mMol/l birimi ile verilmigtir.
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Deney oOncesinde ve deney esnasinda perfiizat sivis1 toplanarak koroner akim
olgiildii. Bu sivilar Merkez Biyokimya Laboratuvar’ma en ¢ok 12 saat iginde
gonderilerek LDH (laktat dehidrogenaz) tayinleri yapildi. Deney sonrasinda
kalpler gikartild: ve otoklavda 90° C 1sida 32-36 saat tutulup kurutuldu ve daha
sonra kuru kalp agurhklan olgiildi. Koroner akim ml/dk/kuru kalp agirhf,
LDH IU/dk-kuru kalp afirh@, kasima kasilma/deney &ncesi kasiima X 100,
gerim, gerim/deney Oncesi kasima X 100 seklinde ifade edildi. Tiim veriler
ortalama = standart hata ile belirtildi. Istatistiksel analiz Student t testi ile yapild:.
0,05’ten kiigiik p degerleri anlamh kabul edildi. Verilerde istatistiksel anlamlilik,
p<0,05 ise * ve p<0.01 ise ** ile gosterildi. Deneylerde kullanilan TEA, Sigma St.
Louis MO’dan satin alindi.
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BULGULAR

Kontrol gruplarinda kalsiyum paradoksunun gelisimi, literatlirde gézlendigi
gibi gerceklesti. Kalsiyumsuz perfiizyon doneminde kalpler kisa bir siire iginde
durdu, reperfiizyon doneminde bazal gerilim bir miktar yiikseldi. Reperfiizyonla
birlikte kalplerde kasilma gozlenmeksizin bazal gerilimde siddetli arti§ saptandi
(Sekil 1 ve 2, Tablo 2 ve 3). Aym zamanda perfiizat sivisinda Olgiilen LDH
degerlerinde siddetli artig saptand: (Sekil 3, Tablo 4). Koroner akim degerlerinde
deney siiresince yavag seyreden diigiig saptandi (Sekil 4, Tablo S).

Deney gruplarindan higbirinde mekanik kurtulma saptanamadi (Sekil 1),
ancak reperfiizyon doneminde daha az kontraktiir (Sekil 2) ve daha az LDH
salimmi gozlendi (Sekil 3). Deney gruplann arasinda en az LDH salimmina
76,8 mMol KCl kullanilan grupta saptandi. Potasyumun 132,7 mMol bulunduBu
ve sodyum bulunmayan grupta LDH salimmi 20 mMol KCl ile perfiize edilen
gruba gore daha az oldu. KCl konsantrasyonu Tyrode ¢dzeltisiyle aym tutulan TEA
grubu da 1. ve 2. yiiksek potasyum grubu arasinda bir degerde LDH salnimi
yapti. Yiiksek K1 ve TEA gruplan ile kontrol grubu arasinda, koroner akim
degisimleri acisindan istatistiksel olarak anlamh bir fark saptandi (Sekil 4, Tablo
S).
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Tablo 2. Deney ve kontrol gruplarinda elde edilen kasilma sonuglari. Kasilma,
100 birimiyle, ortalama * standart hata geklinde ifade

kasilma/kontrol kasilma X

edilmigtir.

a: deney Oncesi
b: kalsiyumsuz d&nem
¢: reperfilizyon dSnemi
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Deney ve kontrol gruplarinda elde edilen

gerim/kontrol kasilma X 100 birim

edilmigtir.

Tablo 3.

a: deney Oncesi

b: kalsiyumsuz dSnem

c: reperflizyon dénemi
p<0, 05

*
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Kalsiyumsuz Reperfiizyon
Zaman (dakika)
$ekil 3. LDH Salinimi Zaman Grafigi
Grup Rontrol Yiik. K1 Yiik. K2 Yiik. K3 TEA
Say1 6 5 5 5 5
Salinan a| 0.1 + 0.0
LDH b{ 1.4 % 0.2 0.4 £ 0.1%*| 0.6 * D.2%*| 1.3 + 0.2 1.4 £ 0.2
¢{120.2 * 27.0|41.4 + 5,5%*} 8,9 & 0,9%%|15,7 * 1.4%%2]1,7 %+ 5, 2%%

Tablo 4. Deney ve kontrol gruplarinda elde edilen LDH salinimil sonuglari. Salinan

LDH, IU/dk-g kuru kalp birimiyle, ortalama * standart hata geklinde ifade
edilmigtir.

a: deney Oncesi

b: kalsiyumsuz ddnem
¢: reperfilizyon dSnemi
*% p<0,01



19

701 —_———
Kontrol
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< Yik K3
£ 0k ——
2 TEA
g 20t
S
10—
0 0 14
Zarman (dakika)
Sekil 4. Koroner Akim Zaman GrafiJi
Grup Kontrol Yiik. K1 Yiik. K2 Yiik. K3 TEA
Saya 6 5 5 5 S
Roroner a{47.0 £ 1.3{54.1 £+ 3.4 60.6 + 6.0(53.2 + 4.3|56.3 % 3.6
Akim b|38.1 + 4.8{65.7 £ 3.3 62.7 £ 7.4!36.0 * 5.6/46.8 + 3.5
c{19.5 * 2,230.2 + 2.4*%(29.8 + 6.,5{26.3 * 2.6|30.3 * 2.0%*

Tablo 5. Deney ve kontrol gruplarinda &lg¢iilen koroner akim deferleri. Koroner

akim, ml/dk~g kuru kalp birimiyle, ortalama * standart hata geklinde ifade
edilmigtir.

a: deney Oncesi

b: kalsiyumsuz dSnem
c: reperfilizyon ddnemi
** p<0,01
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TARTISMA

Bu deneylerde ii¢ ayn konsantrasyonda potasyumun kalsiyum paradoksu
iizerinde nasil etkili olabilecegi aragtinimustir. Birinci yiiksek potasyumlu
gruptaki (Yiik. KI) potasyum konsantrasyonu en ¢ok kullanilan kardiyoplejik
soliisyona esit olarak 20 mMol’dir ®), By konsantrasyondaki potasyum 35 mV
depolarizasyon igin yeterlidir. Ikinci yiiksek potasyumlu grupta (Yiik. K2)
potasyumun daha da yiikseltilmesine ek olarak sodyumun da diigiiriilmesi
hedeflenmigtir. Diiglik sodyumla hiicre hasarmin azaltlmas: literatiirde daha
6nce saptanmig bir bulgudur (2 26, 36) By aragtirmada ise, hasarin potasyum
depolarizasyonu ile daha da azaltilip azaltilamayaca$y aragtirilmigtir. Son
yiiksek potasyumlu grupta (Yiik. K3) hiicreye hi¢ sodyum girmemesi hatta hiicrenin
sodyum kaybi1 amaglanmigtir. TEA da tek bagma veya KCl'ye ek depolarizasyon
yapabilmektedir. 10 mMol TEA konsantrasyonu igin bu deger ortalama 15 mV
civarinda hesaplanmigtir (15), Son grupta da TEA’un potasyum depolarizasyonuna
benzer bir depolarizasyonla kalsiyum paradoksu iizerinde nasil etkili olabilecegi

aragtinlmgtir.

Deneylerde potasyum depolarizasyonu ile kalsijum paradoksu hasarimn
kismen azaltilabilecegi gosterilmigtir. Hig bir grupta mekanik kasilma geri
gelmemigtir. Ancak gruplar arasinda LDH salimimi agisindan belirgin farklar
gézlenmigtir. En az LDH sahmimu Yiik. K2, grubunda gerceklegmistir. Bu bulgn,
Yiik. KI grubu ile hiicre zedelenmesi azaltilmasmn, daha diigiik sodyumlu
perfiizyonla daha da azaltilabilecedini gostermektedir. Yiik. K3 grubunda hasarn
derecesi Yiik. K2 grubuna gore biraz daha fazla bulunmugtur. Zedelenen kalplerde
hiicre igi potasyum konsantrasyonunun digiik bulundugu 6nceden saptanmug olan
bir bulgudur. Hasarm yiiksek potasyumlu perfiizyonla azaltilabilmesi, hiicre igi
potasyum konsantrasyondaki bu digiikligiin hiicre hasarina gergekten katkida
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bulunduunu gostermektedir. Reperfiizyon doneminde kontraktiiriin

azaltilabilmesi:

i hiicre hasarinin azaltilmig olmasina

ii. hiicre i¢i potasyum-kalsiyum dengesinin daha iyi korunmus olmasina

iii. depolarizasyon sonucu hiicrenin  uyanlabilirlifin  azalmasina
baglanabilir.

Potasyum depolarizasyonu ile kalsijum paradoksu hasarmn azaltilabilmesi
daha Once bekledigimiz bir bulgudur. Bu durum iki pozitif bulgu ile g6sterilmigtir.
Bunlardan birincisi hiicre hasarimin gostergesi olarak aldiyimiz LDH salinimu,
ikincisi ise hiicre igi yliksek kalsiyum aktivitesinin gOstergesi olarak aldifimiz
gerim artigidw. Gruplar arasinda her iki bulguda da hasarin azaltilmasinda
paralelelik gosterilmigtir. Bu deneyleri yaparken yola ¢iktifimiz varsayim, bugiin
icin kardiyopleji sonrasmmda hiicre korunmasi igin en uygun soliisyon olan
potasyum depolarizasyonunun kalsiyam paradoksunda da hasarin azaltilmasinda
rol oynayabilecegidir. Deney gruplan arasinda kullandifimz TEA bugiine dek
kardiyoplejik veya kardiyoplejiye ek bir ajan olarak diigiiniilmemigtir. Buradaki
bulgularimz TEA’un tek basina kalsiyumm paradoksu hasarim azalttifini
gOstermektedir. Bu bulgu bize, TEA’un kardiyopleji modellerinde de
denenebileceini diisiindiirmektedir.

Laboratuvarimizda kalsiyum paradoksu mekanizmasinin aragtirilmasi ya
da bu olaydaki hasarin azaltilmasi konusunda pek ¢ok cahgma yapilmugtir “6,
47, 48, 58) By sekilde 25 yih agkin bir zamandir tam olarak agiklanamayan bu
olgu iizerindeki tartigmalara katkida bulunulmaya caligilmigtir. Bu deneylerde
elde ettiimiz bulgular kalsijum paradoksunun sadece depolarizasyonla
engelenemeyecedini gostermektedir. Ancak potasyum depolarizasyonu ve TEA ile

hasarin azaltilabilmesi orijinal bir bulgudur.
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OZET

Kalsiyum paradoksu 1966 yiinda ilk kez tamimlanmig ve bugiine dek tam
olarak ¢6ziilememig bir olgudur. Bu deneysel ¢aliymada, {i¢ ayr1 konsantrasyonda
K* ile yaratilan depolarizasyonun ve bir potasyum kanal blokeri olan tetraetil
amonyumun (TEA) kalsiyum paradoksunun geligimi ve sonuclanmasi iizerine
etkileri aragtinlmigtir. Deneylerde Langendorff metoduyla perfiize edilmis izole
sican kalpleri kullamlmigtir ve kasilma, gerim, koroner akim ve LDH salimim
Olglilmiigtiir. Hi¢ bir deney grubunda mekanik kasilmamn korunmasim
saglanamamustir, Ancak K+ depolarizasyonu yapilan gruplarda ve TEA grubunda,
kontrol grubuna gore daha az LDH sahmmu ve daha az kontraktiir
gerceklesmigtir. Daha ¢ok depolarizasyon yapilan gruplarda daha az hasar
gozlenmigtir. Bu bulgular depolarizasyonun tek bagina kalsiyum paradoksu

gelisimini engeleyemedigini ancak hasan kismen azaltabildigini géstermektedir.
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SUMMARY

Calcium paradox is a phenomenon first defined in 1966 and is still not yet
solved. In this experimental study, the effects of depolarization made by three
different concentrations of K¥ and a potassium channel blocker tetraethyl
ammonium (TEA) was researched on the process and consequence of calcium
paradox. In the experiments, isolated rat hearts perfused with Langendorff’s method
were used, and contraction, basal tension, coronary flow and LDH leakage were
measured. Protection of mechanical was achieved in none of the experimental
groups. However, K* depolarized groups and TEA group showed less LDH release
and contracture in comparison to the control group. Less injury was seen in more
depolarized groups. These results show that only depolarization couldn’t prevent

calcium paradox but could decrease the injury to an extend.
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