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iZOLE KURBAGA KASLARINDA

KALSTYUM iYONUNUN
iZOMETRIK SARSI KARAKTERLERI
VE
YORGUNLUK OLUSUMA ETKisi

Recep OZMERDIVENLI *
Cem SUER*™

OzET

Ishelet kaslaninin kasidmasinda ekstraseldler kalsiyumun rofiiniin dnemli olmadig) goriisi. son yillarda yapian
galgmalarda aksi bulgular elde ediimesi ile degisikiiGe ugrarmigtir. Bu bulgulann 1gid1 aitinda bu palismada;
ekstraselftiier Ca®'un iskelet kasi kasiimasindaki rold ve bu amagla izole kurbagja kasinda zamansal sarst pa-
rametrelering ekstraselldler kaisivum iyonunun etkisinin arastirdimasi plantandr. Aragtirmanuzda adirhklar 60-
75 gr arasinda degisen her iki cinsten Rana Ridibunda Wrd kurbadalardan elde edilen izole iskelet kas prepa-
rattart kullarlch. Elektriksel uyarim modelieri fle olugturulan izometrik kas sarsiian poligrafik sistem ile kaydedil-
di ve zamansal sarsi parametreleri (CT, RT, 1/2 RT, TT) hesapland!.

Yorguniuk dncesi zamansal sarsi parametrelori gastroknemius ve skstensor digitorum longus kaslaninda farkii-
itk gésterdi. Her iki kas grubunun da kalsiyumiu eksiraselifer solilsyon mevcudiyelinde kalsiyumsuz solisyon
kullammina gdre daha vzun sarst silrelerine sahip oldudu bulundu. Gastroknemius kast hem Kalsiyumiu hemn
de kalsiyumsuz ortamda 1-5 Hz arasindaki uyarimiaria yorulabilicken, ekstonsor digitorum longus kas kalsi-
yumiu ortamda yorulmads. Gastroknemius kasimn kalsiyumiu ve kalsiyumsuz orlamiarda 1-5 Hz arasinda dzal-
likle gevseme parametreleri difer kastan istafistiksel olarak anlamall diizeyde uzun bulundu (p<0.05).
(;aligmammzda sars) parametrelerinin iki kas grubu arasinda farkiihk gdstermesi, iki kas grubunun metabolizma-
farimin larklihgy, hizliivavag Iif oranlarinin birbirinden farkli olmas: ile izah edilebilir. Bu ¢ahsmada, ekstraseliiiler
kalsiyum iyonlaninin kalsiyum tetiklerneli kalsiyum saliverfimesi mekanizmast ile sarkoplazmrk retikutumdan kal-
siyumn saliverilmesinin regulasyonunda roli oldugu senucuna varridi.

Anahtar Kellmeler: Kalsiyum, iskelet kasi, Kasima
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THE EFFECTS OF CALSIUM ION ON ISOMETRIC
CONTRACTION PROPERTIES OF AND FATIQUE IN
ISLOLATED FROG SKELETAL MUSCLES.

SUMMARY

Althaugh it has bean known that the role of extracellular C&’ on the contraction of the skeletal muscle is negli-
gible, recent investigations found out contrary data. Owing to these current facts, the goal of this study is fo se-
arch for the impact of the extracellular calcium jons on tha periodical twithc parameters of the isolated frog
muscles. in our research we used isolated skelstal muscie preparations oblained from both sexes of Rana Ri-
dibunda frogs weighing 60-70 g. The isometric muscle twitchs, produced by efectrical stimulus modals are re-
corded using polygraph and calculation of twithe parameters (CT, AT, 1/2 AT, TT) was performed.

There was statistical differences between the pre and post fatique twitch properties of gastrrecnemius and ex-
tansar digitorum longus muscles. It was found that in both muscle groups the twitch period in the recording so-
lution containing calcium was longer than caicium-free. While gastrecnemius muscle developped fatigue by sti-
muii between 1-5 Hz. under both media with or without calcium, extensor digitorum fongus muscle did not de-
velopped fatique when calcium containing recording solution was used. It was also discovered that the isomet-
ric twich properties of the extensor digitorum and gastrecnemius muscles towards 1-5 Hz electrical stimiuii mo-
dels do riot vary according to media with/without calcium.

In our study the difference of twitch parameters between two muscle groups may be depent upen their metabo-
lism as well as differences in their fast and slow twitch fibre proportion and content. In conclusion, tha results of
this study indicates that exfracellular calcium ions regulates calcium release from sarcoplasmic reticulum in a
calcium-induced calcium release mechanism dependent manner.

Key words: Calcium, Skelstal muscles, Cantraction

GIRlS

Iskelet kaslarinin bugiin kabu! edilen "ince flamentlerin kahn flamentler iizerinden kaymas:”
teorisi ile kasilabilmesi, birbirinden farkh iki mekanizmanin Ca* iyonu tarafindan iliskilendiril-
mesi ile olur ©1%. Bunlardan birincisi yani eksitasyon, sinir aksiyon potansiyelinin sarkolemma-
da olusmast ve T tilblil sistemt ile kas lifindeki btittin birirnlere vayilmasidir,

Bu olay; kendisini ikinci mekanizma olan kontraksiyonla iliskilendirecek Ca® iyonlarnmn sar-
koplazmadaki diizeyinin artigina neden olur @123 Bahsedilen olaym tiimii eksitasyon-kontraksi-
yon keneti olarak bilinir. Béylece Ca® ivonlan bu keneti saglayarak kasilmada énemli bir rol oy-

narlar ',

Kas hiicresi icin teorik olarak sonsuz biiyiiklitkte bir Ca®* kaynag: olusturan ekstraseliller s--
vinin iskelet kasinin kasilma mekanizmasina katkisinin arastirilmas1 énemli goriilmektedir. Bu
nedente calismarnizda alt ekstremite kaslarn olan; yiiksek kasitma hizi ve miyozin ATP az enzim
aktivitesine sahip gastroknemius kas ile disiik kasilma hizi ve miyozin ATP az enzim aktivitesi-
ne sahip ekstensor digitorum longus kaslan kullanuldi ®. Lif yapisi ve mivozin ATP az aktivite-
lerine bagh olarak eksiraselliller kalsiyumun etkisini arastirmak icin; iki izole kurbaga kasi za-
mansal kasilma parametreleri ve yorgunluk yéniinden Ca?'lu ve Ca*'suz ortamlarda calisildi ve
sonuglan istatistiksel olarak karsiastinlarak tartsilds,



GEREC VE YONTEM

Aragtirmamuz agirhklan 60-75 gram arasinda dedisen her iki cinsten Rana Ridibunda tiirii
kurbagalardan hazirlanan izole iskelet kas preparatlanndan yapildi. Deneylerde 29ar adet gast-
roknemius ve ekstensor digitorum longus kast kullamlid.

izole Kas Preparatlarimin Hazirlanmas:: Kurbaga uygun bir makasla dekapite edilerek
beynin Medulla spinalisten aynlmas: saglandi. Kurbaga derisi elle siynldiktan sonra Medulla Spi-
nalis haraplanarak refleks faaliyetler ortadan kaldinldi. Achille tendonu  kesildi ve bu tendon
pensle tutularak gastroknemius ve ekstensor digitorum longus kaslan tibiadan aynidi. Elde edi-
len preparatlar kurbaga ringer solusyonu ile dolu olan bir petri kutusu i¢inde deney zamanmna
kadar birakilch ®.

Kurbaga Ringer Soluysonunun Hazirlanmasi: Kalsiyumiu kurbaga Ringer solusyonu-
nun birlesimi; 13 gr NaCl, 0,4 gr RCl, 0,4 gr CaCl, , 0,2 gr NaCHO; ve 2 litre distile su ile ta-
mamlandi. Ortamndan Ca* gekilerek Ca*'suz ringer solusyonu hazirland: ™.

Deney Sistemi ve Uygulams1: Arashrmamzda kullanilan izole organ banyosu, izometrik
transduser {TB- 611 T), amplifikatsr {AP- 6016), kavdedici ve stimulatdrden clusan deney sis-
temi kullanulmustir.Deney siiresince banyo 1sis1 15°C derecede tutulmustur. Deneylerimizde kul-
landigirz gerim transduseri 50 mg! kgr. arasindaki gerimleri elektrik sinyallerine déniistiirme
dzelligindedir. Calismarmzda izometrik 8lgiirm vapdrmistir. Deneylerde kaslara stimilator elle te-
tiklenerek her 30 sn'de bir 50 msn siireli bir uyanm verildi. Elektriksel uyarimun voltaji esik de-
gerden baglayarak maksimum cevab elde edinceye kadar 0.1 V aralikla artinldi. Maksimum ce-
vabin elde edildigi kas boyunda kas 5 dakika dinlenmeye birakildi. Ardindan optimal boyda bu-
lunan kasa, belirlenen degerdeki voltaj uygulanarak, birer dakika arayla 3 sarsi cevab: kaydedil-
di. Bu sarsilarn zamansal parametreleri hesaplandi ve her birinin ortalama degeri elde edildi.
{kinci kisim deneylerde ise 1, 2, 3..., ve 5 Hz frekansinda elektriksel uyarimlar otomatik olarak
verildi. Uyanim, gerim, baslangictaki degerin yansina inene kadar siirdiirtildii. Ayrica, gerimin
ne kadar stirede yan degerine diistiatii de saptand.

GASTROKNEMIUS 1/2 Yarilanma zamam
{Kayit Hizi = 100 mm/sn)
\ \ Gevsems zaman
Kasilma zamani Sarss zaman

Sekll 1: Zamansal Sars) Parametrelerinin Hesaplandidi Sematik Bir Sars Omeji

Istatistiksel Degerlendirme: Arastirmamizda elde ettigimiz sonuclann istatistiksel deger-
lendirilmesi tek yonlii ANOVA ve student t testi kullamlarak yapilch. Anlaml etkinin bulundugu
durumlarda ANOVA sonrasi karsilagtirma Fisher PLSD metodu ile yapildi. Istatistiksel anlamliik
diizeyi P < 0.05 olarak segildi *.
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BULGULAR

Tablo 1'de izole edil-mis Gastroknemius 've Ekstensor Digitorum Longus kurbaga kaslann-
dan Ca®’'lu ve Ca?**'suz ortamlarda elde edilen izometrik sarst karakterlerinin ortalama degerleri
ve istatistiksel analiz sonuglan sunuldu.

Tablo 1: Izole Kaslarnn Ca'*’lu ve Ca**’suz Ortamlardaki izometrik Sarsi Parametreleri

CT (msn) RT {msn) TT {msn} 1/2 RT (msn)
{Kaslima zamani) | (Gevseme zamani) (Sars| zamani) (Yarilanma zamanu}
Ortam Kas Adi
M. EDL
Ca* (A} N29 0.058+£0.016 0.177+ 0.087 0.235 £ 0.099 0.069 + 0.045
(+) M. G"N 0.062 £ 0.016 0.191 £0.109 . 0.253 + 0.122 0.063 + 0.042
(B) N:29
M. EDL : .
Ca® _ 0.048 +0.011 0.092 £ 0.027 0.141 £ 0.035 0.0369 + 0.010
{C) N:30 .
: M. GKN
¢ (D) N:30 0.0540.012 0.096 + 0.026 0.145 + 0.033 0.032 £ 0.006
F:5.188 F:16.343 F:15.269 F:10.564
ANOVA p<0.002 p<0.0001 . p<0.0001 p<0.0001
g AC BD AC BD AC BD AC BD

EDL kastnin kasima, gevseme, yart gevseme ve total sarsi zamaru degerleri, Ca®’lu ortam-
da, Ca®’suz ortama gére anlaml derecede uzun bulundu. Benzer bulgular Gastroknemius kasi
i¢in de elde edildi (Tablo 1).

RN 1L

LY

1
L 3

Sekit 2: E.D.L Kasindan Elde Edilen Sars) Ornegi

Yorgunluk sonrast deZerlerin istatistiksel analizi, 1/2 vanlanma sliresi EDL ile GKN kasla-

rnnda Ca* ilaveli ortamda, Ca®™ ilavesiz ortamdakine gére anlaml derecede uzun bulundu
{P<0.05).
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Tablo 2: 2 Hz'lik Uyanmiarla Yorgunluk Olusturulan Kaslarin Ca*? *lu ve Ca’?’suz Ortamlardaki
Sars: Parametlereri

CT {msn) RT (msn}) TT (msn) 1/2 RT {msn) Yorgunluk
Uyanm Hizi 2 Hz {Kasiima (Gevgeme (Sarsi {Yarllanma sliresi
zaman)) zaman) zamani) zamani} {msn}
Ortam Kas Ach
Ca* M'(E)D L 0.056 +0.01 | 0.091+0.049 | 0.247 £ 0.055 | 0.076 + 0.025 11.1+£759
M. GKN
(+) ®) 067+ 0.007 | 0.250+0.086 | 0.317+0.08% | 0.103£0.017 | 224 %221
M. EDL
Ca* (©) 0.55+0.005 | 0.203 £0.082 | 0.258 + 0.083 | 0.060 + 0.019 6.4+6.96
M. GKN
-} ©) 0.066 +0.007 | 0.309 £ 0.091 | 0.375x0.096 | 0.107 £ 0.039 | 59753
F:7.546 F:4.63 F:5.185 F:7.15 F:3.685
ANOVA p<0.001 p<0.05 p<0.02 p<0.001 p<0.02
Fisher
PLSD A-B C-D C-D c-D AB C-D B-D

GKN kasinda yorgunluk siiresi Ca®“'suz ortamda anlamh derecede kisaldi {P<0.05}. M,
GKN' da sadece kasilma zamam ve yari gevseme zaman Kkalsivumlu ortamda diger kasa gére
daha uzun bulunurken, kalsiyumsuz ortamda ise tiim parametrelerin anlamh derecede uzun ol-
dugu saptanmighr (P<0.05).

Tablo 3: 3 Hz'lik Uyarimlarla Yorgunluk Olusturulan Kaslarin Ca* ‘lu ve Ca**’suz Ortamlardaki
Sarst Parametreleri

CT (msn} RT (msn) TT (msn) 1/2 RT (msn) Yorguniuk
Uyarnm Hizi 3 Hz (Kasllma (Gevgeme (Sars (Yarlanma suresi
zamani) zaman) zaman) zaman) (msn)
Ortam Kas Adi
. M. EDL
Ca (A} 0.058 £ 0.010 | 0.200 +0.055 | 0.248 + 0.076 | 0.081 + 0.028 11.9+1.12
M. GKN
(+) (B) 0.065 £ 0.007 | 0.279+0.094 | 0.345+0.100 | 0.11220.029 | 6.80+15.208
Ca* M'(S;DL 0.054 £0.008 | 0.180 £ 0.059 | 0.234 £+ 0.065 | 0.066 = 0.016 1.3+0.675
M. GKN
() (D) 0.066 £ 0.008 | 0.287 +0.081 | 0.353+0.097 | 0.122 + 0.062 1.6 + 0.966
F:4.405 F:5.044 F:5.339 F:4.774 F:1.54
ANQVA p<0.05 p<0.05 p<0.02 p<0.05 p<0.05
Fisher
PLSD C-D A-B C-D A-B C-D C-D
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ANOVA testi sonuclan; yorgunluk siiresi disindaki tiim zamansal parametreler icin anlamh
bir etkinin oldugunu gosterdi. Anlamli F degerinin saptanditi parametreler icin ANOVA sonras:
Fisher PLSD metodu uyguland:. Bunun sonucuna gére kas gruplars arast farkhliklar karstlastinl-
difhh zaman kalsiyumlu ortamda gevseme ve total sarsi zamanlan GKN kasinda M.EDL' dan an-
Jamli derecede uzun bulundu. Kalsiyumsuz ortamda ise, yorguniuk siiresi hari¢ tiim parametre-
ler GKN kasinda M. EDL' dan anlaml derecede uzun bulundu (P<0.05). Her bir kas grubu i¢in
Ca®’lu ve Ca?'suz ortamlarda elde edilen zamansal sars: parametreleri birbiri ile karsilastinldi-
dinda anlamh bir farkhilik gdzlenmedi.

Tablo 4: 5 Hz’lik Uyarimlarlia Yorgunluk Olugturulan Kaslarin Ca* ‘lu ve Ca**’suz Ortamlardaki
Sars: Parametreleri

CT {msn) RT (msn) TT (msn) 1/2 RT {msn) Yorgurluk
Uyanm Hizi 3 Hz {Kasiima (Gevgeme {Sars (Yariianma siiresi
zamani) zamani}) zamani} zamani}) {msn)
Ortam Kas Adt
M. EDL .
Ca™ (A) 0.057 £ 0.011 | 0.220x0.09 ([ 0.277 £0.098 | 0.083 £0.036 | Tetani olugtu
{(+) M. (S)KN 0.066 + 0.007 | 0.280 +0.103 | 0.346 £ 0.109 | 0.120 + 0.022 “
M. EDL u
Ca* () 0.057 £ 0.007 | 0.187 £0.078 | 0.244 £ 0.083 | 0.075 £ 0.026
-) M.(S;(N 0.061 £ 0.009 | 0.258 £ 0.081 | 0.319 + 0.087 | C.099 + 0.031 “
F:2.576 F:2.164 F:2.258 F:2.646
ANOVA p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05
Fisher
PLSD AB

Tablo 4'de ANOVA sonrast Fisher PLSD metodu testi, kalsiyumlu M.EDL ve M.GKN kas
gruplan arasinda, 1/2 varilanma zamaru parametresinde farkhik bulundugunu goésterdi. Kalsi-
yumlu ortamda ¢alisilan GKN kasinda, kalsivumlu ortamda ¢alisilan EDL kasina gére bu siirenin
uzamas: istatistiksel agidan nemilidir (P<0.05). Diger parametrelerin karsilastinlmasinda an-
flaml bir farkhhga rastlanmad.

TARTISMA VE SONUC

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar, Her iki kas grubunda kalsiyumlu ortamdakine gére
kalsiyumsuz ortamda daha uzun zamansal parametreler saptanmstir (Tablo 1). Bu farkhhk; hi-
pertrofive ugrayan kaslarda Ca® duyarlhdinin artmast aym zamanda yavas kas liflerinin, hizh
olanlara gére Ca? duyarhhgiin daha fazla olmasi ®* ¥ ile aciklanabilir. Ca?* duyarlihgmdaki ar-
tislarn, kasilma sirasinda kontraktil proteinler arasindaki etkilesmenin dinamigint etkilemesi de
mimkiindr.
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2 Hz 3 Hz ve 5 Hz uyanm yorgunhiklan ve kaslarin ekstraselliiler Ca™ iyonuna verdik-
leri cevaplar iki kas grubu arasinda baz farkhliklann oldugunu ortaya koymaktadr. Zaman-
sal sarst parametreleri, gastroknemius kasinda ekstensdr digitorum longustan daha biiktiir
{Tablo 2, 3, 4).

Calismamuzda kullandigirmiz, GKN ve EDL' dan elde ettigimiz izometrik zamansal sarsi para-
metre dederleri, bu iki kas grubunun farkh lif tipleri icerdigini vada farkl ara liflerden olustugunu
diistindiirmektedir. GKN' un baskin ofarak FT lifleri, EDL’ nin da baskin olarak ST lifleri igerdi-
gi disiinilirse®'®, EDL’ deki sarst siiresinde uzama Ca?* duyarlhgina bagh olarak gérilebilir.
EDL kas: icin elde ettigimiz sonuclar, farelerde EDL kasi icin elde edilen izometrik dinamik &zel-
liklere uygundur®®. Bildirildigine gdre Ca® ilave edilmis ekstraselliiler ortamlarda kontraksiyonu
baslatan temel sebep kas lifleri icerisine giren kalsiyum iyonlandir® . [zole edilmis kurbaga
{Rana pipiens) semitendinosus iskelet kaslarindaki S.R'dan Ca?* salinmminin, Ca™ bulunmayan
ekstrasellitler ortamlarda inhibe edildigi ortaya konulmugtur®®.

tzole kurbaga kasinda yapilan bir calismada® epinefrin ile artnlan ekstraselliler Ca®* alami-
nm gerimi % 33 otaninda artirdigi, bu inotropik etkinin ekstraselliiler Ca*'un varhgindan kay-
naklandith iistelik ekstrasellider Ca*'un sarkoplasmik retikulumdan salinan i¢in bir kaymak olus-
turdugu gosterilmistir. Ayrica oldukea diisiik konsantrasyonlarda bile énemli miktarda Ca** sali-
mmina neden oldugundan iskelet kasinda kimyasal bir modiilatér olarak diisiiniilen inozitol tri-
fosfatin™, ekstraselliiler Ca®* girigini artirdigh da gosterilmistir™®.

Bulgularimiz, Ca®* iyonlarinin néro-miiskiler kavsak iizerine etkileri ile agiklanabilir, Motor
sinir terminallerindeki Ca* konsantrasyonu, motor sinir terminalindeki depolarizasyonu, béyle-
ce fazik transmitter salimmum etkileyebilir®. Ancak arastirmamizda hem preparatin hazirlanma-
51 esnasinda sinit dokusu dissek’te edilmis hem de preparat direkt kas iizerinden uyanlmstir.
Bununla birlikte, etki, ndro-miiskiiler kavsaga bagh olsaydi, Ca®"’lu ortamda elde edilen sarsila-
rin daha kisa olmasi beklenirdi®. Ayrica M. GKN' un M. EDL’ a gére daha bilyilk kesit alanmna
sahip olmas da gtzlenen farkhliklarin bir nedeni olarak diisiiniilebilir, SR dan kalsivumla in-
ditklenen Ca?" sahrurm, belirgin olmamakla birlikte, miyoplasmadaki Ca* konsantrasyonunun
diizenlenmesinde &nemli bir fonksiyona sahiptir. Aktivasyon sirasinda mivoplazmada meydana
gelen Ca® girisindeki artis $.R tarafindan agin Ca* salimminin bir sonucu olarak olusmaktadir.
S.R'da Ca™ konsantrasyonu kas liflerinin epinefrin ve cAMP maruz kaldiginda artis gosterdiai
bllinmektedir. Bu olay S.R'daki diizenleyici bir proteinin, cAMP'a bagimh bir protein kinaz tara-
findan fosforile edilmesiyle olugmakta, sonug olarak myoplazmadan Ca® cikisina neden olmak-
tacdit®112® By calisma sonucunda; GKN ve EDL kaslanmin yorgunluk éncesi sarst karakterleri
farkh ve her iki kas grubu da Ca*’'lu ortarnda, Ca®'suz ortamda gére daha uzun sars: siirelerine
sahip oldugu bulundu. Ayrica GKN kas1 hem Ca®’'lu hem Ca®*’suz ortamda 1-5 Hz arasindaki
uyanmlarla, yorulabilirken; M.EDL Ca®*’lu ortamda yorulmanugtir.
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