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1. GIRIS

1.1. Viicutta Demir Yiiklenmesine Bagh Hastaliklarin Etiyolojisi

Viicutta demir yiiklenmesi durumunda demirin 6ncelikle depolardaki seviyesi
cok artar, sonrasinda da demir organlarda birikir. En ¢ok demir birikimi gozlenen
organlar karaciger, kalp ve endokrin bezlerdir. Demir birikimine bagli hasar gozlenen
bu organlara 6zgii semptomlar ile hastalik durumu ortaya ¢ikar (Powell ve ark., 2000).
Viicutta primer demir yiiklenmesi (hemokromatozis) ¢ogu zaman demir diizenleyici
genlerdeki bozukluklar ile iligkilidir. Genel olarak gastrointestinal (GI) demir
absorbsiyonunda artis ile karakterize hepsidin seviyesinde azalma 6n plandadir
(Pietrangelo, 2004). Viicudun agir1 miktarda demir ile karsilastigi durumlarda
sekonder demir yiliklenmesi goriiliir. Bu durum siklikla B-talesemi hastalarinda
goriildiigli gibi hemoglobin bozukluklarina bagli olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu
hastalikta, hemoglobinin B-globulin zinciri yapimindaki anormallik sonucunda gelisen
agir hemolitik anemi ile seyreden bir hastalik tablosu ortaya ¢ikar (Galanello ve Origa,
2010; Olivieri, 1999). Agir hemolitik anemi yiiziinden hastalar siklikla kan
tranflizyonuna ihtiya¢ duyarlar. Diger taraftan, doku oksijenasyonundaki yetersizlige
bagli olarak gelisen hipoksi hepsidin miktarin1 azalttigi icin, GI demir
absorbsiyonunda da artig goriiliir (Hershko, 2010). Sekonder demir yiiklenmesi kan
transfiizyonlarinda, hemolizde veya diyetle demirin agir1 miktarlarda alinmasi ile
ortaya ¢ikmaktadir (Radford-Smith ve ark., 2018). Viicutta demir asir1 yliklenmesinde
fonksiyonel degisiklikler olusur. Karacigerde demir birikmesinin kronik karaciger
hastaligina, siroza ve karaciger karsinomuna yol agabildigi bilinmektedir. Pankreas
hasarinda kan sekeri ylikselir ve demir birikime bagli olarak 6zel tipte bir diyabet
(bronz) olusur. Norolojik hasar durumunda ise, demir yiliklenmesinin Alzheimer

olasiligini artirabildigi diisiniilmektedir (Mclaren ve ark., 1983).



1.2. Viicutta Demir Absorbsiyonu, Dagilimi ve Rolii

Demir, insan viicudunda ferroz (Fe*?) ve ferrik (Fe*?) formlarda yaygin olarak
bulunan bir elementtir (Pantopoulos ve ark., 2012; Siri-Angkul ve ark., 2018). Demir,
hem molekiiliine bagli (hem-demir) ya da bagli olmayan (hem-olmayan demir) iki
farkli form seklinde viicuda diyet ile alinir. Hem-demir et, balik ve kiimes
hayvanlarindan hemoglobin ve miyoglobin ile birlikte, hem-olmayan demir ise
bakliyat, tahil tirinleri ve yesil yaprakli sebzelerden alinir (Young ve ark., 2018). Hem-
demir ferrik formda, hem-olmayan demir ise ferr6z formda bagirsaktaki enterosit
hiicreleri tarafindan absorblanabilir. Hem-demir, hem tasiyic1 protein 1 (HCP1)
araciligiyla absorblanir (Gujja ve ark., 2010). Hem-olmayan demir ise transferrin
aracili veya aracisiz olarak hiicre i¢ine alinabilmektedir (Lawen ve Lane, 2013).
Transferrine bagl olan demir (TB), transferrin reseptorii 1’e baglandiktan sonra klatrin
aracili endositoz yoluyla hiicre igine alinir (Che ve ark., 2020). Transferrine bagh
olmayan demir (NTB) girisginin hiicre yiizeyindeki duodenal sitokrom b (DcytB) gibi
ferrirediiktazlar veya askorbat gibi hiicre i¢i rediiktazlar araciligiyla gerceklestigi
diistiniilmektedir. NTB’nin bu enzimler tarafindan indirgedikten sonra divalan metal
transporter 1 (DMT1) ya da ¢inko transmembran transporter aracili hiicre igine alindigi
One siirilmektedir (Gujja ve ark., 2010; Lane ve ark., 2015; Sheftel ve Lill, 2009;
Valerio, 2007). Ayrica, hiicre membraninda bulunan L- ve T-tipi Ca* kanallarinin
transferrin-bagli olmayan demir i¢in 6nemli giris yolaklar1 olduklarini gosterilmistir
(Chen ve ark., 2014; Kumfu ve ark., 2012; Kumfu ve ark., 2011; Oudit ve ark., 2003;
Oudit ve ark., 2006).

Viicuttaki demirin ¢ogunlugu kanda hemoglobin yapisinda oksijen taginmasi
ve depolanmasinda gorev alir. Hiicrelerde ise mitokondrideki elektron transportundan
sorumlu proteinlerin ve makromolekiillerin yapisinda bulunur (Chen ve ark., 2014).
Hiicre i¢i demir homeostaz ferritin gibi ¢esitli demir baglayan diizenleyici proteinler
ile kontrol altindadir (Abbaspour ve ark., 2014; Kremastinos ve Farmakis, 2011).
Fizyolojik kosullarda dolagimdaki demirin neredeyse tiimii TB olarak tasinir. Kanda
demir konsantrasyonu arttiginda ise transferrin doygunluga ulasir ve dokularda NTB

seklinde birikmeye baglar (Hentze ve ark., 2010) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Viicutta demir absorbsiyonu ve dokulara girisi. Bagirsak enterosit hiicrelerinde hem-demir,
hem tasiyici protein (HCP1) aracilig ile hiicre igine alinir. Hem-olmayan demir 6nce duodenal sitokrom
b (DcytB) araciligr ile indirgenir ve divalent metal transportdrii (DMT1) ile hiicre igine alinir. Hiicre
icinde demir ¢ogunlukla ferritin proteinine bagli bulunur. Dolasima saliverilen demir ferr6z formda
cogunlukla transferine bagli (TB) olarak diger dokular tarafindan absorblanir. Demir yiikklenmesinde
transferine bagli olmayan (NTB) formda dokularda birikmeye baslar. (Gujja ve ark., 2010’dan adapte
edilmistir).

1.3. Demir Yiiklenmesi Kardiyomiyopatisi

Viicutta fazla demir kalp dokusunda birikerek demir yiiklenmesine bagl
kardiyomiyopati olusturur (Khamseekaew ve ark., 2016; Rose ve ark., 2011; Tsushima
ve ark., 1999). Kalpte demir birikimi serumda artan demir miktarina bagl kademeli
olarak gelisen bir durumdur. Normal demir homeostazinin oldugu kosullarda kardiyak
demir, transferrine bagli hiicre icine alim mekanizmalari tarafindan kontrol edilir.
Demir yiiklemesine bagl transferrin doygunluga ulastiginda dolasimda transferrine
bagli olmayan demir miktar1 artmakta ve demirin ferréz formda L-tipi Ca™ kanallari

(LTCC) ve endozom aracilig1 ile kardiyomiyosit icine girdigi disiiniilmektedir



(Tsushima ve ark., 1999; Wood, 2008). Hiicre i¢ine giren demir ferritine baglandiktan
sonra lizozomda yikilmak ve uzun siire depo edilmek {izere transport edilmektedir
(Wood, 2008). Patolojik demir birikiminin ilk olarak kalpte epikardiyumda basladigi
ve sonrasinda miyokard ve endokarda yayildigi diistiniilmektedir. Boylece kalbin
sistolik fonksiyonunun hastaligin ileri agamalarina kadar korundugu o6ne siiriilmiistiir
(Liu ve Olivieri, 1994). Kardiyomiyositin antioksidan kapasitesi asildiginda demir
Fenton reaksiyonu aracili hidroksil radikali olusturmaya baslar (Sekil 1.2). Bu radikal
son derece reaktif oldugundan baslica lipit peroksidasyonuna yol agarak hiicrenin

membran biitiinliigiinde hasara yol acar.

Fe™> + H,O, — Fe™ + HO- + OH"

Sekil 1.2. Fenton kimyasal reaksiyonu. Ferréz demir (Fe*?) hiicrede endojen hidrojen peroksit (H202)
ile reaksiyona girerek hidroksil radikali (HO-) ve hidroksil iyonu (OH") olusturur. Hidroksil radikali
DNA ve diger biyomolekiillerde hasar olusturur.

Demir yiiklenmesine bagli kardiyomiyopatisi olan hastalarda sistolik ve
diyastolik fonksiyon bozuklugu, elektriksel iletimde yavaglama ve bradikardi oldugu
rapor edilmistir (Rose ve ark., 2011). Ayrica, demir yiiklenmesinin goriildiigii -
talasemi hastalarinda aritmi ve kalp yetmezligi en sik karsilagilan Olim
nedenlerindendir. Demir fazlaliginin kalpte aksiyon potansiyeli morfolojisini
etkileyebilecegi bildirilmistir. Farelerde, dort hafta i.p. demir uygulamasindan sonra
elde edilen sinoatrial diigiim hiicrelerinde aksiyon potansiyeli genliginin ve siiresinin
azaldig1 gozlenmistir (Rose ve ark., 2011). Benzer sekilde, sigan neonatal sol ventrikiil
hiicrelerinde in vitro sartlarda uzun siireli demir inkiibasyonunun (1-3 giin) aksiyon

potansiyeli tepe degerini ve siliresini azalttig1 gosterilmistir (Kuryshev ve ark., 1999).

1.4. Voltaj Uyanis1 ile Aktive Olan Ca™ Kanallarimn Yapisi ve
Fonksiyonel Rolii

Voltaj uyarisi ile aktive olan Ca*? kanallar1 (VGCC), voltaj ile aktive olan diger

K" ve Na' kanallarinin dahil oldugu membran iyon kanali protein ailesinin tiyesidir.



VGCC’ler molekiiler, farmakolojik, biyofiziksel 6zellikleri ve doku dagilimlarina gore
L-,N-, P-, Q-, R- ve T-tipi olarak siniflandirilirlar. VGCC’da farkl1 alt iiniteler biraraya
gelerek kanal yapisini olusturur. ol alt {initesi kanalin Ca* seciciligi, voltaj bagimh
aktivasyonu, Ca*? kanal blokérlerine duyarliligi gibi 6zelliklerini belirler. a; alt {initesi
tek basina fonksiyonel Ca™ kanal aktivitesi igin yeterli iken diger alt liniteler
elektrofizyolojik 6zellikler ve kanal gegirgenliginde diizenleyici rollere sahiptir. Hiicre
icinde bulunan [ aksesuar alt tinitesi ¢esitli kinazlar (CAMP ve cGMP bagimli kinazlar,
protein kinaz C) tarafindan fosforillenmeye uygun bolgeler igerir ve bu bolgelerin
fosforilasyonu VGCC aktivitesini regiile eder. VGCC’lerin ax-6 aksesuar alt iiniteleri
birbirlerine disiilfit baglar1 ile baglidir. y aksesuar alt {initesinde ise glikolizasyon

bolgeleri bulunur (Catterall, 2011; Dolphin, 2018).

Diisiik voltajla (daha negatif potansiyellerde) aktive olan ve hizli inaktivasyon
gosteren T (transient) -tipi kanallar a1 alt {inite farklarina gore de al1G (Cay 3.1), alH
(Cay 3.2), all (Cay 3.3) seklinde siiflandirilirlar. Yiiksek voltajla aktive (daha pozitif
potansiyellerde) olan ve uzun siire agik kalabilen L (long-lasting) -tipi kanallar ise a1S
(Cay 1.1), alC (Cay 1.2), alD (Cay 1.3), alF (Cay 1.4) farkli ol alt {nitelerine
ayrilmaktadir (Catterall, 2011; Perez-Reyes, 2003; Xia ve ark., 2004). L- tipi
kanallarda bulunan Cayl alt {nitesi kasilmanin baglatilmasi, salgilama ve gen
ekspresyonu regiilasyonundan sorumludur. N-, P-, Q-, R- tipi kanallarda bulunan Ca,2
alt iinitesi hizl1 sinapslarda sinaptik iletimin baslatilmasinda gorev almaktadir. T-tipi
kanallardaki Ca,3 alt iinitesi ise kalp, néron gibi uyarilabilir hiicrelerde aksiyon
potansiyelinin baglatilmasindan sorumludur. L- ve T- tipi Ca*? kanallarmm alt
iinitelerinin izoformlarinin eksprese oldugu dokular ve temel fizyolojik 6zellikleri de
birbirlerinden farklidir. Cay 1.1 iskelet kasinda bulunur ve kas kasilmasinda rol oynar.
Cay 1.2 kardiyomiyositlerde uyarilma-kasilma ciftleniminde, sinoatriyal diigiim ve
atriumda uyar1 odagi (pacemaker) aktivitesinde 6nemli rol oynar. Ca, 1.3 kalp,
pankreas ve bobrekte bulunur ve endokrin salgilama ile iligkilendirilmektedir. Ca, 1.4
retinal hiicrelerde gérme fonksiyonuna yardimci olur. Cay 3.1 sinoatrial diigimde,
noronlarda, diiz kas hiicrelerinde, bobrek, akciger gibi bir¢ok dokuda bulunur ve
ilgilenilen dokuya bagli olarak uyar1 odag1 (pacemaker) aktivitesi, ndrotransmitter

salmimi gibi farkli roller tistlenmektedir. Ca, 3.2 kardiyak miyositlerde, diiz kas



hiicrelerinde ve somada eksprese olmaktadir. Ca, 3.3 ise sinir hiicresi govde
dendritlerinde lokalize olduklart ileri stiriilmiistiir (Catterall ve ark., 2005; Mesirca ve
ark., 2015; Ono ve lijima, 2010). L- ve T-tipi Ca*? kanallarinin yapisinda aksesuar alt
tiniteler de (y, B, 02-8) bulunmaktadir. Kanaldaki aksesuar alt iiniteler L- ve T-tipi Ca*?

kanallarinda ortaktir (Perez-Reyes, 2003).

Kardiyomiyositlerde sarkolemmada bulunan VGCC’ler, hiicrede aksiyon
potansiyeli olusumu ve Ca™ regiillasyonundan sorumlu proteinlerdendir.
Kardiyomiyositlerde voltaj ile aktive olan iki ana Ca*? kanal tipi bulunmaktadir. LTCC
ventrikiilde kardiyak uyarilma-kasilma kenetlenmesinden sorumludur. T-tipi Ca*
kanallar1 (TTCC) ventrikiilden daha ¢ok sinoatrial diigiim, atriumda bulunurlar ve
akim yogunluklan tiire gore farklilik gosterir (Ono ve lijima, 2005; Vassort ve ark.,
2006). TTCC akimlarmin da kalbin otomatisitesi ve uyarilma-kasilma ciftlenimine
anlamli 6l¢iide katildig: diistiniilmektedir (Nilius ve ark., 2006; Perez-Reyes, 2003).
Ornek olarak, farede T-tipi Ca*? kanali (Ca,3.1) geninin silinmesi sinoatrial diigiimde
diyastolik depolarizasyon hizini yavaglatarak aksiyon potansiyeli siiresini uzattigi 6ne
siiriilmiistiir (Mangoni ve ark., 2006). Ozellikle, kalp hipertrofisi gibi patolojilerde
TTCC fonksiyonunda artig oldugu bildirilmistir (Vassort ve ark., 2006). T- ve L- tipi
Ca*? kanallariin kapilanma ve gegirgenlik ozellikleri birbirlerinden farklidir. TTCC
daha negatif membran potansiyellerinde agilirlar ve bu 06zellik sinoatriyal digim
hiicrelerinin uyar1 odagt (pacemaker) potansiyelleri ile ortiismektedir. Fizyolojik
kosullarda I-V iligkisinde maksimum akim genliginin Cavl.2 i¢in 0 mV, Cavl.3’ilin -
10 mv, Cav3.1’in ise -40 mV civarinda oldugu gosterilmistir (Mesirca ve ark., 2015).
LTCC aksine TTCC inaktivasyonu Ca*? bagimli degildir. TTCC, L-tipine gore daha

hizl1 inaktive olurlar (Ono ve Iijima, 2010).

1.5. Demir Yiiklenmesinin Kardiyomiyosit L- ve T- tipi Ca*? Kanallar ile

Diger Ca*? Proteinleri Uzerine Etkisi

Kardiyomiyositlerde demir yiiklenmesinin LTCC {izerine etkisi daha once

arastirilmustir (Siri-Angkul ve ark., 2018). Izole sol ventrikiil hiicrelerinde akut olarak



diisiik doz (0,5 mM Fe*?) demir siiperfiizyonu LTCC artirirken, yiiksek doz (>0,5 mM
Fe*?) bu akimlar1 azaltmistir (Tsushima ve ark., 1999). Bu sonuglar, akut demir
inkiibasyonu etkisinin basitge Fe*? ile Ca*? arasindaki yarismaya bagli olmadigini
gostermektedir. Uzun siireli (1 ay) demir yiiklemesi yapilan farelerden izole edilen
sinoatrial diiglim ve atrium hiicrelerinde ise LTCC azaldig1 bulunmustur (Rose ve ark.,
2011). Arastiricilar, bu akimdaki azalmanin Cavl.3 mRNA’sindaki azalmadan
kaynaklandigini 6ne siirmiislerdir. Ancak, benzer protokol ile demir yiiklemesi yapilan
farelerden elde edilen ventrikiil hiicrelerindeki LTCC akimlarinda fark gézlenmemistir
(Oudit ve ark., 2003). Bu sonuglar, demirin voltajla aktive olan Ca*? kanal akimlarinda
kalp bolgesine 6zgii etki olusturdugunu akla getirmektedir. Kalpte, demirin aksiyon
potansiyelinden sorumlu voltaj ile aktive olan diger iyon kanallari iizerindeki etkileri
de arastinlmistir. Kiiltiirdeki sican neonatal ventrikiil hiicrelerinde 72 saat demir
inkiibasyonunun Na" akimini azalttigi, K" tepe akimini artirdigi ancak diger potasyum

akimlarini etkilemedigi bildirilmistir (Kuryshev ve ark., 1999).

Demir fazlaliginin hiicrelerde olusturdugu toksik etkilerin mekanizmasinda
reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) rol alabilecegi diisiiniilmektedir. Hiicre igine giren
fazla miktardaki serbest demirin yukarida bahsedildigi gibi Fenton reaksiyonu ile ROS
olusumunu arttirdig1 ve kalpte Ca*? regiilasyonundan sorumlu proteinlerin aktivitesini
etkiledigi bildirilmistir (Kaneko ve ark., 1989a; Kaneko ve ark., 1989b; Xu ve ark.,
1997). Bu durumun hiicre igi Ca*? seviyesini artirarak kasilma disfonksiyonuna yol
actif1 diisiiniilmektedir (Josephson ve ark., 1991). Ornek olarak, Zeitz ve ark.
(2002)’nin yaptiklar1 ¢alismada demir aracili olusan ROS’un kasilma miyofilament
fonksiyonunda ve diastolik Ca*? seviyesinde degisiklikler olusturdugu ve bu
degisikliklerin sodyum-kalsiyum degis-tokusgusu (NCX) inhibitorii ile engellendigi
bildirilmistir. Demir aracili olusan ROS’un hiicre i¢ine NCX aracili Ca*™? girisini
artirarak akut diyastolik disfonksiyona yol acabilecegi one siirilmiistiir (Sekil 1.3).
Sonu¢ olarak, demir yiiklenmesinin ¢esitli mekanizmalar ile hiicre i¢i Ca*?
regiilasyonundan sorumlu proteinler ve VGCC’ler iizerine etkileri hiicre igi Ca™
diizeyinde artisa yol agmaktadir. Bu kosullarin demir yiiklenmesi ile gelisen

kardiyomiyopatide kasilma disfonksiyonuna yol ag¢tig1 diigiiniilmektedir.
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Sekil 1.3. Demir yiiklenmesinin kardiyak kalsiyum regiilasyonunda rol oynayan proteinler iizerindeki
olast etkileri. Ferroz demir L-tipi kalsiyum kanali (LTCC) ve T-tipi kalsiyum kanali (TTCC)’ler
araciligi ile hiicre igine girer. Demir girisi artig1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumuna yol agarak
hiicrede oksidatif stresi artirir. Na'/K' pompasi, sodyum-kalsiyum degis-tokusgusu (NCX),
Sarkoplazmik retikulum (SR)’de SR Ca*? ATPaz pompasi (SERCA) ve ryanodin kanallar1 (RyR),
sarkolemmal Ca*? ATPaz aktiviteleri etkilenir (Khamseekaew ve ark., 2016’dan uyarlanmistir).

1.6. Calismanin Amaci

Demir yiiklenmesi ile olusan kardiyomiyopatide, kardiyak Ca*?
regiilasyonunun bozulmasinin, sol ventrikiil disfonksiyonunun olusmasina 6nemli
Olciide katki sagladigi bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda, dogrudan akut ve uzun
stireli demir yiiklenmesinin fare kardiyak atrium kokenli hiicre serisi olan HL-1
hiicrelerinde TTCC etkisi arastirildi. Bu etkilerin ortaya ¢ikarilmasi ile kalpte demir
fazlaliginin indiikledigi elektrofizyolojik degisikliklerin mekanizmasinda Ca*? iyon
kanallarinin roliiniin aydinlatilmasi1 amaglanmaktadir. Demirin atrial kardiyak iyon
kanallar1 iizerindeki akut ve kronik etkilerinin incelenmesi ile kalpteki aksiyon

potansiyeli morfolojisindeki olas1 degisikliklerin irdelenmesi hedeflenmektedir.



2. GEREC ve YONTEM

2.1. HL-1 Hiicre Kiiltiirii

Fare atrium kokenli HL-1 hiicrelerini biiyiitmek amaciyla, dnceden jelatin
(%0,02) ve fibronektin (%0,5) ile kaplanan flask ya da 6’li kuyular kullanildi.
Hiicreler, igerisinde 2 mM L-glutamin, 0,1 mM norepinefrin, %10 FBS (fetal sigir
serumu), 100 U/ml penisilin ve 100 pM streptomisin bulunan Claycomb besiyeri
igerisinde, standart kiiltiir kosullarinda (%5 karbondioksit (COz), %95 nem ve 37°C)
biiyttiildi. Biyokimya deneyleri icin T-25 flasklara elektrofizyoloji deneyleri igin ise
6’1 kuyularda kirik camlara ekilen hiicreler % 40-50 yogunluga ulasincaya kadar
standart hiicre besiyerinde inkiibe edildi. Demir girisi i¢in deney gruplari

olusturulurken hiicre besiyeri, norepinefrin ve FBS igermeyen besiyer ile degistirildi.

2.2. Hiicrelere Demir Girisinin Olciilmesi

HL-1 hiicrelerinde demir girisini 6l¢gmek i¢in hiicreler T-25’1ik flasklara ekildi.
Uygun yogunluga gelen hiicreler besiyeri degistirilerek 24 ve 48 saat demir ile inkiibe
edildi. Hiicrelere demir yiiklemesi i¢in literatiirde belirtilen konsantrasyonlarda (300
ve 600 pM) Fe*3 (Sigma Aldrich, 157740), 1 mM askorbik asit ile birlikte dogrudan
hiicre besiyerine eklendi (Chen ve ark., 2014). Daha sonra hiicreler iki kez +4°C’de
fosfat tamponlu ¢ozelti (PBS) ile yikand1 ve kazinarak tiipe aktarildi. Hiicreler 500
g’de 5 dakika santrifiijlenerek pellet haline getirildi ve +4 °C’deki hipotonik tamponda
(5 mM Tris, pH:7,5) ¢oziildii. Lizat1 elde etmek i¢in hiicreler dnce vortekslendi ve
sonrasinda 4 kez sonikasyon (15 s sonikasyon 15 s buz {lizerinde inkiibasyon)
uygulandi. Bu islemden sonra 10 dakika buz iizerinde diizenli araliklarla ters diiz
edilerek inkiibe edilen 6rnekler son olarak 10 dakika +4°C 20000g’de santrifiijlendi ve
slipernatanttan demir 6l¢limii yapildi. Elde edilen lizattan demir igeriginin 6l¢iilmesi
icin kolorimetrik kitin talimatlar1 (Bio Assay Systems, DIFE-250) uygulandi. Lizattaki

toplam demir konsantrasyonu ile dogrusal orantili olan renk yogunlugu,



spektrofotometrede (SpectraMax Plus, MolecularDevices) 590 nm de 6lgiildi (Sekil
2.1).

ODS‘)()nm

0 200 400 600 800 1000 1200
[Fe*™], ng/dL

Sekil 2.1. Demir girisi miktar 6l¢imii i¢in 96-lik kuyularda olusturulan standart egri analizi. OD: Optik
yogunluk.

2.3. Kullanilan Soliisyonlar

Demir o6l¢iimii deneylerinde hiicrelerin yikanmasi i¢in kullanilan fosfat
tamponlu soliisyon (PBS); 1,67 g Na;HPOy4, 0,57 g NaH2PO4 ve 8,5 g NaCl (pH:7,4)
kullanilarak hazirlandi. Elektrofizyoloji deneylerinde kullanilan standart hiicre ici
(pipet) soliisyonunda (mM olarak): 125 KCI, 25 Hepes, 3 Na ATP, 5 EGTA, 0,4 Na
GTP, 2 MgSOs4 kullanildi ve pH 7,2 olarak ayarlandi. Banyo soliisyonu ise (mM
olarak): 135 NaCl, 20 Hepes, 11 Glukoz, 4,5 KCI, 1 MgCly, 2 CaCl, ile hazirland1 ve
pH 7,4 olarak ayarlandi. K" kanal akimlarini inhibe etmek ig¢in kullanilan pipet
sollisyonu (mM olarak): 125 CsCl, 20 TEA-CI, 10 EGTA, 5 Nax,ATP, 5 MgCl,, 10
Hepes, 0,2 NaGTP kullanild1 ve pH 7,3 olarak ayarlandi. Banyo soliisyonu ise (mM
olarak): 157 TEA-CI, 10 Hepes, 5 CaCl,, 0,5 MgCl; ile hazirlandi ve pH 7,4 olarak

ayarlandi.
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2.4. HL-1 Hiicrelerinden mRNA Olc¢iimii

2.4.1. RNA izolasyonu

HL-1 hiicrelerinden toplam RNA izolasyonu i¢in Trizol kullanildi. ilk olarak
hiicrelerin lizerinden besiyer uzaklagtirildi ve Trizol eklenerek oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edildi. Ardindan deney tiipiine alinan hiicrelerin iizerine kloroform
eklenerek birkag kez ters diiz edilerek 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu
islemden sonra 12000 g’de 5 dakika +4°C’de santrifiijlendi ve iistteki s1v1 kisim alindi.
Bu s1v1 kismin {izerine izopropil alkol eklendi ve bir gece boyunca -20 °C’de tutuldu.
Ertesi giin bekletilen RNA’lar 12000 g’de 15 dakika +4°C’de santrifiijlendi ve
RNA’larin pellet haline gelmesi saglandi. Pelletin iizerine tuzlari uzaklastirmak
amaciyla etanol ilave edilerek tekrar santrifiij yapildi ve etanol uzaklastirildiktan sonra

pellet suda ¢oziildii. Elde edilen RNA miktar1 spektrofotometrede (260/280) dlgiildii.

2.4.2. Primer Tasarimi

llgilenilen  genlerin  tiim  transkriptleri ~Ensembl  veritabanindan
(http://www.ensembl.org) elde edildi. L-tipi (Cay 1.1, 1.2, 1.3) ve T-tipi (Cay 3.1, 3.2,
3.3) gen ekspresyonlart i¢in uygun primerler, primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/)
programi ile olusturuldu ve primerlerin ozgulligi blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) programu ile kontrol edildi (Cizelge
2.1).

Cizelge 2.1. Deneylerde kullanilan primerlerin sekans, erime sicakliklar1 ve g¢ogalttiklar baz cifti
uzunluklar

Primer ad1 Primer sekansi (5°-> 37) Erl(r(n]?nssifgilgl Amplikon
Cav1.1 diiz AGCATCGTGGAATGGAAACC 51.78
primer ’
Cav1.1 ters TGTTGTTGTCATCCTCTGGC 51.78 106
primer ’
Cav1.2 diz CAACCTGGAACGAGTGGAGT 5383
primer ’

11



95

Cavl.2 ters CGTTGGGGTGGAAGAGAAGT 5383
primer ’
Cav1.3 diiz TGAAGTCCATCGCCTCTCTG 53.83
primer ’
120
Cavl.3 ters TGCTTCGCTTGGTTTGAGTC 5178
primer ’
Ca3.1 diiz TTGGCATCGTTGGTGTTCAG 5178
primer ’
Ca3.1 ters GGCTCTCGTCCTCATTCTCT 53.83 129
primer ’
Ca\3.2 diiz ACTGGCTGTGACCCCTAATG 53.83
primer ’
Ca3.2 ters GCCGTGAGTCCAAAAGAGTG 5383 143
primer ’
Ca\3.3 diiz TCATCTTTGGCATCATCGGC 5178
primer ’
Ca.3.3 ters CTCGTCGTCCTCTTCTGGTT 53,83 131
primer
B-aktin diiz GCYGTMTTCCCCTCCATCG 63,2
primer 63
B-aktin ters CTGACCCATWCCCACCATC 579
primer ’

2.4.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

HL-1 hiicrelerinden elde edilen toplam RNA’lardan Superscript I1I First Strand

Synthesis System for RT-PCR kiti (Invitrogen,18080-051) ile iiretici firmanin Onerisi

dogrultusunda komplementer DNA (cDNA) sentezlendi. Ozetle, 1 ug toplam RNA kit

icerisinde bulunan ¢ozelti, enzim, saf su ve spesifik (ters ve diiz) primerler ile toplam

hacim 20 pl olacak sekilde karigtirildi. Ardindan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

cihazina (Applied Biosystems, Veriti®) yerlestirilerek sirasiyla 10 dk 25°C, 50 dk

50°C, 5 dk 85°C’de bekletilen total RNA’lardan cDNA sentezi gergeklestirildi. Elde
edilen cDNA’lardan Taq DNA polymerase high fidelity kit (Invitrogen, 11304-011)

kullanilarak ilgilenilen genlere ait bolgler PCR cihazinda ¢ogaltildi. PCR protokolii

ise; 1 dk 94°C ardindan 40 dongii 15 s 94°C, 30 s 53°C, 90 s 68°C. Cogaltilan PCR

iirlinleri %4 agaroz jelde yiiriitiildii ve sonrasinda goriintiilendi.
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2.4.4. Ger¢ek Zamanh PCR (RT-PCR)

Elde edilen cDNA’lar, ilgili genin ters ve diiz primerleri, su ve kapiller sisteme
(Roche Light Cycler 1.5) uygun floresan bazli (Cyber Green) RT-PCR kiti (Go-Taq
qPCR master mix, Promega) kullanilarak toplam hacim 20 pl olacak sekilde RT-PCR
cihazina yiiklendi. Deneylerde referans gen olarak -aktin kullanildi. Kontrol ve demir
yiiklenen 6rneklerden elde edilen mRNA miktarlarinin karsilagtirilmasi AAct metodu
ile yapildi. Primerlerin verimi farkli cDNA konsantrasyonlarma (10 ng, 4 ng, 0,4 ng,
0,04 ng) karsilik gelen esik dongii (Ct) degerlerinden olusturulan dogrusal denklemin
egiminden formiil (10(-1/egim) ile hesapland1 (Sekil 2.2).

35 -

S 30 - m Ca 1.2: Egim=-3,297; R>= 0,996

= A Ca 1.3:Egim=-3,533; R*= 0,995

£ 25 4 ¢ Ca, 3.1: Egim=-3,579; R*= 0,999

'2 e Ca 3.2: Egim=-3,522; R>= 0,999

'5» 20 - _ — B-aktin: Egim=-3,716; R= 0,968
]5 T T T T T _l 1

2 -1,5 -1 -05 0 0,5 1 1,5
log cDNA miktar (ng)

Sekil 2.2. Deneylerde kullanilan primer verimlerinin analizi. qPCR’da standart egriler ilgilenilen cDNA
seri diliisyonlarindan elde edildi (reaksiyon basina 10 ng, 4 ng, 0,4 ng, 0,04 ng). Dogrusal regresyon
analizi seri diliisyon log cDNA miktarina karsilik gelen esik dongii (Ct) degerlerinden yapildi.

2.5. Immunofloresans

HL-1 hiicrelerine demir yiiklenmesinin hiicre proliferasyonu iizerine olasi
etkisini aragtirmak amaciyla immunofloresans yontemi kullanildi. Bu ydntemde,
hiicreler belirlenen konsantrasyon ve siirelerde (300 ve 600 uM, 24 ve 48 saat) Fe™
ile inkiibe edildikten sonra hiicrelerin lizerinden besiyer uzaklastirilarak 3 kez PBS ile
yikandi. Ardindan -20°C’deki %100 metanol ile 5 dakika fiske edilen hiicreler tekrar
PBS ile yikanarak 40 saniye DNA boyas1 Yo-Pro-1 (2,5 uM; Molecular Probes by Life
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tech Y3603) ile inkiibe edildi. Daha sonra preparat kurumasini engelleyecek uygun
ortama (Diamond antifade Mountant Life tech P36961) ters olarak kapatildi ve 12 saat
151k almayacak sekilde birakildi. Hiicrelerden immunofloresans 6l¢iimii i¢in konfokal
mikroskop (Leica, SP5) kullanildi. Yo-Pro-1 boyasi icin 488 nm dalga boyunda
uyarilan hiicrelerin emisyon sinyali 495-550 nm dalga boyu araliklarinda toplanda.

Hiicre sinirlar1 diferansiyel interferans kontrast (DIC) mikroskopisi ile belirlendi.

2.6. Elektrofizyoloji

Hiicrelerden voltaj ile aktive olan Ca*? ve K akimlar tiim hiicre yama kiskag
teknigi ile kaydedildi. Akim kaydi i¢in soda-kire¢ camindan mikropipetler (i¢ ¢ap:1,1-
1,2 mm, dis ¢ap:1,5-1,6 mm) kullanildi. Mikropipetlerin direnci yatay mikropipet
cekici (Sutter Instrument CO., P-97) ile ~2,5 MQ yapildi. Kanal akim kayitlar1 igin,
yama kiskag¢ anfi (Biologic RK-300) ve analog sinyalleri dijital sinyallere doniistiiren
ara yiz (Axon CNS Digidata 1400A) kullanildi. Verilerin analizi Clampfit 10
programinda yapildi. HL-1 hiicrelerinden voltaja duyarli akimlari ayirmak igin
standart ve akim kaydi yapilacak kanal tipine 6zel hiicre i¢i ve disi soliisyonlar
(Bakiniz; kullanilan soliisyonlar 2.3) ile kaydedildi. TTCC akimlar1 aktive etmek igin
membran potansiyeli -110 mV istirahat potansiyeline kenetlendi ve — 100 mV’dan
baglayarak 10 mV araliklar ile 70 mV’a kadar 300 ms boyunca depolarize edici test
pulslari uygulandi. Elde edilen veriden akim voltaj iliskisi ¢ikarildi. LTCC akim kayd1
icin hiicreler baglangicta -70 mV istirahat potansiyelinde tutuldu ve bdylece voltaja
duyarli TTCC akimlar1 inaktive edildi. Daha sonra -70 mV istirahat potansiyelinden
10 mV’luk araliklar ile 300’er ms boyunca depolarize edici test uyarilar1 uygulandi.
Akimlarin inaktivasyon zaman sabitleri (t), akimlara Boltzmann standart egri fit

edilmesi ile hesaplandi.

2.7. istatistik

Sonuglar ortalama = S.E.M seklinde gosterildi. Gruplar arasi fark igin ¢ift
yonli Student’1n #-test’i kullanildi (Graphpad Prism 5) ve P<0,05 anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. HL-1 Hiicrelerinde Voltaj ile Aktive Olan Ca*? Kanallarinn

Molekiiler Karakterizasyonu

Bu projede ilk olarak voltaj bagimli Ca*? kanallarinin gen ekspresyonlari
incelendi. Bu amagla L- ve T- Ca* kanal alttiplerine 6zgii primerler (Cizelge 2.1) ile
cogaltilan PCR firiinleri analiz edildi (Sekil 3.1). Agaroz jelde yiiriitilen PCR
iiriinlerinde kalp dokusunda bulunan L- tipi a1C (95 baz ¢ifti (bp) , L- tipi 1D (120
bp), T- tipi alG (129 bp), T- tipi alH (143 bp) alt linite ekspresyonlar1 beklenen
biiytikliikklerde gozlendi. Daha ¢ok iskelet kasi ve noronlarda bulundugu bildirilen
sirastyla L- tipi alS (106 bp) ve T- tipi a1l (131 bp) alt {inite ekspresyonlarina ise
rastlanmadi (Catterall ve ark., 2005; Ono ve lijima, 2010). HL-1 hiicrelerinde daha
once yapilmig ¢aligmalarda N-, P/Q ve R-tipi Ca*? kanal ekspresyonlarin bulunmadigi
gosterildiginden (Xia ve ark., 2004) bu kanallara ait alt iinite ekspresyonlar

incelenmedi. Bu sonuglar, HL-1 hiicrelerinde farkli ikiser adet L- ve T- tipi Ca™

izoformu bulundugunu gostermektedir.

= a
< <
o <2
175} @)
3 3

alD (Ca 1.3)
alG (Ca, 3.1)
alH (Ca 3.2)
all (Ca, 3.3)

400 bp -
300 bp -

200 bp -

100 bp -

Sekil 3.1. HL-1 hiicrelerinde Ca*? kanallarmin gen ekspresyonlarinin analizi. Her kuyuya ilgili genlere
ait PCR firiinleri yiiklendi ve etidyum igeren % 4 agaroz jel elektroforezde yiiriitiildii. Deneylerde 100
bp’lik ladder kullanildi (GeneON, 304-005).
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3.2. HL-1 Hiicrelerinde Ca*? Akimlarimin Voltaj Kiskaci1 Yontemi ile
Olgiilmesi

Molekiiler bulgulardan elde edilen sonuglar1 dogrulamak ve fonksiyonel
kanal ekspresyonlarini incelemek amaciyla HL-1 hiicrelerinden Ca*? akimlari tiim
hiicre yama kiskac1 teknigi ile dl¢iildii. ilk olarak ige yonelik katyon akimlar1 (Na" ve
Ca*?) arastirildi. Bu amagla K* akimlarin1 bloke etmek igin hiicre dis1 soliisyona K*
kanal inhibitorii tetractil amonyum (TEA), pipet soliisyonunda da sezyum (Cs) iyonu
konuldu. Ayrica banyo soliisyonunda Na" konsantrasyonu normalin yaklasik 30 kati
az (~ 4 mM), pipet soliisyonunda ise normal hiicre i¢i Na* konsantrasyonunun yaklasik
10 kat1 fazla (42 mM) olarak ayarlandi. Na" i¢in ters iyon gradient sartlarinda Nernst
potansiyeli oda sicakliginda (20° C) ~ 60 mV olarak hesaplandi. Boylece olasi Na*
akiminin, i¢ce yonelik katyon akimlarinin aktive oldugu potansiyellerdeki akimlara
katkis1 ihmal edilebilir diizeyde tutuldu (bkz. tartisma). Bu kosullarda i¢e yonelik tepe
akimlara ait akim voltaj iliskisi (I-V) grafigi olusturuldu (Sekil 3.2A). Elde edilen I-V
grafigi, kontrol kosullardaki (normal iyon gradientlerinin oldugu) I-V grafiginden
farkli degildi (Sekil 3.2C). Dolayisi ile, voltaj ile aktive olan i¢e yonelik akimlarin
Ca*? akim1 oldugu diisiiniildii. Bu akimlarin ortalama inaktivasyon zaman sabiti (t)
26,50%1,00 ms Slgiildii (n:4, bkz. metodlar, Sekil 3.2B). Daha 6nce HL-1 hiicrelerinde
yapilmis calismada TTCC maksimum akimlarinin (~ -30 mV) LTCC gore (~ +10 mV)
daha negatif potansiyellerde olustugu bildirilmistir (Xia ve ark., 2004). TTCC akimlari
negatif membran potansiyellerinde aktive oldugundan hiicreler baslangicta -120
mV’luk potansiyelde tutuldu ve sonrasinda membran +10 mV’luk adimlar ile
depolorize edildi (bkz. metodlar). LTCC akimlari i¢in ise membran baslangigta -70
mV’da tutuldu ve artan depolarizasyon adimlari uygulandi. Béylece membran -70 mV
baslangi¢ potansiyelinde tutularak TTCC inaktive edildiginden kalan akimlar LTCC
olarak degerlendirildi. Ortalama hiicre kapasitansi 35 piko Farad (pF)’lik hiicrelerden
farkli protokollerde kayit alinmasi akimlarin I-V karakterini degistirmeden sadece
akim biiytikliiklerini etkiledi (Sekil 3.2C, D). Sonug olarak, kontrol kosullarda elde
ettigimiz ice yonelik akimlarin I-V iliskisi HL-1 hiicrelerinde yliksek oranda
fonksiyonel TTCC bulunduguna isaret etmektedir.
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Sekil 3.2. A) HL-1 hiicrelerinden tam hiicre yama kiskaci teknigi ile alinan igce yonelik katyon akim
kayitlarinin akim voltaj iliskisi (I-V) iligkisi. Akim kayitlar1 sirasinda K* kanallari inhibe edildi ve hiicre
ic-dis Na* gradienti ters tutuldu (n:3). B) Standart banyo ve pipet soliisyonlarinda, -120 mV ‘dan -40
mV’a depolarize edici test potansiyeli uygulandiktan sonra akimin inaktivasyon zamani 6l¢iimii i¢in
egri fitini (diiz ¢izgi) gosteren Ornek trase. Voltaj protokolii seklin iistiinde gosterilmistir. C) Standart
banyo ve pipet soliisyonlarinda, -110 mV (C) veya -70 mV (D) baslangi¢c potansiyelinde tutulan
hiicrelere sirasiyla -100 mV ya da -60 mV’dan 0 mV’a kadar 10’ar mV’luk artislar ile depolarize edici
test potansiyelleri uygulandi. Olusan ice yonelik katyon akim traseleri {ist iiste getirildi (sol) ve I-V
egrisi (sag) olusturuldu (n:7-8). Grafikteki degerler (ortalama+ standart hata) kenetlenen test potansiyeli
i¢in maksimum akim miktarlaridir.
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3.3. HL-1 Hiicrelerine Demir Yiiklenmesi ve Hiicre Canlihigina Etkisi

FeCls (300-600 uM)’iin sudaki ¢ozeltisi Fe*? (ferrik) formunda dogrudan
hiicre besiyerine verildiginde besiyerindeki serum proteinlerinin koagiilasyonuna yol
acti. FBS icermeyen besiyerine dogrudan ferrik demir eklendiginde ise
¢Oziiniirliiglinlin az oldugu ve uzun siirede demirin flask tabanina ¢oktiigii gozlendi.
Ferrdz (Fe*?)’in sudaki ¢oziiniirliigii ferrik demire gore daha iyi oldugu bilinmektedir.
Demirin ¢ozlinlirliigii artirmak igin, FeClz ¢ozeltisine ferrik demiri ferr6z demire
indirgeyen askorbik asit (1 mM) eklendi. Distile su veya FBS’siz besiyeri ortaminda
ferr6z demirin uzun siireli inkiibasyonu sirasinda ¢cokme gozlenmedi ve deneylere bu
protokolle devam edildi. Hiicre i¢i demir miktarin1 6lgmek ic¢in kullandigimiz kit
toplam demir (ferrik ve ferréz formlarinda) 6lgmektedir. HL-1 hiicrelerinde demir
inkiibasyonu siire ve konsantrasyon bagimli olarak hiicre i¢ine demir girisine yol acti

(Sekil 3.3A). Hiicre canlilig1 ise demir yliklenmesinden etkilenmedi (Sekil 3.3B).
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300 uM Fe Kontrol

600 uM Fe

Sekil 3.3. HL-1 hiicrelerinde farkli konsantrasyon ve siirelerde demir inkiibasyonlarinin hiicre i¢i demir
girisine (A) ve hiicre proliferasyonuna (B) etkisi. Hiicre ¢ekirdekleri DNA boyasi Yo-Pro 1 ile
boyandiktan sonra her deney grubu i¢in ayni1 alana diisen ¢ekirdek sayisi (yesil) konfakal mikroskopta
belirlendi. Hiicre sinirlarini belirlemek igin DIC modu kullanildi ve floresan goriintii ile birlestirildi.
Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir (n:3-4; * kontrole gore, p<0,05).
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3.4. HL-1 Hiicrelerinde Uzun Siireli Demir Inkiibasyonunun Voltaj

Bagimh Ca*? Kanal Ekspresyonlarina Etkisi

HL-1 hiicrelerinden voltaj bagimli Ca™ kanal genlerine ait mRNA

diizeylerini 6lgmek icin ilk basta dogrusal regresyon analizi yapildi. RT-PCR

reaksiyon ortamma ilgili genlerin artan miktarlarinda c¢DNA eklenmesi Ct

degerlerinde dogrusal azalmaya yol acti (egim: ~ 3.3, data gosterilmedi). Analiz

sonuglarindan genlere 6zgii primerlerin verimleri elde edildi (Cizelge 3.1) (Pfaffl,

2001). Uzun siireli demir yiiklemesi yapilmis (48 saat, 600 uM) HL-1 hiicrelerinden

goreceli mRNA ekspresyon analizi yapildi. Demir yiiklemesi Cay 1.2, 1.3, 3.1 ve 3.2

mRNA ekspresyonlarini anlamli olarak degistirmedi (Sekil 3.4).

Cizelge 3.1. Voltaj bagimli kanallarin mRNA ekspresyonlarinda kullanilan primer giftlerinin
amplifikasyon verimleri. Elde edilen verim degerleri ile miktar analizi i¢in AACt metodunun uygun

olduguna karar verildi.

Gen ad1 Verim

Cay 1.2 2.01349877
Cav 13 1.9199332
Cay 3.1 1.90595238
Cay3.2 1.92349432
[B-aktin 1.85857035
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Sekil 3.4. HL-1 hiicrelerinin 48 saat 600 uM demir ile inkiibasyonunun voltaj bagimli Ca* kanallarinin
gen ekspresyonlarina mRNA diizeyinde etkisi (n:6).

3.5. HL-1 Hiicrelerinde Akut ve Uzun Siireli Demir Inkiibasyonunun

Voltaj Bagimh Ca*? Kanal Akimlarina EtKisi

3.5.1. Akut Demir Uygulamasimin Voltaj Bagimh T-tipi Ca*? Kanal
Akimlarma Etkisi

HL-1 hiicrelerine akut demir HEPES tampon ¢6zeltisi igeren banyo ortamina
esit hacimde dogrudan FeCls ¢ozeltisi eklenmesi ile uygulandi. Akut demir
uygulamasindan oOnce hiicrelerden tam hiicre konfigiirasyonunda kontrol akim
kayitlart alindi. Akut demir uygulamasindan ~3 dk sonra ayni hiicrelerden farkli
protokoller ile TTCC akim kayitlar1 alindi ve I-V egrileri olusturuldu. Akut demir
uygulamasi ige ve disa yonelik akimlarda bir degisiklik olugturmadi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. iki farkli hiicreden iki farkli baslangic potansiyelinde (A, -120 mV ve B, -70 mV) standart
hiicre dis1 (HEPES) ve pipet soliisyonunda akut demir (150 uM) uygulamasi 6ncesi (kontrol, siyah) ve
3 dk sonrasinda (akut demir, gri) art arda alinan i¢e ve disa yonelik voltaj bagimli kanal akimlarina ait
I-V egrileri. Hiicrelere sirasiyla -100 mV ya da -60 mV’dan 0 mV’a kadar 10’ar mV’luk artiglar ile
depolarize edici test potansiyelleri uygulandi.

3.5.2. Uzun Siireli Askorbik Asit inkiibasyonunun Voltaj Bagimh T-tipi
Ca*? Kanal Akimlarina Etkisi

Bu calismada, hiicrelere demir uygulamasi (FeCls) indirgeyici ajan olarak
askorbik asit ile birlikte uygulandi. Literatiirde askorbik asit’in tek bagina ige yonelik
Ca*? akimlarinda inhibisyona yol agtig1 bildirilmistir (Nelson ve ark., 2007; Parsey ve
Matteson, 1993). Ancak, bu tez ¢aligmasinda elde edilen sonuglara gore uzun siire (1
mM, 48 saat) askorbik asit uygulamasi TTCC akimlarinda kontrole gore bir fark
olusturmadi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. 48 saat askorbik asit (1 mM) inkiibasyonunun i¢e yonelik TTCC etkisi. Standart banyo ve
pipet soliisyonlarinda, -110 mV (A) veya -70 mV (B) baslangi¢ potansiyelinde tutulan hiicrelere
sirasiyla -100 mV ya da -60 mV’dan 0 mV’a kadar 10’ar mV’luk artiglar ile depolarize edici test
potansiyelleri uygulandi. Olusan ice yonelik katyon akim traseleri iist {iste getirildi I-V egrileri
olusturuldu (n:2). Grafikteki degerler (ortalamat standart hata) kenetlenen test potansiyeli i¢in
maksimum akim miktarlaridir.

3.5.3. Farkh Siire ve Konsantrasyonlardaki Demir Inkiibasyonunun

Voltaj Bagimh T-tipi Ca*? Kanal Akimlarina EtKisi

Hiicre canlilig1 etkilenmeden hiicre i¢ine demir girisinin gozlendigi (Sekil
3.3) demir inkiibasyon doz ve siirelerinde TTCC miktarlar 6l¢iildii. Bu amagla biitiin
deney gruplarinda tam hiicre konfiglirasyonunda baslangi¢c potansiyeli -120 mV’da
tutuldu. 24 ve 48 saat diisilk doz (300 uM) demir inkiibasyonu TTCC akimlarin
benzer miktarlarda azaltti (Sekil 3.7A, B). 24 saat 300 uM demir inkiibasyonu TTCC
akimlarinin donme (reversal) potansiyelini etkilemedi (kontrol: 9,43+2,09 mV; 24
saat, 300 pM Fe™: 9,38+2,05 mV, n:4-7). Ayrica, akimlarin inaktivasyon siireleri
arasinda fark gozlenmedi (kontrol t: 26, 50+1,00; 24 saat, 300 uM Fe*2: t: 25,15+1,53
ms, n:4). Hiicrelerin 24 saat yiiksek konsantrasyon demir ile inkiibasyonu ise (600 uM)
TTCC akimlarinda 24 ve 48. saatlerdeki diisiik konsantrasyon demir inkiibasyonu ile
kiyaslandiginda daha fazla inhibisyon olusturmadi (Sekil 3.7C). Ancak 48 saat yiiksek
doz (600 uM) demir inkiibasyonu diger tiim demir inkiibasyonu deney gruplarina gore
TTCC akimlarinda daha fazla inhibisyon olusturdu (Sekil 3.7D). Bu sonuglar TTCC
akimlariin demir inkiibasyonu ile inhibisyonunda inkiibasyon dozu ve siiresinin

onemli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.7. 24 ve 48 saat demir inkiibasyonunun (300-600 uM) ige yonelik TTCC etkisi. Standart banyo
ve pipet soliisyonlarinda, -110 mV baslangi¢ potansiyelinde tutulan hiicrelere sirasiyla -100 mV’dan 0
mV’a kadar 10’ar mV’luk artislar ile depolarize edici test potansiyelleri uygulandi. Olusan ige yonelik
katyon akim traseleri iist iiste getirildi ve I-V egrileri olusturuldu. (A) 24 saat, 300 uM Fe™? (n:4); (B)
48 saat, 300 uM Fe*? (n:2); (C) 24 saat, 600 uM Fe'? (n:3); (D) 48 saat, 600 uM Fe'? (n:2). Grafikteki
degerler (ortalamatstandart hata, * p<0,05) kenetlenen test potansiyeli i¢cin maksimum akim
miktarlaridir.

3.6. Farkh Siire ve Konsantrasyonlardaki Demir Inkiibasyonunun

Voltaj Bagimh K* Kanal Akimlarina EtKisi

Deneylerde kontrol amagli demir inkiibasyonunun disa yonelik katyon
akimlarina etkisine de bakildi. Kontrol hiicrelerdeki K* akimlar1 banyo soliisyonunda
TEA, pipet soliisyonunda Cs iyonu varliginda inhibe oldu (Sekil 3.8A). Voltaj ile
aktive olan K" akimlarinin uzun siireli demir inkiibasyonundan etkilenmedigi
bilinmektedir (Kuryshev ve ark., 1999). Bizim bulgularimiza gore de askorbik asit ya
da uzun siireli demir inkiibasyonundan (24, 48 saat; 600 uM Fe*?) K* kanal akimlari

etkilenmedi (Sekil 3.8B).
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Sekil 3.8. A) HL-1 hiicrelerinde disa yonelik katyon akimlarina sirasiyla pipet ve banyo soliisyonlarina
Cs ve TEA eklenmesinin etkisi (n:4-19). B) 24 veya 48 saat demir inkiibasyonunun (600 uM) ve
askorbik asit’in (I mM) disa yonelik K" akimlarma etkisi (n:3-10). Standart banyo ve pipet
soliisyonlarinda, -110 mV baslangi¢ potansiyelinde tutulan hiicrelere sirasiyla -100 mV’dan 0 mV’a
kadar 10’ar mV’luk artislar ile depolarize edici test potansiyelleri uygulandi. Olusan ige yonelik katyon
akim traseleri Uist iiste getirildi ve I-V egrileri olusturuldu. Grafikteki degerler (ortalama+standart hata)
kenetlenen test potansiyeli igin maksimum akim miktarlaridir.
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4. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, atrial tiimor kokenli HL-1 hiicrelerinde (Claycomb ve
ark., 1998) akut ve uzun siireli demir ytliklemesinin voltaj ile aktive olan TTCC’larin
fonksiyonuna etkisi incelenmistir. Ilk olarak, PCR kullanilarak elde edilen molekiiler
sonuglarimiz, bu hiicrelerde voltajla aktive olan Ca* kanallarindan L- tipi a1C ve
alD, T- tipi alG ve olH alt iinitelerine ait mRNA’lar1 eksprese ettiklerini
gostermektedir. L- tipi alS ve T- tipi all ekspresyonu ise gézlenmemistir. PCR’da
kanal alt {initelerini ¢ogaltmak i¢in kullanilan dongii sayisi esit oldugundan (40 dongii)
HL-1 hiicrelerinde en ¢ok TTCC ekspresyonu oldugu anlasilmaktadir. LTCC
ekspresyonunun ise bu hiicrelerde daha az oldugu goziikmektedir. Ayni hiicrelerde
yapilan diger bir ¢alismada da benzer sonuclar elde edilmistir (Xia ve ark., 2004).
Elektrofizyolojik bulgulara gore negatif membran potansiyellerinde elde edilen ige
yonelik katyon akimlarinin genligi K* kanal inhibisyonundan etkilenmemektedir.
Dolayis1 ile, kontrol sartlarda ice yonelik akimlara hiicre i¢inden disina katyon
akimlariin eslik etmedigi ya da ihmal edilebilir oldugu anlagilmaktadir. Gozlemlenen
ice yonelik katyon akimlarinin kinetigi cok daha hizli aktive ve inaktive olabilen (1-2
ms) Na' akimlarina benzememektedir. Elde ettigimiz ice yonelik katyon akim
aktivasyon ve inaktivasyon toplam siiresi ~50 ms’dir (Sekil 3.2C, D). Bu siire Ca™
akimlarinin kinetikleri ile uyumludur (Mesirca ve ark., 2015; Xia ve ark., 2004). Akim
kayitlar1 sirasinda hiicre i¢i ve dig1 soliisyonlarda ters Na* gradienti (hiicre i¢i fazla,
hiicre dis1 az) olan sartlarda voltaj ile aktive olan i¢e yonelik katyon akim genliginde
bir degisiklik olmadi (Sekil 3.2A). Bu kosullarda Na* iyonu i¢in Nernst potansiyeli ~
- 60 mV oldugundan ice yonelik akim kayitlar1 sirasinda ancak -60 mV’dan daha
negatif membran potansiyeli kenetlerinde Na* iyonunun katkist olacagi 6ngoriilebilir.
Elde ettigimiz sonuglar, -70 mV’da voltaj ile aktive olan i¢e yonelik katyon akiminin
ihmal edilebilir diizeyde oldugunu gostermektedir (Sekil 3.2A). Dolayist ile HL-1
hiicrelerinde voltaj ile aktive olan ige yonelik katyon akimlarinda Na* iyonunun olas1
katkis1 minimum olarak diisiliniilebilir. Bu sonuglar, HL-1 hiicrelerinde gézlemlenen

ige yonelik katyon akimlarinin Ca*? akimi oldugunu desteklemektedir.
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Kardiyomiyositlerde, TTCC akimlarinin voltaj-akim iligkisinde tepe akim
degerleri -40/-30 mV’dur. LTCC akimlarininki ise +10 mV civarindadir. Bizim
fonksiyonel sonuglarimiz molekiiler bulgularimiz ile uyumlu olarak HL-1
hiicrelerinde daha ¢ok TTCC kanallarmin eksprese oldugunu gostermektedir. TTCC
akimlar1 olduk¢a negatif potansiyellerde aktive olabildigi i¢in (-80 mV) LTCC
akimlarini elde etmek amaciyla hiicreler -70 mV baslangi¢ potansiyelinde tutularak
TTCC akimlar inaktive edildi. Bu protokolle elde edilen akimlar akim-voltaj iliskisini
saga kaydirmadan sadece maksimum akim genliginde azalma olusturdu. Baslangi¢
potansiyelinin -120 mV yerine -70 mV’da tutulmasi daha az sayida TTCC kanalinin
test potansiyelinde aktive oldugunu gostermektedir. Dolayisi ile, demir yiiklemesinin
incelendigi deney gruplardaki elektrofizyolojik kayitlarin biiylik bir ¢ogunlugunun

fonksiyonel olarak TTCC eksprese eden hiicrelerden alindigini diisiindiirmektedir.

TTCC ilk olarak, tek kanal seviyesinde Nowycky ve ark. (1985) tarafindan
tanimlanmustir. Bu kanallar, diger voltaj ile aktive olan Ca*? kanallarindan hizli
aktivasyonlari, yavas deaktivasyon ve -60 mV ve daha negatif potansiyellerde esik
kanal aktivasyonlari ile ayrilirlar (Carbone ve Lux, 1984; Iftinca ve Zamponi, 2009;
Perez-Reyes, 2003). Bulgularimiza gore bazi deneylerdeki ice yonelik katyon
akimlarindaki voltaj aktivasyon esigi -80 mV’dur (Sekil 3.6A). Bu sonugclar, atrial
hiicrelerde TTCC kalpte dinlenim membran potansiyeli olusumuna katki sagladigini
ve dinlenim membran potansiyellerinde hiicre i¢ine siirekli Ca™ girisi olabilecegini
oneren c¢aligmalar ile uyumludur (Perez-Reyes, 2003). TTCC’nin a altiiniteleri {i¢ ayr1
gen tarafindan kodlanmaktadir. CACNAIG (alG), CACNAIH (alH), CACNAII
(all), genleri sirast ile Cay 3.1, 3.2, 3.3 olarak adlandirilan kanallarini olusturan
niikleotid dizilerini barindirir (Catterall ve ark., 2005). Bu a altiinitelerden Cay 3.3’lin
digerlerine gore (Cay 3.1 veya Cay 3.2) daha yavag aktivasyon ve inaktivasyon kinetigi
(~150 ms) gosterdigi bilinmektedir (Elies ve ark., 2016). Bu tez ¢alismasinda elde
edilen molekiiler bulgulara goére, HL-1 hiicrelerinde Ca, 3.3 ekspresyonu
bulunmamaktadir. Sonug¢larimiz, akimlarin kinetikleri ve akimlarin I-V iligkisinin bu
hiicrelerde goreceli olarak daha hizli fonksiyonel Cay 3.1, Cay 3.2 izoformlarinin

oldugunu desteklemektedir.
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TTCC akimlarina akut demirin etkisini inceleyebilmek i¢in demir, banyo
ortamima dogrudan eklendi. Deneylerde ilk ©nce hiicrelerden tam hiicre
konfigiirasyonunda kontrol akim kayitlar1 alindi. Daha sonra akut (~3 dk) demir
uygulamasi yapildiktan sonra akim kayitlar1 tekrarlandi. Akut demir uygulamasi
yapilirken ferr6z demirin okside olmasini engellemek i¢in FeClz (150 uM) ¢ozeltisi
taze hazirlandi ve banyo ortamina esit hacimde eklenerek tam karigim saglandi. Banyo
ortaminda 2 mM Ca*? varliginda akut demir uygulamasi i¢e yonelik akimlarin I-V
iligkisinde, tepe akim degerlerinde ve reversal potansiyelinde bir degisiklik
olusturmadi. Bu sonuglar demirin dogrudan kanal proteinine baglanarak hizli bir etki
olusturmadigini veya daha Onceki c¢aligmalarda One stiriildiigii gibi kanal
gecirgenliginde azalmaya yol agmadigini diisiindiirmektedir (Lopin ve ark., 2012;
Tsushima ve ark., 1999). Tsushima ve ark. (1999) akut demir inkiibasyonunun LTCC
gecirgenligi iizerine etkilerinin doza bagimli oldugunu bildirmektedir. Doza bagimli
olarak, 0,25 mM konsantrasyonda demir siiperfiizyonu tepe akimlarimi
degistirmemekte, 0,5 mM konsantrasyon tepe akimlarini artirmakta, 0,5 mM
konsantrasyonun lizerinde ise tepe akimlarini azaldig1 gosterilmistir. Benzer sekilde,
Lopin ve ark. (2012) 0,25 mM konsantrasyonda akut demir uygulamasi ile Cay 3.1
tepe akimlarinda zayif bir inhibisyon, buna karsihk 1,85 mM demir
konsantrasyonunda ise daha gii¢lii inhibisyon gozlemislerdir. Ayrica, ayn1 ¢alismada
TTCC akimlarmin I-V iligkisi akut demir uygulmasi ile saga (depolarizasyon)
kaydigint bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda akut demir uygulamasi igin
kullandigimiz demir konsantrasyonu 0,125 mM’dir. Diger c¢alismalar ile
karsilastirilinca, bu tez calismasinda akut demir uygulamasinin TTCC akimlari
iizerindeki farkli etkileri, uygulanan demir konsantrasyonundaki farklara bagli olabilir.
Ayrica, bu tez calismasinda kullanilan HL-1 hiicrelerinde en fazla Cay 3.2 izoformu
eksprese olmaktadir. Diger calismalarda akut demir inkiibasyonunun etkileri farkli
Ca*? kanal tiplerinde (Cay 3.1 ya da LTCC) arastirildifindan etkilerin arastirilan

izoforma 6zgiil olma olasilig1 bulunmaktadir.

Uzun siireli demir yiliklemesi sonrasinda da TTCC akimlarinin reversal
potansiyellerinde anlamli bir kayma olmamasi, bu kanallardan hiicre i¢inden digariya

demir ge¢medigini diisiindiirmektedir (Oudit ve ark., 2003) (Sekil 3.7). Demir
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yiiklemesi disa yonelik K akimlarint (Sekil 3.8) ve hiicre canliligini (Sekil 3.3B)
etkilemedi. Bu sonuglardan TTCC fonksiyonunun uzun siireli demir yiiklemesinden
spesifik olarak etkilendigi anlagilmaktadir. Ek olarak, uzun siireli demir inkiibasyonu
ise Ca™ kanal mRNA ekspresyonlarin1 degistirmediginden kanal fonksiyonundaki
inhibisyon, kanal sayisindaki azalma yiiziinden gerceklesmemektedir. TTCC’da uzun
stireli demir inkiibasyonu ile goriilen inhibisyonun, inkiibasyonda kullanilan demir
konsantrasyonundan daha ¢ok inkiibasyon siiresine bagimli oldugu anlasilmaktadir.
Bu durum kanal yapisinda hiicre i¢i demir artisina bagl kanalin fonsiyonuna etki

edebilecek proteinlerin regiilasyonunda degisiklikleri akla getirmektedir.

Ornek olarak, demir yiiklenmesine bagli gelisen kardiyomiyopatiye kalp
kalsiyum regiilasyonunda rol oynayan proteinlerin fonksiyonlarindaki degisikliklerin
yol agabilecegi One siiriilmektedir (Oudit ve ark., 2003). Kardiyomiyositlerde hiicre i¢i
Ca*? dongiisiinden sorumlu bu proteinlerin aktivitesindeki bozulmalar ¢ogunlukla
hiicre i¢i Ca'? artis1 ile sonuglanabilmektedir. Hiicrede artan demir aracili olusan
ROS’un da hiicre i¢indeki Ca*>’un artisina yol acgabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica,
hiicre i¢inde artan demirin LTCC inaktivasyonunu yavaslattig1 ve bu durumun tepe
akimlarindaki azalmaya ragmen hiicre i¢inde Ca™ artisina katki saglayabilecegi
gosterilmistir (Tsushima ve ark., 1999). Hiicre i¢inde artan Ca*?, kalp kasilmasim
bozarak kardiyak disfonksiyona aracilik etmektedir. Noronlarda yapilan ¢calismalarda,
LTCC inaktivasyonundaki yavaslamanimn hiicre i¢inde artan demirin kanalin Ca™

aracili inaktivasyonuna yol agan Ca*? baglanma bolgelerine Ca*?’

un yerine yarigmali
olarak baglanmasindan kaynaklandigi one siiriilmektedir (De Leon ve ark., 1995;
Imredy ve Yue, 1994). Bizim bulgularimiza gore, 24 saat 300 uM demir inkiibasyonu
TTCC inaktivasyon siiresini degistirmediginden (bkz. bulgular 3.5.3), en azindan
TTCC inaktivasyon siiresinin uzamasina bagli Ca*? artisinin mekanizmasinin kalp igin

agirliklt olarak gecerli olmadigi soylenebilir.

Caligmamizda, HL-1 hiicrelerinin dinlenim membran potansiyellerinin
olduk¢a depolarize degerlerde (-20/-30 mV) oldugu goriildii ve dolayisi ile aksiyon
potansiyeli kaydi alinamadi. Ayrica, hiicrelere akim keneti konfiglirasyonunda negatif

akim enjekte edilmesi de dinlenim membran potansiyelini yeterince hiperpolarize
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degerlere kaydirmadi. HL-1 hiicrelerinde aksiyon potansiyeli kaydedilmis diger
caligmalarda ise membran potansiyelinin -80 mV civarinda oldugu (Pelloux ve ark.,
2006) ya da spontan atim gosteren HL-1 hiicre tipinden alindigi rapor edilmistir
(Takeuchi ve ark., 2013). Dolayisi ile ileride, sponton atim gosteren HL-1 hiicre serisi
siparis edilerek bu deney grubunun tekrarinin yapilmasi planlanmaktadir. HL-1
hiicrelerinde aksiyon potansiyelinin diyastolik depolarizasyon evresinde TTCC’nin
sorumlu oldugu goziikmektedir (Yang ve Murray, 2011). Bizim bulgularimiza gore
demir ytiklenmesi TTCC akimlarinda inhibisyona yol a¢tigindan aksiyon potansiyeli
morfolojisinin etkilenme potansiyeli bulunmaktadir. Bu tez ¢aligmasindan elde edilen
deneysel veriler, normal diyetle artan GI demir absorbsiyonu, kan transfiizyonlari veya
demirin diyetle asir1 alinmasi (Afrika asirt demir yiikii) gibi durumlarda kalpte demir
yiiklenmesine bagl kardiyak disfonsiyon gelisebilecegini desteklemektedir. Demir
yiiklenmesine bagl gelisen kardiyomiyopatide standart tedavi olarak flebotomi, demir
selasyonu yapan ajanlarin kullanimi ve diyet kontrolii uygulanmaktadir (Gujja ve ark.,
2010). Hastalara, kirmizi et gibi demir igeriginden zengin besinlerin az tiiketilmesi,
demir absorbsiyonunu artirdig1 i¢in alkol aliminin azaltilmasi (Conrad ve Barton,
1980), vitamin C ve demir igeren multivitamin tabletlerinin kullanilmamasi
onerilmektedir (Felitti ve Beutler, 1999). Ayrica, demiri baglayarak absobsiyonunu
azaltan tannat, fitat, oksalat, kalsiyum ve fosfat i¢erigi zengin besinlerin tiikketilmesi de

hastalara tavsiye edilmektedir (Conrad ve Barton, 1981).
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez caligmasinda kalpte demir fazlaliginin indiikledigi elektrofizyolojik
degisikliklerin mekanizmasinda uyarilma-kasilma ¢iftleniminde rol aldig: diisiiniilen
TTCC’nin rolii ortaya ¢ikartildi (Nilius ve ark., 2006; Perez-Reyes, 2003). Elde edilen
sonuglarin demir toksisitesine bagli gelisen kardiyomiyopati mekanizmalarinin bir
bolimiinii aydinlatma ve yeni tedavi stratejileri olusturulmasina katki saglama

potansiyeli bulunmaktadir.
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OZET

HL-1 Hiicrelerinde Demir Fazlahigimin T-tipi Ca™ Kanal Akimlarina Akut ve Kronik
Etkileri

Demir insan viicudunda en ¢ok bulunan metaldir ve bir¢ok fizyolojik siirecte
(hemoglobin, demir igeren enzimlerin yapisinda bulunur) rol oynamaktadir. Viicutta demirin
absorbsiyonu, depolanmasi ve dagilimi siki kontrol altindadir. Demir homeostazinin degistigi
hemokromotosiz gibi metabolik bozukluklarda fazla demir kalp gibi 6nemli organlarda
depolanir. Bu durumda oOrnek olarak, demir toksisitesinin goézlendigi talasami major
hastalarinda, erken donemde atrial dilatasyon ve disfonksiyona ve daha sonrasinda ise
ventrikiiler disfonksiyona yol agti1i rapor edilmistir. Kalpte demir fazlaligindan aksiyon
potansiyeli morfolojisinin etkilendigi bilinmektedir. Ancak, gelisen bu elektrofizyolojik
degisikliklerin mekanizmasi tam olarak aydmlatilmamgtir. Kalpte T-tipi Ca™ kanal
akimlarmin akut ve kronik demir yiiklemesinden nasil etkilendigi de bilinmemektedir. Bu tez
caligmasinda atrial kokenli, L- ve T-tipi Ca™ kanallarin1 endojen olarak eksprese HL-1
hiicrelerinden tiim hiicre yama kiskact metodu kullanilarak akim kayitlar1 alindi. Hiicrelere
demir yiiklemesi i¢in in vitro kosullarda hiicre dis1 ortama FeCl; eklendi ve T-tipi Ca™ kanal
kinetiklerine akut ve kronik (24-48 saat) etkisi incelendi. Elde ettigimiz bulgulara gére 48 saat
demir yiiklemesi L- ve T-tipi Ca™ kanal ekspresyonlarini degistirmedi. Akut demir
uygulamasi (150 uM, 3 dk) T-tipi Ca* kanal akimlarim degistirmedi. Ancak demir yiiklemesi
siire (24 ve 48 saat) ve konsantrasyon (300, 600 puM) bagimli olarak aksiyon potansiyeline
etkili olabilecek T-tipi Ca™ kanal akimlarini azaltti. Bu tezden elde edilen hiicresel
elektrofizyolojik sonuglar kalp gibi komplike sistemlerin demir toksisitesine verdikleri yanitin
mekanizmasinin anlagilmasina ve yeni potansiyel tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki
saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: demir yiiklemesi, HL-1 hiicreleri, T-tipi Ca™ kanali.
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SUMMARY

The acute and Chronic Effects of Iron Overload on T-type Ca** Calcium Currents in

HL-1 Cells

Iron is the most abundant transition metal in the human body and plays substantial role
in many physiological processes (part of the hemoglobin structure and iron containing
enzymes). In human body, absorption, storage and distribution of iron is tightly regulated.
Dysregulation of iron hemostasis in metabolic disorders such as hemochromatosis may lead
to deposition of excess iron in vital organs including the heart. In this condition, atrial
dilatation and dysfunction have been reported to be earlier markers followed by depressed
ventricular function of iron toxicity in patients with thalassemia major. It has been shown that
cardiac action potential morphology can be affected with iron overload. However, the
mechanism involved in these electrophysiological parameters has not been resolved. The
knowledge regarding the direct electrophysiological effects of acute and chronic iron overload
and its mechanism on the natively expressed cardiac T-type Ca®* channel (Ca, 3.1, Cay 3.2) is
still lacking. In this thesis, mice atrium derived HL-1 cells was used which exhibit both L- and
T-type Ca*" channel endogenously. Using whole cell patch clamp, voltage dependent channel
currents were obtained. The acute and chronic (24-48 hours) effect of in vitro FeCls treatment
on T-type channels kinetics was observed. 48 hours of iron overloading did not alter the
expressions of L- and T-type Ca*" channels. Acute iron exposure (150 pM, 3 min) did not
change T-type Ca*" channel currents. However, iron overload reduced T-type Ca*" channel
currents in a time (24 and 48 hours) and concentration (300, 600 uM) dependent manner that
could potentially effect action potential. All the electrophysiological results obtained from this
study will help to clarify the complex response mechanisms involved such as heart in iron
toxicity.

Keywords: HL-1 cells, iron overload, T-type Ca' channel.
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