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Bu calismada farkli dozlardaki protamin siilfatin
izole sican kalp papiller kasinin kasilma ve
kontraktlir parametreleri {izerine olan etkileri
arastirildi. Calismada, agirliklar1 210-260 g arasinda
degisen toplam 20 adet erkek Wistar tiirii sigan
kullanildi. Her sol ventrikiilden, yaklasik 5-6 mm
uzunlugunda, 1-1.5 mm genisliginde ve 32+4 mg
agirhginda bir papiller kas izole edildi. Izometrik
geviregle bu kaslarin 30 °C’de kontrol (0), 20, 40, ve
80 pg/ml protamin ve esit oranlt heparin+protamin
dozlarinda, 0.1 Hz ve 0.5 ms siireli uyarana kars1
gelistirdigi kasilma ve kontraktiir parametreleri
olgtildi.

Papiller kasin kasilma kuvvetleri 20, 40 ve 80 pg/ml
protamin dozlarinda anlamli derecede (p < 0.001)
diiserken, 40 ve 80 pg/ml protamin ortaminda
kasilma ve yar1 gevseme siireleri uzamaktadir (p <
0.05). 40 pg/ml kontrakte olup, tepe gerimi (PT) nin
arttig1 ve tepe gerimine ulasma zamaninin (TPT)
azaldigir saptandi. Kasilma ve gevseme hizlart (+
dF/1t) ise doza bagli olarak diisiis gostermektedir (p
< 0.001). Papiller kas esit oranli heparin+protamin
ortamlarinda ise zayif bir negatif inotropik etki
gostermektedir.
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The Effects of Protamine Sulfate in the Isolated
Rat Heart Papillary Muscle’s Parameters of
Contraction and Contracture

In this study, the effects of different concentrations
of protamine sulfate in the isolated rat heart
papillary muscle’s parameters of contraction and
contracture were studied. 20 male Wistar rats
weighing between 210-260 g were used in the study.
From each left ventricle, a papillary muscle of 5-6
mm in length 1-1.5 mm in width and 32 + 4 mg in
weight was isolated. With isometric transducer, in
30 °C, The parameters of contraction and
contracture were measured after 0.1 Hz 0.5 ms of
impulse with control (0), 20, 40 and 80 wml
protamine and an equal proportion of heparin,
protamine concentration.

The concentration of papillary muscle decreased
significantly (p < 0.001) and in 40, 80 pg/ml
protamine concentration and half relaxation time
were prolonged (p < 0.05). After a dose of 40 pg/ml
protamine, the muscle contracted, the peak tension
(TPT) decreased. The contraction and relaxation
speed (£ dF/dt) decreased with dosa. Papillary
muscle showed a weak negative inotropic effect in
solutions containing equal proportions of heparin
and protamine.

Kardiyopulmoner bypass sonrasinda heparinin
olusturudgu antikoagiilan etkiyi nétralize etmek
icin, bir polikatyonik peptid olan protamin
stilfatin rutin olarak kullanildigi bilinmektedir.
Protamin siilfatin olusturdugu hipotansiyon yan
etkisi konusunda ¢ok sayida ¢aligma mevcuttur.

Bu c¢aligmalarin bir kisminda yan etkiden
pulmoner ve periferik dolasim  (1-3),

(*) Bu calisma Gogiis ve Damar Cerrahisi Dernegi IV. Ulu-
sal Kongresi’'nde poster olarak sunulmustur.

digerlerinde  ise  kontraktil
sorumlu tutulmaktadir (4-9).

fonksiyonlar1

Ozellikle, protamin siilfatin miyokard kasilma
prosesleri tlizerinde olusturdugu depresif etkinin
ne tiir bir mekanizmayla olustugu giiniimiizde
tartigma konusu olmustur. Farkli dozlardaki
protamin siilfat ve birebir heparin+protaminin
direkt olarak izole sigan kalp papiller kasmin
kontraktil ve kontraktiir parametrelerine etkisini
belirlemek iizere bu ¢aligma yapildi.



Materyal ve Metod

Calismada, agirhiklar1 210-260 g arasinda degi-
sen 20 adet erkek Wistar tiiri sican kullanildi.
Sicanlar, sodyum pentobarbital (30 mg/kg, j.p.)
injeksiyonu ile anestezi edilerek operasyon
masasina sabitlendi. koroner arterde tromboz
olusumunu 6nlemek amaciyla viicut agirhiginin
her 100 grami basina 500 IU heparin IV olarak
uygulandi. Trakea kaniile edildi. Cilt batin orta-
sindan boyuna kadar agildiktan sonra ster-
notomi yapilarak perikard agildi. Assendan aort
cevre dokudan temizlenip pulmoner arterden
ayrildi. Yapay perfiizat (Krebs) vermek icin
aortik kanill aortaya yerlestirildi (11). Perfiiz-
yona baslamadan Once sag atriyum bir insiz-
yonla agcilarak kalp dekomprese edildi. Kalp
izole edildikten sonra Krebs c¢ozeltisi (litrede
mM olarak 113 NaCl, 4.7 KCI, 12
MgS04.7H20, 1.9 CaClI2.2H20, 1.2 KH2PO4,
25 NaHCO3 ve 11.5 glukoz) igeren ve %95 O2-
%5 CO2 gaz karisimi verilen ayirma kabina
alindi. Yapay perflizyona baslandiktan sonra,
kalbin ekstrakorporeal ortama adaptasyonu igin
10-20 dakika beklendi.

Her sol ventrikiilden, kordae tendineayi igeren
yaklasik 5-6 mm uzunlugunda, 1-1.5 mm genis-
liginde ve 32+4 mg agirhiginda bir papiller kas
izole edildi. Izole edilen kaslar platin elekt-
rodlar arasina uygun tarzda yerlestirilip, sicak-
l1g1 30 °C’de sabit tutulan 20 ml Krebs ¢ozeltisi
iceren izole organ banyosuna asildi. Banyo
¢ozeltisinin pH’s1 7.34-7.45 arasinda tutuldu ve
ortama devamli %95 02-%5 CO2 gaz karigim
verildi. Bir saatlik termoregiilasyon ve denge-

lenme periyodundan sonra supramaksimal uya-
ran voltaji ve optimum kas boyu (maksimum
kas gerimini veren boy) belirlendi. Kas bu
gerim altinda on dakika bekletildikten sonra,
0.5 ms stireli ve 0.1 Hz frekansh kare pulslarla
supramaksimal olarak 15 dakika boyunca
uyarilip hazirlik donemi tamamlandi. Kas1 uyar-
mak i¢in Harvard Double Channel Stimiilator,
mekanik yanitlar1 kayitlamak i¢in Grass Poly-
graph Model 7 ve FT.03 forcedisplacement
transduseri ve Hitachi Digital Storage Oscil-
loscope (VC-6045) kullanild.

Hazirlik dénemi sonunda, izometrik transduser
ile protaminsiz (kontrol) ve protaminli (20, 40,
ve 80 pg/ml) ve birebir heparintprotamin
ortamlarinda uyarana karsi gelisen izometrik
kas cevaplarindan kasilma kuvveti (F8), kont-
raksiyon siiresi (CT) ve yar1 gevseme siiresi
(1/2RT), kasilma ve gevseme hizlar1 (£ dF/dt)
belirlendi. Kas kasilmasmin mekanogrami 80
dakika boyunca yazdiricida kaydedildi. Bu
mekanogramdan kas kasilmasmim tepe gerimine
ulasma zamam (TPT) ve tepe gerimi (PT)
Olciilerek  kontraktiir parametreleri belirlendi
(Resim 1). Kasilma ve gevseme hizlar1 ise
bilgisayar ortamina alman kasilma egrisinin
tiirevi alinarak bulundu.

Uygulanan dozlar klinik kullanim smnirlart
icerisindedir. Ornegin 40 pg/ml protamin kon-
santrasyonu  klinik kullammda 2.5 mg/kg
dozuna karsihk gelmektedir (9). Istatistiksel
degerlendirme; kontrol ve deney gruplar1 ara-
simda Student t testi uygulanarak yapildi.

Resim 1. Protamin uygulanmus sigan kalp papiller kasinin izometrik kasilma mekanogrami



Bulgular

Kontrol grubuna (n=10) ait kas kasilma
parametreleri (Fs, CT, 1/2RT, =dF/dt ve +dF/dt)
sirastyla 1.39 + 0.07 g, 154.9 £ 7.2 ms, 100.4 +
8.1 ms, 14.0 = 2.6 mg/ms ve 8.1 = 1.7 mg/ms
olarak bulundu (Tablo 1).

Deney grubunda (n=10), protamin siilfatin 20
mg/ml’lik dozunda) papiller kasin kasilma
parametreleri (Fs, CT, 1/2 RT, =dF/dt ve
+dF/dt) sirasiyla 1.10 = 0.05 g, 161.3 £ 18.2
ms, 110.2 £ 14.3 ms, 10.3 + 1.9 mg/ms ve 8.1 £
1.3 mg/ms olarak saptandi (Tablo 1, Sekil 1).

Diisik doz protamin siilfatin (20 pg/ml)
etkisinde kasin kasilma kuvveti kontrol grubuna
gore anlaml olarak azalirken (p<0.05), diger
kasilma parametrelerinde (CT, 1/2 RT, +dF/dt)
ise istatistiksel olarak anlamli bir degisilik tespit
edilemedi (p > 0.05, Tablo 1). Buna karsm 40

Tablo 2. Sican kalp papiller kasinda protamin
siilfatin olusturdugu kontraktiir parametre degeleri
(m=10. ort =SN)

Protamin siilfat Tepe gerimine Tepe Kasilma
konsantrasyonu ulagma zamam:  gerimi kuvveti
(pg/ml) TPT (dak) PT (g) Fs (g)
Kontrol grubu - - 1.39+0.07
20 - 1.10£0.05
40 25+4.7 0.20£0.04 0.83+0.08
80 13+3.2 0.33+0.06  0.39+0.04

% Kuvvet

ve 80 pg/ml protamin siilfat etkisinde kasim

verdigi mekanik yanitlarm  tiim  kasilma
parametreleri, kontrol degerlerine gore anlaml
olarak degismektedir (p<0.05, p<0.001). Buna
gore stilfat artmastyla
kasilma kuvveti doza baghh olarak inhibe
olmaktadir (p<0.001, Tablo 1). Kasilma ve yar1
gevseme siireleri 40 pg/ml protamin dozundan
sonra uzamaktadir (p < 0.05). Kasilma ve
gevseme 40 pg/ml protamin
dozundan sonra doza baglh olarak azalmaktadir

(p<0.001, Tablo 1),

protamin dozunun

hizlar1  ise

Tepe gerimine ulagma zamani (TPT) 40 pg/ml
protamin dozundan sonra azalmaktadir. Buna
karsilik tepe gerimi (PT) protamin siilfatin 20,
40 ve 80 pg/ml’lik dozlarinda sirasiyla 0.20 +
0.04 ve 0.33 £ 0.06 g olacak sekilde tedrici
olarak artmaktadir (Tablo 2, Resim 1). Diisiik
doz protamin (20 pg/ml) etkisinde kasta anlaml
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Sekil 1. Sican kalp papiller kasi sarst egri

parametrelerinden kasilma kuvveti (Fs), kasilma
zamani (CT) ve yari gevseme zamaninin (1/2 RT)
protamin siilfat konsantrasyyonu ile degisimi

Tablo 1. Sican kalp papiller kasindan kayitlanan izometrik sars1 parametrelerinin protamin siilfat dozu ile

degisimi. Sonuclar ort=SD olarak gosterilmistir.

Protamin siilfat SARSI PARAMETRELERI (n=10)
konsantrasyonu
Fs CT 1/2RT +dF/dt -dF/dt
(g (ms) (ms) (mg/ms) (mg/ms)
KONTROL GRUBU 1.39+0.08 154.949.4 100.4+£7.6 14.0+£2.1 8.1+1.1
20 pg/ml 1.10+0.06* 161.3£17.1 110.2+13.2 10.2+2.0 6.2+2.0
40 pg/ml 0.83+0.07* 187+26.4* 127+16.7** 3.0£0.9* 2.2+0.7*
80 pg/ml 0.38+0.06* 184.5+£30.1** 124+18.4* 1.1+0.3* 0.9+0.2*

*p<0.001, **p<0.05.



bir kontraktiir olusmazken; 40 ve 80 pg/ml gibi
dozlarda, doza baghh olarak goreceli bir
kontraktiir olusmaktadir (Tablo 2, Resim 1). bu
bulgularm yaninda baska 6nemli bir bulgu da,
inhibisyondan sonra dokunun defalarca yi-kanip
50 dakika beklenmesine ragmen normale
donmemesidir. Baska bir deyisle protamin siil-
fat tersinmez (irreversible) bir etki gostermek-
tedir. Birebir oraninda verilen heparin + prota-
min dozlarmda papiller kas kasilma kuvvetinde
zay1f inotropik etki gozlendi.

Tartisma

Protamin siilfat, heparinin olusturdugu anti-
koagulan etkisi notralize etmek i¢in rutin olarak
kullamlmaktadir. Diger yandan protamin siilfa-
tin hipotansiyon olusturdugu, ancak bu yan
etkinin kalp, pulmoner ya da periferal dola-
simdan mu kaynaklandig1 konusu heniiz acikliga
kavusturulmamstir. Konuyla ilgili yapilan ilk
caligmalarda, protaminin kalbin fonksiyonlarin
etkileyecek kadar tokik bir ilag olmadig
bildirilmistir (12,13). Oysa son zamanlarda ya-
pilan birgok ¢alismada, protaminin izole edilmis
kardiyak kas striplerinde doza bagh olarak
kasilmayi deprese ettigi bildirilmektedir (5-8).

Housmans ve Ferguson (14) kedi kalp papiller
kasinda 100 pg/ml’den yiiksek protaminin doza
bagli goreceli bir sekilde tiim kasilma para-
metrelerini deprese ettigini ve kontraktiire ne-
den oldugunu saptamuslardir. Iwatsuki ve ark.
(8) 50 pg/ml protamin dozunun kdpek sag
ventrikill kasinda izometrik kasilma kuvvetini
%12.4 oraninda disiirdigiinii belirtmislerdir.
Hird ve ark. (10) izole domuz miyositleri 20
pg/ml (1.25 mg/kg) protamin dozuna maruz
birakildiginda miyosit kontraktil fonksiyon-
larinda anlamh degisiklik olmazken, 40 ve 80
pg/ml’de miyosit fonksiyonlarinda doza bagh
anlaml azalmalarm oldugunu saptamislardir.

Yukarida adi gegen arastirmalar, kedi, kopek ve
domuz gibi degisik hayvan tiirlerinin kalp
kasilma fonksiyonlarmm protaminden etkilenip
azaldigini bildirmektedir. Calismamizda, prota-
min iceren Krebs soliisyonundaki sican kalp

papiller kas preparatinda direkt elektriksel uyar1
ile gelisen izometrik kasilma kuvvetinin, prota-
minin dozuna bagl olarak azalip deprese oldu-
gu gosterilmistir (Tablo 1, Resim 1). Gortildigi
gibi bulgularimiz da aym dogrultuda olup,
protaminin si¢an kalp papiller kasmda negatif
inotropik etki yaptigimi gostermektedir.

Lin ve ark (6) protaminin neden oldugu negatif
inotropik etkinin, iyon kanallarmda konformas-
yonel degisiklikler sonucu, zarm sodyum ve
potasyum iyon iletkenliginin azalmasiyla olusa-
bildigini, bunun da dinlenim zar potansiyelini
Oonemli derecede degistirdigini ve aksiyon
potansiyel genligini diisiinlip siiresini uzattigimi
bildirmislerdir.

Hu ve ark. (15), Hird ve ark. (10) ise orta doz
(40 pg/ml) protamin dozunun miyositin -
adrenerjik reseptdor yanitim1 deprese ettigini,
yiiksek dozda ise bu yanitin tamamen yok
oldugunu ve bunun sonucunda dinlenim zar
potansiyelinin 6nemli derecede diisiip kasin
depolarize oldugunu saptamiglardir. Protaminin
miyokardin fonksiyonlarmi etkilerken hiicre
disimdan mu, i¢inden mi yoksa her iki yoldan
birlikte mi etkiledigi konusu tam olarak agikliga
kavugsmus degildir. Bir¢ok arastirmaci, prota-
minin miyosit sarkolemmasindaki ekstraselliiler
reseptor sistemini etkileyerek kasilma genligini
azalttig1 goriisiindedir (10,17).

Caligmamizda, protaminin 40 ve 80 pg/ml doz-
larinda CT, 1/2 RT, dF/dt ve -dF/dt degerlerinin
kontrol degerlerinden son derece farkli oldugu
bulunmustur (Tablo 1; p<0.001, p<0.05). Bu
dozlardaki protamin siilfat kasilma ve yari
gevseme siirelerini uzatmakta, kasilma ve gev-
seme hizlarmi yavagslatmaktadir.

Wakefield ve ark. (15) protaminin endotelyal
hiicrelerde spesifik Ca+2 ATPase aktivitesini
azalttigi1 saptamiglardir. Caplan ve ark. (7)
protaminin tavsan papiller kalp kasim kontrake
ettigini bildirmiglerdir. Bizim ¢alismamizda, 40
ve 80 pg/ml protamin dozlarinda doza bagh
TPT’nin azalmasi ve PT nin artmasi kasta gore-
celi bir kontraktiiriin oldugunu gostermektedir
(Tablo 2, Resim 1).



Kasilmanin  inhibisyonundan  sonra  kasin
defalarca yikanip geri donmemesi, spesifik
enzim aktivitesinin azalmas1 yaninda hiicrede
enzimatik bozulmalarin olabilecegini ve toksik

etkisinin oldugunu diistindiirmektedir.

Krebs cozeltisine bire bir oraninda heparin ve
protamin siilfat ilave edildiginde beyaz bir
cokelti olusmasi, heparinin polianyonik bir
polipeptid, protaminin ise polikatyonik bir
polipeptid olmasindan kaynaklanmaktadir. Bire
bir heparin ve protamin siilfath ¢ozeltide (klinik
doz: 1-4 mgkg) papiller kas
kuvvetinde  zayif

kasilma
negatif  inotropik  etki

olusturmaktadir.

Sonu¢ olarak, protamin sican papiller kasmin
kasilma kuvvetini azaltmakta, kasilma ve
gevseme silirelerini uzatmakta ve kontraktiir
olusturmaktadir. Bu etkileri muhtemelen: Hiicre
zarinin iyon iletkenliklerini diigiirerek, spesifik
Cat+2  ATPase
sarkoplazmik retikulum ve mitokondri gibi
internal membranlardan Ca+2

aktivitesini  zayiflatarak,

reuptake’ini
azaltarak ve kalsiyum iyonlarinin flementlere

baglanma siireglerini uzatarak yapmaktadir.
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