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Ozet

Amag: Sunulan ¢alismada iskemiye badl olarak hasar gérmis ve gérmemis sican kalplerinden
izole edilen kalp kasi hucrelerinin ATP-duyarli potasyum(K) kanal akimlarini karsilastirmak
amaclanmistir. Boylece iskemiye bagl olarak olusan metabolik degisikliklerin, kalp kas
hiicrelerinde olusturacagi elektrokimyasal dengesizlikte ATP-duyarh potasyum kanal (Katp)
proteinlerinin rolt arastiriimistir.

Gereg ve YOontem: Arastirmada 10 adet 200-250 g agirhginda Wistar Cinsi erkek sican kullanildi.
Miyokard iskemisi, deney grubu olarak secilen bes sigana sol inen koroner arter dah 5 dk sureyle
basi uygulanarak gerceklestirildi. Hemen sonra hizla kalp c¢ikartildi ve Langendorff apereyine
yerlestirilerek kardiyomiyositler izole edildi. ATP- duyarli Potasyum akimlari, hipoksiye maruz
kalmis ve kalmamis hicrelerden degisik voltaj protokolleri kullanarak “whole-cell” yontemi ile
kayit edildi. Kayitlar bir patch-clapm yukseltecisi, uygun yazilim ve analiz sistemi kullanilarak
alindi. Kaydedilen iyon akiminin glibenklamid ile ortadan kaldirilmasi ile bu akimin ATP-duyarl
potasyum akimi oldugu dogrulandi. Na kanal aktivitesi membran voltaji ile inhibe edildi. Akim
sinyalleri pClamp yazilimi ile (Axon Ins) yikseltildi (20 — 200 mV/pA), 1kHZ dusik banda
filtrelendi ve 5 kHz’de rakamsallastirildi. Veriler pClamp yazilimi ile analiz edildi.

Bulgular: iskemik (n=5 hiicre) ve non iskemik (n=5 hiicre) kalplerden izole edilen miyositlerin
hiicre kapasitanslari arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi. Degisik voltaj protokollari
kullanilarak kaydedilen ATP duyarli K kanal akimlarinin istatistiksel analizi grup i¢i (membran
potansiyeli) ve gruplar arasi anlamli bir etki ortaya koydu.

Sonug: Sonucglarimiz iskemik hucrelerde IKtot akimlarinin kontrol hucrelerine goére farkl
olmadigini ama IKatp akimlarinin anlamli derecede artigini gostermektedir.

Abstract

Purpose: It was aimed to compare ATP sensitive K currents in ischemic and nonischemic
cardiomiocytes which are isolated from rats’ hearth. Therefore role of ATP sensitive K channels
(Katp) in electrochemical inbalance during ischemia was investigated.

Materials and Methods: : Male Wistar rats (8—-10 weeks old, weight 200-250 g) were obtained
from Erciyes University Clinical and Experimental Research Center, Kayseri, Turkey. All animal
experiments were performed in accordance with the Guide Animal Care Committee of Erciyes
University. The rats were anaesthetized with intraperitoneal injection of pentobarbital sodium (50
mg/kg). After anaesthesia, the left coronary descending artery (LAD) was ligated to create a rat Ml
model in five rats. Ischemia procedure was not applied to control rats. Five minutes after ligation,
the rat heart was excised and retrogradely perfused on a Langendorff apparatus and ventricular
myocytes isolated. ATP sensitive potassium currents were recorded from ischemic and non-
ischemic cells using whole-cell method. Sodium channel activity was blocked by depolarisation of
the cell membran. Recording currents were amplified (20 — 200 mV/pA) by patc-clamp amplifier,
filtered in 1kHz low-pass, digitalized at 5kHz and stored offline analysis. Anaylsis was performed
using pClamp software

Results: There was no significant differecnce between ischemic (n=5) and non ischemic (n=5) cell
when cell capaticance was compared. Statistical analysis of currents intensities via ATP sensitive
K channels resulted in significant main effects within group (voltage) and between groups
(ischemic v.s. nonischemic cell).

Conclusion: Our results showed that IKtot currents in ischemic cells were not differ from
nonischemic cells however IKatp currents were significantly increased.
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ATP: Adenozin 3'-trifosfat

ADP: Adenozin difosfat

AMP: Adenozin monoifosfat

Katp : ATP-duyarli potasyum kanallari

CGRP; Calcitonin gene related peptide

NADH2; nicotinamide - adenine dinukleotid (redukte)
NAD; nicotinamide - adenine dinukleotid

Na:Sodyum

Ca:Kalsiyum

K:Potasyum

M@:Magnezyum
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Giris

ATP-duyarli potasyum kanallari ilk kez Noma tarafindan tanimlanmistir (1). Bu
calismasinda Noma 6zel K+ kanallarinin hiicre i¢ci ATP derisimi 1ImM’dan daha ¢ok
oldugunda bloklandiklarini ve disa yonelen iletkenligin, ATP-duyarli olmayan ige-
dogrultmali potasyum kanallarindan ¢ok daha bulyuk oldugunu gostermistir. Ayrica bu
kanallarin AMP’ye duyarh olmadiklarini ve ADP’ye ATP’den daha az duyarl
oldugunu da bildirmistir. Daha sonra pek ¢ok arastirmaci, baska hicre tirlerinde de

benzer kanallarin bulundugunu bildirmislerdir (2, 3).

Kare kanallari karakteristik olarak hicre ici ATP derisiminin azalmasi veya ADP
dizeylerinin yikselmesi ile; hicre ici ADP/ATP oraninin degismesi sonucu aktive
olurlar (4). Bu kanallar, adlarindan da anlasilacagi gibi hiicre i¢ci ATP konsantrasyonu
artikca kapanirlar (5). Hucre ici ATP dizeyinin azaldigi zaman, agilan potasyum
kanallarindan hiicre disina potasyum c¢ikar ve membranin hiperpolarizasyonuna neden
olur (6). Bu nedenle bu kanallar hiicre metabolizmasi ile membran uyarilabilirligi
arasinda baglantiyi saglayan ve metabolizmadaki degisiklikleri, membran potansiyeline
dolayisiyla hicrenin elektriksel aktivitesine islevsel olarak baglayan proteinlerdir (7).

Katp kanallari pankreas beta hicrelerinden insulin salimindan damar tonusunun
kontrolline kadar, pek cok fizyolojik sireci etkiler. Bu kanallar pankreatik hiicrelerden
glukoz ile uyarilan instlin salimi igin gereklidir; hipoglisemiye bagli olarak pankreatik
alfa hucrelerinden glukagon saliminin inhibisyonuna katki saglarlar ve iskelet kasina

glukoz alimi, karacigerden glukoz salimi ve beslenme davranisinin belirlenmesiyle
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kanallarini aktive ederek hiperpolarizasyona ve gevsemeye neden oldugu; Katp kanal
acictlarinin da benzer cevaba neden oldugu gdsterilmistir. Norepinefrin, serotonin ve
noropeptid Y gibi norotransmiterler ve anjiyotensin Il ve endotelin-1 gibi
vazokonstriktor ajanlarin ise KATP kanalini inhibe ederek depolarizasyon ve

kasilmaya neden oldugu gdsterilmistir (9).

Yapilan galismalar, Kare kanallarinin iskemi/reperfiizyon zedelenmesine karsi
koruyucu rolu olabilecegini gostermektedir (10). Bu koruyucu etkinin Katp kanal
proteininin sitozolik havuzundan membran havuzuna transloke olmasi ile iliskili
olabilecegine dair ¢alismalar vardir (11). Buna ragmen, hiicre membraninda yer alan
KATP kanal aktivitesinin iskemiye bagl olarak degisip degismedigi, hakkinda yeteri
kadar calisma yoktur. Sunulan calismada iskemiye bagli olarak hasar gérmus ve
gormemis sican kalplerinden izole edilecek kalp kasi hiicrelerinin  ATP-duyarli
Potasyum kanal akimlarini karsilastirmak ve iskemiye bagl olarak olusan metabolik
degisikliklerin, kalp kas hicrelerinde olusturacagi elektrokimyasal dengesizlikte ATP-

duyarli potasyum kanal proteinlerinin roliind incelemektir.

Genel Bilgiler

Miyokard iskemisinde kalp hicresinde olusan degisiklikler

Miyokardiyal iskemi, arteriyal kan akimi miyokardin islevini idame etirmesi

icin gerekenin altina distiijinde ortaya cikar. iskemi baskin enerji kayna§i olarak
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eder. Ayni zamanda yikim drtnleri dokudan uzaklastirilamaz.

Miyokardiyal hiicrede ATP Uretimi icin U¢ 6nemli yol vardir: (1) Sitozolde glikozun
piruvata glikolitik yikimi ile ATP dretimi, (2) GTP vyolu ile sitrat siklusunda
mitokondriyal ATP Uretimi ve (3) Sitokromlar, ATPaz ve ATP/ADP translokaz yolu ile

mitokondriyal i¢ membranda ATP Uretimi (12).

Reperflizyon dokuya olan kan akimin yeniden saglandigi sireci tanimlar.
iskemik zedelenme bir okliizyon déneminden sonra arteriyal kan akiminin islevin
diizelmesi ile beraber olup olmadigina bagli geri doniistimlii bir olaydir. Ornegin 15 dk
sureyle iskemiye maruz birakilan papillar kas hicreleri geri gontsumli bir bigcimde
zedelenirler ve 2 dk sureyle yeniden kanlandirmayi takiben islevlerin performansi,
ayni hayvanin noniskemik sol ventrikiil miyokardindan yapisal ve kimyasal tekniklerle
ayirt edilemez. Ancak iskemik peryodun uzamasi ile doku hicrelerinde geri
dontsimsiuz degisiklikler olmaya baslar. Geri-donlsumsiz olarak hasarlanmis bir
hiicre normal fizyolojik ortam yeniden saglansa bile yasamini siirdiiremez. Ornegin bu
tdr hicreler belirgin hiicresel sisme gosterirler, cogu pargalanmaya yakindir ve bu tir
kardiyomiyositler amorf mitokondrial matriks cisimcikleri igerirler. Uzamis iskemiye
bagh olarak kardiyomiyositlerin plazma membranlari zedelenir, katabolitlerin artisina
bagl olarak intraselliler ozmolarite artar; intraselliler Na, Cl ve Ca igerigi yukselir.
Uzamis miyokardiyal iskemi hiicresel glikjenin ve ATP kaynaklarinin tikenmesine de
neden olur. Metabolik aktiviteleri idame ettirebilmek icin kardiyak ATP Gretim yolu

degisir. Kardiyomiyositler normal kosullarda metabolik ihtiyaclarini aerobik yollardan
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sonucu olarak sitrat dongusu ve glikolitik yolaklar, baslica yiksek NADH2/NAD orani
tarafindan inhibe olan glseraldehit fosfat dehidrogenaz enzimi nedeni ile inhibe edilir.
Anaerobik metabolizmalar aerobik metabolizmaya goére daha az ATP Urettigi icin, bu

uretimin karsilayacagi islevsel diizelme siresi sinirli olur (13).

ATP-duyarli Potasyum Kanallari

Katp kanallari 1983 yilinda Noma (1) domuz ventrikil miyositlerinden
hazirlanan membran yamalarinda tarafindan bulunmustur. Bu kanallar disuk
mikromolar konsantrasyonlardaki ATP tarafindan inhibe edilirler ve ATP seviyesi
dustince acilirlar (4). Bu kanallarin miyokardiyal metabolizmayr membran elektriksel
aktivitesine kenetledikleri ve agilmalari halinde (distik ATP) igsel bir kalp-koruyucu
mekanizma olusturduklari ileri surtlmastur (1, 4). Katp kanallari iskemi-reperfiizyon
hasarinda anahtar bir rol oynarlar (14). Glibenklamid ve Na 5-hidroksidekonat gibi katp
kanal antagonistleri iskemik hasari artirirken ve Katp kanal agicisi aprikalimin iskemik

hasari azaltir (15).

iki ayri Katp popiilasyonu vardir: Mitokondrial membranin i¢ yiiziinde olanlar
ve sarkolemma Uzerinde olanlar. Her ne kadar sarkolemmal Kate kanallarinin
acllmasinin aksiyon potansiyelini kisaltip kontraktiliteyi baskilayarak miyokardi
korudugunu goéstermis olsa da (16) BMS-180448 (17) ve cromakalim(18), adli iki Katp
kanal acici aksiyon potansiyel suresini degistirmeden miyokrdi korudu. Ayrica Katp

kanal agicilar ve miyokardiyal koruma uyariima 6zelligi olmayan kardiyomiyositlerde


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary
— use period has ended.
B 3 CO m p I ete Thank you for using
PDF Complete.

Click Here to upg
Unlimited Pages & Katp kanal acilmasi ile olusan korumada aksiyon

potansiyelinde kisalmanin bir etmen olamayacagini disundirmektedir.

Yeni bulgular korumada sarkolemmal degil mitokondrial Karp kanallarinin roli
oldugunu disundirmektedir. Diazoksid selektif bir mitokondriyal kanal agicidir ve
miyokardiyal koruma yapar (20). Diazoksid ile indiklenen koruma, sarkolemmal Katp
kanallarinin islevsel durumundan bagimsizdir (21) ve mitokondrial Katp kanal

blokerleri koruyucu etkiyi ortadan kaldirir (22).

Bir diger selektif sarkolemmal Katp kanal blokeri HMR1883’lin diazoksidin
yaptigi miyokardiyal korumay! ortadan kaldirmamasi da mitokondriyal Katp
kanallarinin roli olduguna dair dustinceleri desteklemistir (23). Ancak mitokondrial
Katp kanallarinin agiimasinin membran deP, matrix sismesi, ATP sentezinde yavaslama
ve hizlanmis solunuma yol agmasi nedeni ile, bu kanallarin agilmasinin nasil olup da

koruyucu etki yaptigi acik degildir.

Her ne kadar mitokondrial Katp kanallari miyokrdiyal koruma yolagindaki
sinyalleme kaskadi ile ilgilidirler ve son bulgular bir tetikleyici olduklarini

dustndirmektedir (24).

Pain ve arkadaslari (25) izole tavsan kalbini 5 dk sireyle diazokside maruz
birakmiglar ve koruma durumunun diazoksid yikandiktan sonra 30 dakika sureyle
koruma durumunun devam ettigini bildirmislerdir. Bu bulgu tetikleyici bir etkinin

varligina isaret eder. Ustelik 5-HD bu korumanin etkisini ortadan kaldirmistir. Bu
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yerine bu kanallarin iskemiden once agilmasinin koruma kaskadini tetikleyen ve

kinazlari aktive eden bir etkisi oldugunu gosterir.

KATP kanallar1 kardiyomiyositlerden baska (26) beyin (27, 28), pankreas (29),

iskelet kasi (30) ve damar diiz kasinda (31) da bulunur.

Katp kanallari 2 ayri alt birimden yapilmis hetero-oktomerik komplekslerdir.
(32). Kanal deligi dort Kir6.X alt tnitesinden yapiimistir ve bunlar ige rektifiye edici K
kanal ailesinin Gyeleridir. Kanal deligine ilave olarak dort sulfonillire reseptor alt birimi

(SUR) kanal kaptlanmasini regule eder (32).

Kir kanallari akimi ice dogru daha iyi gecirme yetenegi olan kanallardir. Ek’dan
daha blyuk membran potansiyeli degerlerinde K iyonlari elektrokimyasal
gradyanlarinin etkisiyle hiicre disina ¢ikarlar. Mg gibi diger bazi iyonlar ve spermin gibi
poliaminler de bu kanallardan disa akisi bloklarlar ve ice dogrultma saglarlar. EK’dan

daha dustik membran potansiyellerinde K iyonlari hiicre i¢ine akar (33).

Patch-Clamp genel bilgi

Voltaj clamp teknigi ilk kez Cole tarafindan 1949’da tanimlanmistir. 1952
yilinda Hodgkin, Huxley ve Katz tarafindan gelistirilmistir. Hodgin ve Huxley voltaj
clampi teknigi ile 1963 yilinda Nobel Tip ve Fizyoloji 6duli almislardir. Hodgin ve

Huxley bu teknik sayesinde voltaj kapili sodyum ve potasyum kanallarinin, zar
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aksiyon potansiyelinin genligini (voltaji, amplitidi) ve zamansal yapisini matematiksel
olarak tlretebilmislerdir. Patch klamp teknigi ile hiicre zarinin kiicuk bir bdlgesinin iki
tarafi arasindaki potansiyel farkini istenilen bir degerde sabit tutarak, zarin bu parcasi
icinde yer alabilecek iyon kanallarinin yogunluklarini (birim alandaki sayilarini),
iletkenliklerini ve gesitli kosullardaki davraniglarini arastirmak mimkindir. Ayrica
patch klampi teknigi ile sadece voltajla aktive edilen iyon kanallari degil, ayni zamanda

ligandlarla (kimyasallarla) aktive edilen iyon kanallari da arastirilabilmektedir.

Yontem ve Geregler

Arastirmada 10 adet 200-250 g agirliginda Wistar Cinsi erkek sican kullanild.
Sicanlar ketamin (40 mg/kg, im) ve xylasine (5 mg/kg, im) ile aneztezi edildikten sunra
intiibe edildi ve bir respiratére (Harvard Rodent Ventilator model 683) baglanarak
ventile edildi. Cerrahi asepsi ilkelerine uyularak 4nci interkostal araliktan sol
torakotomi acildi. Sol inen koroner arter dali bulunarak bir ipek stur vasitasi ile
belirginlestirildi. Daha sonra, deney grubuna (n=5) damar ceperi Gizerine yerlestirilen bir
plastik aparey vasitasiyla damar disardan basi uygulanarak tam olarak kapatildi ve 30
dakika sonra kanlanma yeniden saglandi. Kontrol grubunda ayni prosediir damar basisi
yapilmadan uygulandi. Yeterli bir iskeminin olusup olusmadigi bu sirada kayitlanan

EKG’de ST segmentinin izlenmesi ile yapildi.
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Ventrikller kardiyomiyositlerin izolasyonu

Otuz dakikalik uygulamadan hemen sonra hizla kalp kanile edilerek ¢ikartildi
ve Langendorff apereyine yerlestirilerek koroner arterler vasitasiyla Ca2+’suz (%21’lik
BSA ile) bir solisyon kullanilarak geriye dogru perfiize edildi (Bu sollsyonun icerigi,
mM olarak: 145 NaCl, 5 KCI, 1.2 MgSO4, 1.4 Na2HPO4, 0.4 NaH2PO4, 5 HEPES, 20
Taurin ve 10 glukoz, pH 7.4). Temizleme maksath bu perflizyonu takiben ayni solusyon
icerisine ilave edilen kollajenaz (1 mg/mL, Tip 4) ile 30 dakika daha perflizyona devam
edildi. Perfizyon tamamlandiktan sonra Sol ventrikul kiigik pargalara ayrildi ve bir
naylon mehs’den gecirildi. Ardindan ayrilmis miyositler kollajenazsiz bir solisyonda
yikandi ve Ca 2+’un dereceli bir sekilde artirilldi§i sollisyonlara sirasiyla yerlestirildi.
Son sollisyondaki Ca 2+ iyon konsantrasyonu 1,3 mM olacaktir. Daha sonra hucreler

patch-clamp deneyleri baslayana kadar kisa siire bu solusyon iginde bekletildi.

Patch-Clamp (pClamp) Kayitlari

ATP- duyarl Potasyum akimlari, izole edilen hipoksiye maruz kalmis ve
kalmamis hiicrelerden “whole-cell” yontemi ile kayit edildi. Bu amacla kullanilacak
pipetler 1,5 mm dis capli boroskilat ile kaplanmis pipetlerden ¢ekilerek hazirlandi ve bu
pipetlerin ici pipet solusyonu ile dolduruldur. Pipet solisyonunun icerigi mM olarak
KCI 140, MgATP 2.0, MgCI2 1.0, HEPES 10, EGTA 5 ve GTP 0.1 den olusacak
sekilde; pH’ si 7.3’e ayarlandi. Doldurulmus pipetlerin rezistansi 2.0-4.0 MOhm
arasinda ise kayitlar icin kullanildi, aksi halde yeni pipet cekilerek hazirlandi. Hucreler

mM olarak Asparat 110, NaCl 135, KCI 5.4, MgCI21.0, CaCl2 1.0, NaH2PO4 0.33,
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yerlestirildi. ATP-duyarli poatsyum kanal aktivitesinin kaydi igin pipet solisyonuna
0,25mM ATP eklendikten sonra, solusyon icerigi iletken bir elektrod ile “headstage”’e
baglandi. Kayitlar bir patch-clapm yukseltecisi, uygun yazilim ve analiz sistemi
kullanilarak alindi. Akim kaydi sirasinda membran potansiyeli -40 mV degerinde

tutuldu ve kaydedilen akimin glibenklamid- duyarli olup olmadigi dikkate alind.

Kaydedilen iyon akiminin glibenklamid ile ortadan kaldirilmasi ile, bu akimin
ATP-duyarli potasyum akimi oldugu dogrulandi. Na kanal aktivitesini inhibe etmek i¢in

tetradotoksin kullanildi.

Akim sinyalleri pClamp yazilimi ile (Axon Ins) yukseltildi (20 — 200 mV/pA),
1kHZ disuk banda filtrelendi ve 5 kHz’de rakamsallastirildi. Pipet potansiyel 100

mV’da tutuldu. Veriler pClamp yazilimi ile analiz edildi.

Veri analizi

Istatistik SPSS paket programi kullanilarak yapildi. Ortalama akimlar arasindaki
karsilastirmalar, grup (iskemi ve kontrol) ve grup ici faktér (membran potansiyeli)
dikkate alinarak tekrarlayan olgimlerle ANOVA testi kullanilarak yapildi. 0.05’den

kiicuk p degerleri anlamli kabul edildi..
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Miyosit kapasitansi (Cy,).

iskemik ve non iskemik kalplerden izole edilen miyositlerin hiicre kapasitanslari
arasinda anlamli bir farklhihk bulunmadi (Mann-Whitney U test; p>0.05). Hiicre hacmi
hakkinda bilgi veren membran kapasitans degeri ortalamasi iskemik kardiyomiyositler
icin 146 + 13.7 pF (n = 5) ve kontrol kalplerinden izole edilen kardiyomiyositler icin

164 + 14.9 pF (n=5) olarak bulundu.

iskemik ve kontrol kalplerinden elde edilen kardiyomiyositlerde farkli
voltaj kaliplarina karsi olarak whole-cell yaklasimla elde edilmis
ornek hiicre K iyon akimlari

Sekil 1’de -70 mV’dan baslayip 10 mV’luk adimlarla olusan voltaj degerlerinde
200 ms sureyle kiskaglanmasi sirasinda kayitlanan K iyon akimlari bir kontrol (a) ve bir
iskemik (b) kalbinden izole edilen miyositlerde gosterilmistir. Sekilden de fark
edilebilecegi gibi iskemik hiuicredeki K iyon akiminin blyukliga, kontrol hiicresine gore
daha diistiktiir. istatistiksel analiz igin her membran potansiyeli degerine karsilik olusan

K akim genlikleri tekrarlayan dlciimlerle ANOVA testine tabi tutulmustur. Maksimum
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5943515 pA olarak bulundu. istatistiksel analiz anlamli bir grup ici (membran

potansiyeli) oldugunu gdstermis ancak gruplar arasi anlamli bir etki bulunmamistir.
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sureyle kiskaclanmasi sirasinda kayitlanan K iyon akimlari. A: kontrol ve B: iskemik

kalpten izole edilen miyositlerden elde edilmistir.

Biri iskemik, digeri kontrol kalbinden izole edilen iki miyositten elde edilen

voltaj-akim grafikleri Sekil 2°de gésterilmistir. Ayni membran potansiyelinin iskemik

hiicrede, kontrol degerinden daha az K akimi olusturdugu gorulebilmektedir.

1K (pa)

mischemic cells GO0
cnonischemic callg

70 60 50 40 -30 -20 -10 10 20 30 40

Sekil 2. Biri iskemik, digeri kontrol kalbinden izole edilen iki miyositten elde edilen

voltaj-akim grafikleri.

Sekil 3’de membran potansiyelinin 6nce -40 mV’a kiskaglanarak Na akimlarinin
inaktive edildigi, sonra membranin -100 mV’dan baslayarak 10 mV’luk adimlarla

depolarize edildigi voltaj protokoliiniin uygulanmasina yanit olarak kontrol (Ustte) ve
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akimlari gortlmektedir. Maksimum akim degeri kontrol hicrelerinde 1918+213 pA,
iskemik Kkalp hiicrelerinde ise 2254312 pA olarak 6lgiildii. istatistiksel analiz iskemik
Katp akim yogunlugunun iskemik kalp hticrelerinde, kontrole goére yuksek oldugunu

(Man-Whitney U test, dF=7; U=4,37; p<0.05) ortaya koydu.

Sekil 4’de toplam K iyon akimlarinin inaktivasyonunu kayitlamak icin
kullanilan protokelle elde edilen akim grafikleri bir kontrol (lst) ve bir iskemik (alt)
ornek hicrede g0sterilmistir. Maksimum inaktivasyon akimi kontrol grubu igin
2012+284 pA ve hipoksik hiicreler igin 20844277 pA olarak élciildi. inaktivasyon
protokoll ile elde edilen akimlarin iki grup arasindaki istatistiksel karsilastirmasi

anlaml degildi.
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Sekil 3. Na akimlarinin inaktive edildigi voltaj protokoliinde, membranin -100 mV’dan baglayarak 10
mV’luk adimlarla depolarizasyonuna karsi olusan Katp akimlari. Bu akimlar glibenklamid uygyulamasi
ile ortadan kaldinimistir. Kontrol hiicresi (istte) ve iskemik hiicre (altta).
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Sekil 4. K iyon akimlarinin inaktivasyon protokold.
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protokelle elde edilen akim grafikleri bir kontrol (iist) ve bir iskemik (alt) 6rnek hiicrede
gosterilmistir. Katp kanallarinin maksimum inaktivasyon akimi kontrol hicreleri icin
7656 + 668 pA iskemik hiicreler icin 7443376 pA bulundu. inaktivasyon protokolii ile

elde edilen akimlarin iki grup arasindaki istatistiksel karsilastirmasi anlamli degildir.
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Sekil 5. Katp iyon akimlarinin inaktivasyon protokoli.
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Sunulan ¢alismada iskemik ve non iskemik sican kardiyomiyositlerinin potasyim
akimlarinin (1K) karsilastiriimasi yapilmistir. Sonuclarimiz iskemik hucrelerde 1Ktot
akimlarinin kontrol hicrelerine gore farkh olmadigini ama IKatp akimlarinin anlamli
derecede artigini gostermektedir. Bu bulgu anoksik kosullarda yapilan benzer
calismalardan elde edilenler ile benzerdir (34, 35). Ayrica bazi ¢alismalar yeniden
oksijenlendirilen  kardiyomyositlerin K iyon akimlarinin  normal kalplerle
karsilastirildiginda bir farklilik gdstermedigini de ortaya koymustur. Literatirdeki
benzer calismalar ile desteklenen bulgularimiz bize Katp kanal aktivitesinin hiicrelerin

oksijenlenme durumu ile diizenlenebilecegini dusiindirmektedir.

Hipoksik veya iskemik kosullarda acildigi bildirilen G¢ tip K kanali vardir.
Bunlardan ikisi arasidonik asit ile aktive edilir (36) iletkenlikleri 160 ve 68 pS (140
mm[Ki].kadardir ve saman sabiti 1ms’nin (zerindedir. Diger kanal ise hicre i¢i Na
artisi ile aktive olur ve bunun iletkenligi yaklasik 200 pS (150 mM Ko) kadardir (37).
Pipet solusyonu ATP icerigi, elde edilecek akimin yogunlugu agisindan énemlidir.
Ornegin Belles, Hescheler ve Trube (38) IKatp akimlarinin pipette ATP yokken 20
dakika sonra, 3mM ATP varken ise 48 dakika sonra beklemeyi takiben gelistigini
bildirdiler. Bizim deneylerimizde pipet soliisyonlari ATP icermiyordu ve Katp kayitlari

whole-cell konfigurasyonunda ortalama 18 dakika bekledikten sonra alindi. Bu durum
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literattirde kullanilanlarla benzer oldugunu duistindirmektedir.

Cahsmamizda patch clamp kayitlari sirasinda banyo ortaminda hipoksi ya da
anoksi uygulanmamistir. Kardiyak hipoksi in vivo kosullarda yarim saat boyunca
uygulanmis ve iskemik kalpten izole edilen hiicreler, banyo ortaminda whole-cell
konfigurasyonda c¢ahsiimistir. Hiicre izolasyon tekniginin basarisi, saglam bir kalbin
hicrelerinin ayristirithyor olmasina bagimhdir. Biz deney grubu olarak iskemi
uygulanan kalbin hiicrelerini izole etmek durumunda oldugumuz igin, deney grubundan
whole-cell konfigureayonuna dayanabilecek morfolojide hiicre izole etmekte zorlandik.
Ancak dort sicanin birer kardiyomiyositinden kayit alinabilmesi nedeni ile, kontrol

grubunda da dort hucrenin ¢alisiimasi yeterli bulundu.

Miyokardiyositlerde hiicre ici ATP’nin homojen dagilmadigina dair bulgular
bulunmaktadir. iskeminin baslamasindan sadece onlarca saniye sonra K ¢ikisi artar (39).
Bu cikis kismen glibenklamide duyarlidir (40) ama bu donemde hiicre i¢ci ATP 3-5
mM’lik normal diizeyindedir (41). Bu deger eksize patch’larda kanallarin yari maksimal
inhibisyonu icin gereken ATP konsantrasyonunun yaklasik 2 katidir (42). Saglam
hiicreler ve eksize edilmis patch’lerde Katp kanal duyarhliklarinin ayni olacagi dikkate
alinirsa bu durum total ATP konsantrasyonunun Katp kanal regulasyonu ig¢in uygun
olmadigini ama lokal ATP konsantrasyonlainin kanal aktivitesinin diizenlenmesinde

daha yakin bir etki gésterecegini distinddrdr.
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beklenir. Katp kanallarinin kapali tutulmasi icin birkag mmHg’lik oksijen basinci yeterli
oldugu bilinmektedir. Calismamizin sonuclari, iskemik hiicrelerde daha fazla Katp iyon
akimi olustugunu gosterdiginden, deney modelimizde uygulanan hipoksinin bu

kanallarin agilmasina yetecek siddette oldugu distntlebilir.

Patolojik kosullardan veya iskemiden sonra kardiyomiyosit ATP icerigi
miyokardiyal disfonksiyondan dolayr azalir. (43). Azalmis ATP igerigi iskemik
hasardan sonra gozlenen islevsel degisikliklere katkida bulunur ¢iinkii ATP, ATPaz ve
Ozellikle KATP kanallari basta olmak tizere pek ¢ok enzim ve proteinin aktivitesini
regule eder (44). Azalmis ATP/ADP orani ile aktive olan KATP kanallari
kardiyomiyosit icerisine Ca akisinin durdurulmasi ve aksiyon potansiyelinin ve
kasilmanin siresinin 6nlenmesi ve bdylece kalp kontraktirinin onlenmesi veya
azaltilmas icin énemlidir (45). iskemide Kardiyomiyosit KATP kanallari, diizenleyici
tiol gruplarinin oksidasyonu sonucu azalmis ATP/ADP oranina duyarlhliklarini
kaybedebilirler (46). Tiol gruplarinin oksidasyonu serbest radikallerin ylksek oranda
varliklarinin sonucu olur (47). Bu nedenlerle iskemi sirasinda Katp kanallari kalsiyum
akisini sinirlama yetenegini kaybeder ve aksiyon potansiyeli suresi uzar ve kardiyak

kontraktir meydana gelir

Membran KATP kanallari hiperpolarizasyonu tetikler bu da voltaj bagimli Ca
kanallar1 vasitasiyla Ca girisini azaltir ve bdylece kardiyomiyosit AP siresini sinilar.
iskemi sirasinda bu mekanizmanin degismesi aksiyon potansiyeli siiresinin uzamasina

ve kalp hizinda azalmaya ve kardiyak islevin progresif azalmasina neden olur. Ozellikle
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neden olur (48) ve kanal aktivitesini inhibe eder (49).

Her ne kadar ATP ve glibenklamid ile bloklanan kanal blokaji, calisilan kanalin
KATP kanali oldugunu gosterse de deneylerimizde belirlenen Katp kanal iletkenligi 10—
15 pS arasinda belirlendi, bu deger litaratiirde belirtile 80 pS (50-52) degerinden dusuk
bulundu. Calismamizda 6lgllen deger ise vaskiler diz kasta (53, 54) veya mitokondri i¢

membraninda (55) dlculen degerlere yakindi.

Sonug olarak, bu ¢alismada in vivo uygulanan iskemi modeli altinda izole edilen
kardiyomiyositlerde total K iyon akimlarinin degismedigi ama Katp kalan akimlarinin
artigr bulunmustur. Katp akimlari glibenklamid uygulamasi ile ortadan kaldiriimistir.
Artan Katp iyon akiminin, iskemiye adaptif bir yanit olusturmak Gzere hcre
membranina transloke olan kanal proteinlerinin sonucu oldugunu distinmekteyiz.
Bununla  birlikte mekanizmay! agiklayacak molekuler calismalara ihtiyac

bulunmaktadir.
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