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Aragidonik Asit Metaboliti 20-Hete’nin Kardiyak Uyarilma-
Kasilma Ciftlenimi Uzerine Akut Etkisi

Amag: Bir arasidonik asit metaboliti olan 20-HETE o6zellikle kardiyovaskiler sistem igerisinde
apoptotik silreglerde ve hiicre kaybinin gerceklestigi durumlarda artis gdsteren bir molekdldur.
Ancak kardiyak doku Uzerine etkileri net olarak bilinmemektedir. Bu amacla kardiyomiyosit
fizyolojisi Uizerine olan etkisi elektrofizyolojik olarak incelenmistir.

Gereg ve Yontem: Calismada, sigan kalbi sol ventrikilinden enzimatik izolasyon yontemiyle elde
edilen tek kardiyomiyositlerden 20-HETE uygulamasi oncesi ve sonrasi olmak Uzere
elektrofizyolojik kayitlar alinmistir. 20-HETE'nin etkin dozu olan 100nM konsantrasyonu perflizyon
yardimiyla kardiyomiyositler tzerine uygulanarak, akim kenetleme yontemiyle aksiyon potansiyel,
potansiyel kenetleme yoéntemiyle Na*, K* ve Ca?* kanal akimlar olgilmustir. Bununla birlikte
sarkomerik kisalma vyanitlari 20-HETE inkUbasyonu sonrasinda elektriksel alan uyarisi ile
kaydedilmistir.

Bulgular: 20-HETE uygulamasi sonucunda frekansa bagdlh olarak kisalma parametrelerinde
gozlenen genlik azalmasinin kaybolmasi yaninda yiksek frekanslarda kisalma islevini
gosteremedigi bulgusuna ulasiimistir. Bununla birlikte, 20-HETE’nin aksiyon potansiyeli genligini
anlamli oranda azalttig tespit edilmistir. Bu azalisa, voltaja bagh Na* kanal akiminin azalmasi ve
kinetiklerinin yavaslamasi eglik etmektedir. Buna ilaveten |, akim yogunlugundaki azalisinda
aksiyon potansiyeli genliginin azalisina katki sagladigi tespit edilmistir. 20-HETE inkubasyonu
aksiyon potansiyeli stiresine ve L-tipi Ca?* kanal akimlari (zerine énemli bir etkisi gdzlenememistir.

Tartisma: Bu ¢alismada, 20-HETE’nin kardiyomiyosit uyarilma-kasilma giftlenimine 6nemli etkileri
oldugu gostermistir. Ozellikle kasilma kinetiklerini, Ca?* duyarliigini etkileyerek azalttigi
disunulmektedir. Diger yandan, voltaja bagl Na* kanal akiminin ve kinetiklerinin etkilenmesi kalbin
uyarilabilirligine 20-HETE’nin 6nemli etkileri oldugunu goéstermektedir.

Anahtar Kelimeler: 20-HETE, kardiyomiyosit, patch-clamp, uyarilma-kasilma ciftlenimi

Acute Effects of Arachidonic Acid Metabolite 20-Hete on Cardiac Excitation-
Contraction Coupling

Objective: 20-HETE, which is an arachidonic acid metabolite, increases in apoptotic processes
and cell loss especially in the cardiovascular system. However, its effects are currently not clarified
on cardiac tissue. In order to elucidate its role in the cardiovascular system, it is aimed to examine
its effect on cardiomyocyte physiology.

Materials and Methods: In the study, electrophysiological recordings were taken via 20-HETE
application on single cardiomyocytes obtained by enzymatic isolation from the left ventricle of the
rat heart. Action potentials were measured by current-clamp method. Then Na*, K* and Ca?*
channel currents were measured with voltage-clamp method. Also, sarcomeric shortening
responses were recorded with electrical field stimulation after 20-HETE incubation.

Results: As a result of the 20-HETE application, the shortening amplitude decrease in the normal
condition by frequency was disappeared, as well as the function of shortening at the higher
frequencies. In addition, it has been determined that 20-HETE significantly reduced the action
potential amplitude. This decrease is accompanied by a decrease in voltage-dependent Na*
channels current and slow down of their kinetics. Also, the reduction in I, current density
contributes to the decrease in the action potential amplitude. 20-HETE incubation did not have a
significant effect on action potential duration and L-type Ca?* channels current.

Conclusion: This study has shown that 20-HETE has important effects on cardiomyocyte
excitation-contraction coupling. In particular, it is thought to reduce contraction kinetics by affecting
Ca?* sensitivity of the machinery. On the other hand, 20-HETE has important effects on the
excitability of the heart.

Keywords: 20-HETE, cardiomyocytes, patch-clamp, excitation-contraction coupling

Giris

20-Hydroxyeicosatetraenoic acid (20-HETE), membran fosfolipid kaynakli
arasidonik asitten kalp ve damar sistemindeki Cytochrome P-450 w-hydroxylase
(CYP4A ve CYPA4F izoformlari) enziminin metobolik aktivitesi sonucu olusturulmaktadir.
20-HETE, hem periferik vaskuler tonusu hem de bodbrek fonksiyonunu diizenleyerek
sistemik arter basincinin kontroliinde 6nemli bir rol oynayan gugli bir vazokonstriktor
olarak bilinmektedir (1, 2). Bunlara ek olarak, kalp hipertrofisi ve kalp yetmezliginde rol
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aldigi gosterilmistir. Sigan hipertrofik kalp modelinde
kardiyak mikrozom 20-HETE seviyesinin yukseldigi
ortaya konmustur (3). Diger yandan, 20-HETE
Uretiminin inhibisyonu, iskemi/reperflizyon hasarinin
belirgin sekilde azaltilmasi ve miyokard enfarktisi
boyutunun azaltiimasi gibi kardiyoprotektif etkilerini
gOsteren calismalar mevcuttur (4-6). 20-HETE, reaktif
oksijen  tlrleri (ROS) duretimini artirmasi  ve
mitokondriyal fonksiyonu bozmasi yoluyla dogrudan
kardiyomiyosit apoptozuna neden oldugu da ileri
surtlmustir (7). Ancak, kardiyomiyositlerden 20-HETE
salinimini  dizenleyen faktorler heniz tam olarak
aydinlatilamamistir.

Bazi patolojik durumlarda yararh etkileri ileri
surllmls olsa da 20-HETE gesitli kardiyovaskiler
fonksiyonlar tzerinde olumsuz etkilerinin oldugu bir gok
calisma ile gosterilmistir (7-9). 20-HETE'nin hipertrofik
kardiyak yeniden modelleme ve kardiyak yetmezlikteki
olasi roll ile ilgili mevcut bilgi hala yetersizdir. Kalp
yetmezligi ile iligkili kardiyak hipertrofili hastalarda ve
hayvan modellerinde CYP4A ve 4F enzimlerinin arttigi
rapor edilmistir. Ek olarak, sigcanlarda izoproteranol ile
olusturulan kardiyak hipertrofide de CYP4A ve 4F
artmistir (3, 10). Ayni sekilde, 20-HETE seviyelerinin
Angiotensin |l kaynakl hipertrofide de yuksek oldugu
gOsterilmistir (11). 20-HETE olusumunu 6nlemek igin a-
hidroksilaz inhibitérii ile ©6n tedavinin, kardiyak
hipertrofinin gelismesine karsi kismen koruyucu oldugu
ileri strtilmektedir (12).

Bu bulgular géz énline alindiginda, 20-HETE'nin
kardiyovaskuler sistem islevlerinin dizenlenmesinde
6nemli bir araci oldugu disunulebilir. Ancak, son
zamanlarda gerceklestirilen bu calismalar yetersiz ve
celigkili bulgular sunmaktadir. Diger yandan, 20-
HETE’nin ventrikil kardiyomiyosit uyariima kasiima
ciftlenimi  Uzerine etkilerini inceleyen cgalismalar
bulunmamaktadir.  Dolayisiyla, c¢alismamiz  20-
HETE’nin kalp ventrikil hucreleri Uzerine etkilerini
ortaya cikarmak icin elektrik alan yardimiyla uyarilan
izole sigan kardiyomiyositlerinde kisalma kinetikleri ile
aksiyon potansiyeli ve iligkili hiicre zari akimlarinin
voltaj ve akim kenetleme ydntemiyle incelenmesini
amaglamaktadir.

Gereg ve Yontem

Kardiyomiyositlerin Elde Edilmesi: Calismada
3 aylik erkek Wistar siganlar kullaniimistir (Akdeniz
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu;
Protokol No: 2013.05.03). Hayvanlar sodyum pento
barbital kullanilarak (30 mg/kg vucut agirhdi) hafif
anestezi altina alinip Langendorff sistemine aortadan
baglanmistir. Perfiizyon ¢dzeltisinin icerigi (mM olarak):
145 NaCl; 5 KCI; 1.2 MgSOs; 1.4 Na:HPOgs; 0.4
NaH2POs; 5 HEPES; 10 glukoz (pH:7.4) olarak
ayarlanmistir. Kalpler perfiizyon ile yikandiktan sonra
30-35 dakika sure ile igerisinde kollajenaz bulunan
¢Ozelti (Collagenase A type) (0.8—-1 mg/ml) ile perfize
edilmistir. Ardindan doku makasla pargalanip filtreden
gegcirilerek tek hicreler elde edilmistir. Ca?* derigimi
final derisimi 1mM olacak sekilde asamali olarak
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arttinlmistir. Olgiimlerin alinmasi sirasinda 100 nM
konsantrasyonunda 20-HETE perfiizyonu
gerceklestirilmistir.

Kisalma Parametrelerinin Olgiilmesi: Hiicreler
elektrot yerlestiriimis klvet icine alinarak uyarilabilir
olanlar 0.5, 1, 2 ve 4 Hz frekansli 5 V ve 4 ms’lik
elektrik alan ile uyariimistir. Inverted mikroskoba bagli
hizh bir kamera yardimiyla (MyoCam, lonOptix Inc.,
ABD) kayitlar alinarak dinlenim boyu, kisalma genlidi,
kisalma ve gevseme slrelerinin  degisimleri
degerlendirilmistir.

Aksiyon Potansiyeli Olgiimii (Akim Kenetleme
Yontemi): Kardiyomiyositler 1 Hz frekansinda
uyarilarak kayit edilmigtir. Deneyde ekstraseluler ortam
igin icerigi (mM): NaCl 137, KCI 5.4, MgCl. 0.5, CaCl2
1.8, Hepes 11.8, glukoz 10 ve pH 7.40 olan Tyrode
solisyonu kullanilmistir. Ayrica, 1,5-2 MQ dirence
sahip pipetler icerigi (mM): K-aspartate 120, NaCl 10,
KClI 20, K-Hepes 10, MgATP 5 ve pH 7.2
doldurulmustur. Kaydedilen aksiyon potansiyellerinin
(AP) dinlenim zar potansiyeli, genligi, depolarizasyon
hizi ve repolarizasyon siresi hesaplanarak ortalama
degerleri verilmigstir.

Voltaj Kenetleme Yontemi: Bitlin akimlar voltaj
kenetleme yonteminin tim-hiicre konfiglirasyonunda
kaydedilmistir.  Bunun icin, hlcrenin  gigaohm
diizeyinde bir direng olusturacak sekilde elektrot ucuna
yapismasi saglandiktan sonra (gigaseal), 900 mV’luk
bir puls uygulanarak hicre zar kirilmistir. Her
potansiyel icin elde edilen akim degerleri hiicreler arasi
blyuklik degisiminden kaynaklanabilecek sapmalari
Onlemek amaciyla 6lgim yapilan hicrenin sigasina
bélinerek degerlendirilmis ve tum akim degerleri akim
yogunlugunun (pA/pF) voltaja gdre degisimi olarak

verilmistir.  Akimlarin  zamansal degisimler Ussel
fonksiyona  uydurulmustur  (lI/Imax=[1-exp(-t/Tau)]).
Kanallarin inaktivasyon degerleri Boltzmann
denklemine uydurulmustur (Mmax=[1+exp(Vm-

V1/2)/k]-1). Patch-clamp amplifikatdriiniin (Axon 200B,
Digidata 1440, Axon Inc., ABD) voltaj kenetleme
modunda 3 kHZ'lik filtreden gegirilen akimlar, 20 kHZ'lik
drnekleme hizinda bilgisayar yazilmi (pClamp 10) ile
kaydedilmigtir. Kayitlar igin 2-3 MQ’luk elektrodlar
kullanilirken, kenetleme sonrasi giris direncinin 5 MQ
ve altinda olmasi saglanmistir.

Voltaja bagh Na* Kanal Akimnin Kaydedilmesi:
Na* kanal akimi (Ina) Slgimleri igin kullanilan pipet
solisyonu (mM): 120 CsClz, 5 Na-ATP, 5 MgClz, 10
TEA, 10 EGTA, 10 HEPES, 1 CaCl; ve 0.3 LiClz
(pH:7.2, CsOH) icerigine sahiptir. Banyo sollisyonu
olarak (mM): 120 NaCl, 10 TEA, 5 CsCl, 1 MgClz, 10
glukoz, 10 HEPES, 1.5 CaCl, ve 0.5 CdCl, (pH:7.4,
CsOH) icerige sahip sollisyon perfiizyon sistemi
aracihgiyla hucrenin Uzerine uygulanmistir. Kayit
protokolinde tim kanallarin aktivasyonunu saglamak
icin —120 mV degerinde 200 ms sureyle tutulmustur.
Sonra =100 mV’'tan 5 mV’luk artiglarla +40 mV’a 200
ms’lik depolarize edici pulslar uygulanmistir. Tepe
degerleri Olculip 300 ms’den sonraki kuyruk akimlari
cikariimigtir. Akim reaktivasyon protokolu —30 mV’luk
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prepuls uygulandiktan sonra ayni potansiyele sahip
ikinci puls uygulanmigtir. Pulslar arasi zaman 1 ms’den
baslayarak 2 ms’lik adimlarla 20 ms'ye kadar
arttinlmigtir.  Kanallarin ~ deaktivasyon  kinetigini
incelemek igin —120 ile +50 mV arasinda 5 mV’luk
adimlarla prepuls uygulanarak ve her adimi takiben,
—30 mV’a kenetlenmistir.

L-tipi Ca?* Kanal Akiminin Kaydedilmesi:
Voltaja bagh L-tipi Ca?* kanal akimlari (IcaL) Slgtimleri
icin kullanilan pipet solisyonu (mM): 110 Cs-aspartat;
20 CsClI; 1 MgClp; 5 fosfokreatin-Naz; 5 ATP-Naz; 10
EGTA ve 5 HEPES (pH:7,4, CsOH). Kayit i¢in, hicreler
egimli bir voltaj uygulamasi ile zar potansiyeli —45 mV’a
kenetlenmis, bu seviyede bir slre beklenerek Ina
akimlan inaktif hale getirilmistir. Sonrasinda -50
mV’tan 10 mV’luk artiglarla +60 mV’a 300 ms’lik
depolarize edici pulslara cevaplar analiz edilmigstir.
Kanallarin inaktivasyon durumunu gézlemek igin —80
mV ile +20 mV arasinda 10 mV adimlarla 200 ms sureli
prepuls uyguladiktan sonra zar her defasinda yine 200
ms sureyle 0 mV’a kenetlenmistir. Reaktivasyon ise;
200 ms siureyle 0 mV’a kenetlendikten sonra ayni
potansiyelde ikinci puls uygulanarak kaydedilmigtir.
Pulslar arasi sure, 50 ms adimlarla, 50 ile 500 ms
arasinda  degigtirilerek  uygulanmigtir.  Kanallarin
inaktivasyon kinetigini incelemek igin —70 ile +60 mV’lar
arasinda 10 mV’luk adimlarla prepuls uygulanarak 0
mV’luk ve 500 ms sdreli ikinci bir puls uygulanmistir.
Akimlarin reaktivasyonlari da iki agsamali bir protokole
gbre kaydedilmisti: 400 ms sireyle 0 mVa
kenetlemenin ardindan 20 ms bekleyip ayni sekildeki
ikinci puls uygulanmigtir. At=20 ms olmak Uzere ayni
protokol 300 ms’ye kadar uygulanarak ve her adimda
olcilen akimin tepe degeri maksimum akim degerine
oranlanmigtir.

K* Akimlarinin Olgiimii: AKim-voltaj
karakteristigi 600 ms’lik pulslar 1 s’lik araliklarla ve 10
mV’luk basamaklar seklinde —120 mV’tan +70 mV’a
kadar 14 defa uygulanmistir. Bu akimlar igin kullanilan
¢Ozeltiler banyo icin (mM): 117 NaCl; 5.4 KCI; 1.8
CaClz; 1.7 MgClz; 10 Glukoz; 10 HEPES (pH:7.4,
NaOH), pipet icin ise (mM): 120 KCI; 6.8 MgClz; 5
Na2ATP; 5 Na-phosphocreatine; 0.4 Na:GTP; 11
EGTA; 4.7 CaCly;; 20 HEPES ve CdCl2 (250 uM)
(pH:7.2, KOH) olacak sekilde hazirlanmigtir. Akimlarin
tepe degerinden 600 ms’lik pulsun son bdélimindeki
akim degerleri (Iss) c¢ikarlarak disa dogru gegici
potasyum akimi (ko) hesaplanmigtir. Kanallarin
inaktivasyon kinetigini incelemek icin—70 ile +60 mV’lar
arasinda 10 mV’luk adimlarla prepuls uygulanarak +70
mV’luk ve 500 ms sdreli ikinci bir puls uygulanmistir.
Akimlarin reaktivasyonlari da iki asamali bir protokole
gore kaydedilmistir: -80 mV’taki zar potansiyeli 400 ms
sureyle +70 mV’a kenetlenip tekrar baslangig
potansiyeline donildikten sonra 20 ms bekleyip ayni
sekildeki ikinci puls uygulanmigtir. At =20 ms olmak
lizere ayni protokol 300 ms'ye kadar uygulanmistir. ilk
pulsun akim degerine oranlanarak degerlendirilmigtir.
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istatistiksel Analizz Bu c¢alismada, istatiksel
karsilastirma tekrarli 6lgim Student’s t-test analizi ile
degerlendirilmistir.

Bulgular

Kardiyomiyositlerin islevsel kasilma kinetikleri,
elektrik alan altinda uyarimi ile sarkomer boyu kisalma
parametreleri Olgulerek degderlendiriimistir. Sekil 1'de
Olgulen kisalma parametrelerinin uyari frekansina karsi
Olcm degerleri grafik olarak sunulmustur. 20-HETE
uygulamasi sonrasinda dinlenim durumunda
kardiyomiyosit sarkomer boylari kontrol sartlarina gére
0.5 Hz uyarim altinda azalmig, 4 Hz uyarimi altinda
yuksek bulunmustur. Bu farklilik, kontrol sartlarinda
uyari frekansi ile kisalan sarkomer boyu degisim
paterninin 20-HETE uygulamasi ile azalmasi nedeniyle
oldugu gérilmektedir (Sekil 1a). Kalbin sistolik islevini
degerlendirmek icin kisalma parametreleri uyarim
frekansina kargi gosterimi Sekil 1b’de 6zetlenmistir. 20-
HETE uygulamasi sonrasi sarkomer kisalma boyu
uygulama o6ncesine gore Olgllebilen tim frekanslarda
anlamli derecede dismustlir. Ayni zamanda, kontrol
kosulunda artan frekansa gore kisalma boylarinda
gbzlenen dusus 20-HETE uygulamasi sonrasi
g6zlenememistir. Diger yandan, 4 Hz uyarm
frekansinda hucrelerin uyarilamadigi gézlenmistir. Bu
nedenle, 4 Hz frekansinda uygulama sonrasi veriler
verilememigtir.  Kisalma  kinetikleri  incelendiginde
kasilma sirecinde (Sekil 1c) degisim gozlenmezken,
20-HETE uygulamasi sonrasi gevseme sirecinin (Sekil
1d) kisaldigi1 gortimistar.

Kasllmada yukarida bahsedilen degisikliklerin
olmasi uyariima-kasilma ciftlenimi gergevesinin bir
diger ayadi olan uyariima kisminin incelenmesi
gerekliligini dogurmustur. 20-HETE’nin AP uzerine olan
etkisine bakildiginda, tepeye c¢ikis suresi ve
repolarizasyon suresi bakimindan bir etkisinin olmadigi
bulgusuna ulasiimistir (Sekil 2c ve 2d). Bununla birlikte
AP genligi (Tyrode: 96.64+8.06 mV, Tyrode+20-HETE:
70.81£4.99mV) Uzerine azaltici bir etkisi oldugu
Olctimustur (Sekil 2b). 20-HETE uygulamas: bitirilip
banyo solisyonu ile yikama yapildiginda ise genlik
parametresinin baslangic diizeyine ulagsamasa da
arttigi gézlenmektedir (Sekil 2a).

AP lzerine olan etkilerini aciklayabilmek adina Ina
ve kinetikleri dlgulduginde 20-HETE’nin  akim
yogunlugunu azalttigi  gdézlenmistir  (Sekil  3a).
Maksimum akim  yodunlugunu  gd6zlemledigimiz
potansiyeller igin; Tyrode: 57.01 pA/pF’den Tyrode+20-
HETE: 43.81 pA/pF’ye kadar azalma oldugu sonucuna
ulagiimigtir. Ina kinetikleri incelendiginde, 20-HETE
uygulamasi sonucunda deaktivasyon kinetiginin daha
negatif potansiyellere kaymasindan dolayr kanalin
daha erken bir sekilde kapanacag! (Sekil 3b ve Tablo
1), bununla birlikte 20-HETE uygulamasi ile
reaktivasyon kinetiginin uzadigi, dolayisiyla kanalin
daha gec¢ acilacagi bulgusuna ulasiimistir (Sekil 3c ve
Tablo 1).
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Sekil 1. 20-HETE’nin sarkomerik kisalma parametreleri izerine etkisi. Uyariima frekansina bagli olarak: a) dinlenim
sarkomer boyu, b) kasiima boyu, c) % 90 kasilma suresi ve d) % 90 gevseme siiresi parametrelerini gdstermektedir.

*Uygulama 6ncesi ile karsilastirildiginda (P<0.005).
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Sekil 2. 20-HETE’nin kardiyak aksiyon potansiyeli Gizerine etkisi. 1 Hz uyarilma frekansinda meydana gelen aksiyon
potansiyelinin a) genlik parametresinin zamana bagh degisimi, b) AP genlik degerleri, c) tepeye c¢ikis suresi ve
d)repolarizasyon siiresini gostermektedir. * Uygulama oncesi ile karsilastirildiginda (P<0.005). APDgo: Aksiyon

potansiyeli repolarizasyon siiresinin %90’lik siresi.

AP repolarizasyon evresinin ilk kisminda (Faz 1)
etkili I genliklerinde (Tyrode: 13.59 pA/pF, Tyrode+20-
HETE: 9.47 pA/pF) azalmaya neden olmustur (Sekil
4.A).Diger yandan, lo kinetikleri Gzerine 20-HETE’nin
bir etkisi gézlenmemistir (Sekil 4c, 4d ve Tablo 1).
Bununla birlikte, dinlenim zar potansiyelini ve AP
repolarisazyon suresini dogrudan belirleyen Iss
yogunlugu ve ice dogrultucu K* akimi yogunlugu (lk1)
Uzerine 20-HETE uygulamasinin bir etkisinin olmadigi
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tespit edilmistir (Sekil 4.B). Sekil 4B’de gérilen |-V
karakteristiginin —120 ve -50 mV arasinda bulunan
akim yogdunlugu degerleri Ik1 hakkinda bilgi
vermektedir. lca. yogunlugu genliklerinde 20-HETE lca.
yogunlugu genliklerinde bir azalisa neden olsa da bu
degisim istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 5a).
Bunun yani sira 20-HETE'nin kanal kinetikleri tGzerine
ise higbir etkisi olmadigi bulgusuna ulasiimistir. (Sekil
5b, 5¢ ve Tablo 1).
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Sekil 3. 20-HETE'nin voltaja bagimh Na* kanal akim yogunludu (Ina) ve kanal kinetikleri Uzerine etkisi. a) voltaja
bagimli Na* kanalindan dlglilen akim yogunlugu-voltaj karakteristigi, b) potansiyel bagimli kanal kinetigi olan
deaktivasyon ve c) zaman bagimh kanal kinetigi olan reaktivasyon parametrelerini gdstermektedir. *Uygulama
oncesi ile karsilastinldiginda (P<0.005). b ve c sekillerinde gosterilen deaktivasyon ve reaktivasyon kinetiklerinin
matematiksel fit egrilerinden hesaplanan LogEC50 ve zaman sabiti degerleri Tablo 1’de verilmistir. Ina (PA/pF):
Voltaja-bagimli Na* kanalindan 6élgilen Na* akim yogunlugu.
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Sekil 4. 20-HETE'nin voltaja bagimli K* kanal akim (lo ve lss) yogunlugu ve kanal kinetikleri Gzerine etkisi. a) voltaja
bagimli K* kanalindan dlglilen gegici disa dogru K* akim yogunlugu-voltaj karakteristigi, b) voltaja bagimh K*
kanalindan dlgiilen dizgin kararli K* akim yogunlugu-voltaj karakteristigi c) potansiyel bagimh kanal kinetigi olan
deaktivasyon ve d) zaman bagimh kanal kinetidi olan reaktivasyon parametrelerini gostermektedir. *Uygulama
oncesi ile karsilastinldiginda (P<0.005). ¢ ve d sekillerinde gdsterilen deaktivasyon ve reaktivasyon kinetiklerinin
matematiksel fit egrilerinden hesaplanan LogEC50 ve zaman sabiti degerleri Tablo 1'de verilmistir. ko (pA/pF):
Voltaja-bagimh K* kanalindan élgiilen disari dogrultucu gegici K* akim yogunlugu, lss (pA/pF): Voltaja-bagimh K*
kanalindan élglilen diizgiin kararli K* akim yogunlugu. igeri dogrultucu K* akimi (Ikz), Iss egrisinin igerisindeki -120 ile
-50 mV arasindaki veriler hesaplanarak degerlendirilmistir.

107



DALAMAN U. ve Ark.

Zar Potansiyeli (mV)
40 20 0 20 40 60 100
4 e & 4 A 3
= 0.8 T
3 e
T 7 06
)
< X ok
= a = 04
)
-e- Tyrode 0.2

Tyrode+20-HETE
0.0 v

Arasidonik Asit Metaboliti 20-Hete’nin Kardiyak ...

F.U. Sag. Bil. Tip Derg.

Max

-40

T
-20
Zar Potansiyeli (mV)

200 400 600
Zaman (ms)

o
=)

Sekil 5. 20-HETE'nin voltaja bagimli Ca?* kanal akim (lcar) yogunlugu ve kanal kinetikleri tizerine etkisi. a) voltaja
bagimli Ca?* kanalindan olgllen akim yogunlugu-voltaj karakteristigi. b) potansiyel bagimli kanal kinetigi olan
deaktivasyon ve c) zaman bagiml kanal kinetigi olan reaktivasyon parametrelerini gdstermektedir. *Uygulama
oncesi ile karsilastinildiginda (P<0.005). b ve c sekillerinde gosterilen deaktivasyon ve reaktivasyon kinetiklerinin
matematiksel fit egrilerinden hesaplanan LogEC50 ve zaman sabiti de@erleri Tablo 1’de verilmistir. lca. (pA/pF):
Voltaja-bagimli Ca?* kanalindan 6lgilen L-tipi Ca* akim yogunlugu.

Tablo 1. 20-HETE uygulamasi oncesi (tyrode) ve 20-HETE uygulamasi sonrasi (tyrode+20-HETE) voltaja bagimli
Na*, K* ve Ca?* kanal akimlari deaktivasyon ve reaktivasyon parametreleri

Deaktivasyon

Reaktivasyon

AKim (LogEC50) (Zaman Sabiti)
Tyrode Tyrode + 20-HETE Tyrode Tyrode+20-HETE
(mV) (mV) (1/s) (Us)
Ina 90.95+0.78 96.76+1.11 * 0.2446+0.0091 0.1414+0.0098 *
lo 22.64+1.09 25.04+1.17 0.0105+0.0022 0.0095+0.0012
lcaL 20.46+1.47 19.47+1.43 0.0027+0.0002 0.0032+0.0003

*Uygulama 6ncesi ile kargilastiriidiginda (p<0.005). Iy,: voltaja-bagimli Na* kanal akim yogunlugu, ly,: voltaja-bagimli K* kanal akim

yogunlugu, Ica: voltaja-bagimh Ca?* kanal akim yogunlugu.

Tartisma

Arasidonik  asit'in  fizyolojik  olarak  aktif
metbolitleriden olan 20-HETE vaskdler sistemi tzerine
etkilerini inceleyen bircok arastirmaya konu olmasina
karsin kardiyomiyosit islevine yonelik arastirmalar kisith
dizeyde kalmistir. Son yillarda yapilan galismalarda
cesitli kardiyovaskiler patolojiler de koruyucu ydnde
etkisi bildirilirken (13, 14), hastaliklarin patogenezinde
rol aldigi gibi etkiler de raporlanmistir (7, 15).

Bu  ¢alisma, 20-HETE’nin kardiyomiyosit
uyarilma-kasilma giftlenimi  Gzerine etkilerinin ilk
kanitlarini sunmaktadir. 20-HETE hem kasilma hem de
uyarilma parametrelerine akut inkibasyon ile 6nemli
etkileri oldugu go6zlenmigstir. Bu yargiya, elektrik alan
altinda gobzlenen kisalma parametreleri ve voltaj
kenetleme ile kaydedilen akimlarin  sonuglar
incelendiginde ulasiimaktadir. Ancak, bu etkilerin
timund acgiklamak ve karsilastirabilmek igin literatiirde
yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Sican kalbi miyositlerinde kasilma parametre
sonuglarinda ilk gbéze carpan verinin 20-HETE
perflizyonu sonucu 4 Hz frekansinda uyarima cevabin
olusmamasidir (Sekil 1). Uygulama sonrasi Ina
kinetiklerinde gozlenen ciddi degisim (Sekil 3) sonucu
frekansin artmasi ile AP olusumunun sekteye ugramasi
olarak agiklayabiliriz. Inaktivasyonun negatif zar
potansiyellerine kaymasi ve ek olarak reaktivasyon
kinetiginin yavaslamasi (Sekil 3b ve c, Tablo 1) Na*
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kanallarinin  yeniden aktivasyonunu geciktirecektir.
Bunun da belirli frekanslarda ardisik AP olusumunu
engelleyecegi dusunulmektedir. Bu bulgularin yaninda,
dinlenim sarkomer boyu ve kisalma genliklerinde
gorilen frekansa bagl azalmanin (Sekil 1a ve b) 20-
HETE uygulamasi sonucu kaybolmasi dikkat ¢ceken bir
durumdur. Bu olgu kasilma makinesinde Ca?*
duyarhihginda gergeklesen azalmanin sonucu olarak
degerlendirilebilir. Ayni zamanda gevseme siresinde
gorilen yavaglama bu olguyu desteklemektedir. Diger
yandan, lca. yogunlugunda, istatiksel olarak anlamli
olmasa da, gbzlenen azalmanin gegici hicre igi
cevaplarinda azalmaya yol acacadl g6z &nune
alinmahdir. Dolayisiyla, kalbin sempatik uyarim altinda
savas ya da kag cevabini etkileyerek adaptif
mekanizmanin olugsmasini engelleyecektir.

20-HETE'nin kasilma parametrelerinde gdzlenen
olumsuzluklar yaninda, AP genligini azaltici yonde
oldugu bilgisi de bulgularimiz arasindadir (Sekil 2a ve
b). AP’yi bu sekilde etkileyebilecek durumun Ina ve Ik
degisiklikleri ile olabilecegi literatirde bircok defa
gosterilmistir. Ina'nin akim yogunlugunda ki azahs AP
genligini etkileyen temel faktordur (Sekil 3a). Bu durum
iki sekilde olabilmektedir; agilabilir voltaja-bagimli kanal
sayisinda azalma veya kanal kinetiklerinde yavaslama.
Olciimlerimiz  sonucunda reaktivasyon  kinetiginin
uzadigi ve deaktivasyon kinetidi egrisinin de daha
negatif potansiyele dogru yonlendidi bulgularina
ulastik. Reaktivasyon kinetiginin uzamasi kanalin
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yeniden aktive olabilmesi igin daha uzun slrenin
gecmesi gerektigini ve maksimum gegirgenlige daha
ge¢ gelebilecegini gdstermektedir. Ote yandan
deaktivasyon kinetiginin daha negatif potansiyele
kaymasi da kanalin daha erken inaktivasyon durumuna
girebilecegini sdylemektedir. Dolayisiyla kanal daha
kisa siUre agik kalabilecektir. Bu verilerin yaninda lio
akim genliklerinde gb6zlenen azalma da hicre
icerisindeki pozitif ylk sayisinin artisina neden
olacagindan, iyon dengesini degistirecek ve hicre
icerisine dogru Na* girisinde azalama goézlenecektir.
Na*da AP genliginin olusmasinda ki basat iyon
olmasindan dolayi da AP genliginde disme
g6zlenecektir. AP  repolarizayon suresinde  bir
degisimin olmamasi da elde edilen veriler 1si1dinda
aciklanabilir bir durum olarak degerlendirilebilir. Il
yogunlugunda ki azalmanin disinda; kinetidinin, Iss ve
Ik1 yogunluklarinda bir degigsiminin olmamasi ve gérece
Ica. yogunlugunda gézlenen azalma AP repolarizayon
suresinde bir farkhlidin gbézlemlenmemesinin altinda
yatan nedenlerdir. Diger yandan, lca. yodunlugunda
g6zledigimiz 20-HETE etkisini kargilastirabilecegimiz
calismada (16) bu akimin arttiyi yoninde bulgular
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