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Calismada kreatin fosfatin izole kurbaga kalbi spon-
tan kontraktil aktivitesi lzerine etkisi, etkinin doza ve za-
mana bagimli degisimi incelenmistir. Sonuglarimiz kreatin
fosfatin etki modelinin doza ve zamana badimli olarak
degistigini géstermistir.  Etki 10-20 mM konsantrasyon
araliginda uzunca sireli bir pozitif inotropik, 50 mM ve
daha yiiksek konsantrasyonlarda O6nce kisa slreli bir ne-
gatif inotropik sonra uzunca sdreli bir pozitif inotropik ka-
rakterdedir. 106 mM de kontraktil aktivite tamamen yok
olmakta, kontraktil parametreler yikama ile dlizelmekte-
dir. Diigiik dozlardaki pozitif inotropik, yiiksek dozlardaki
negatif+pozitlf inotropik etkiler esnasinda spontan kont-
raksiyon frekansinda anlamli bir degisme gdzlenmemistir.
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Son calismalarda kurbada kalb kasinda da, zayif
da olsa sarkoplazmik retikulum vezikulleri bulundugu,
bunlarin Ca*’ depo ettigi ve kontraksiyona bir miktar
katkida bulunduguna dair galismalar (1-3) yayinlan-
missa da, kurbaga kalb kasinda kontraksiyonun regila-
syonunun hemen tamamen sarkolemmadan Ca‘®" gi-
risine bagh oldugu goériust hakimdir (4-6). Kalb kasi sar-
kolemmasindan Ca " igeri girisi de hiicre igi metabolik
progeslere bagli olup (7,8), kontraksiyonun hicre igi
metabolik kontrolli esas olarak kreatin fosfokinaz siste-
mi tarafindan yapilmaktadir (9,10).

Kreatin fosfat'in (CP) normal kosullar altinda me-
meli kalb kasi hicre zarindan gegemedidi bilinmektedir
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SUMMARY

In this study we assessed the effect of creatine
phosphate and its dose-and time-dependency on sponta-
neous contractile activity of isolated frog heart. Our re-
sults showed that the mode of action of creatine phos-
phate varied with dose and time. Between 10-40 mM the
effect showed a long lasting positive inotropic, at >50
mM, first a transient negative inotropic then a longer
lasting positive inotropic character. At 105 mM creatine
phosphate caused the complete loss of contractile activi-
ty, but the contractile parameters recovered upon was-
hout. No significant change in spontaneous rate of
contraction was observed neither during positive inotro-
pic effect at low doses nor negative+positive inotropic
effects at high doses

Key Words: Creatine phosphate, Frog heart,
Contractile activity
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(11-13). Rosenshtraukh ve ark (14), kurbagda kalb ka-
sinda durumun farkli oldugunu gdéstermislerdir. Bu
arastirmacilar, hicre disi CP konsantrasyonundan art-
manin, izole kurbaga kalb kasinda hicre i¢i CP kon-
santrasyonunda artmaya yol agtigini, kontraksiyon kuv-
vetinin de bu artmaya bagimli degismeler goésterdigini
rapor etmiglerdir.

CP 1n kurbaga kalb kasinin spontan kantraktil akti-
vitesi Uzerine etkisinin genisge bir konsantrasyon ara-
lidinda doza ve zamana bagimli olarak incelendigdi bir
calismaya mevcut literatirde rastlanamamis olmasi bizi
bu calismayl yapmaya ydneltmistir. Calismada, kalb
kasi hicre i¢ci CP konsantrasyonunun 5-6 mM oldugu
(14) g6z o6nline alinarak, en disuk doz olarak 10 mM
den baglayarak toksik doza kadar olan konsantrasyon
araligindaki etkinin doza ve zamana bagimli degdisimini
kalitatif olarak inceledik. CP'In etki mekanizma veya
mekanizmalarinin incelenmesi ise bu calismayi izleyen
c¢alismamizin amaci oldu.
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Calismanin materyalini disi ve erkek kurbagalar-
dan (Rana Ridibunda) izole edilmis kalbler olustur-
mustur. Kalb izole edilmeden &nce i¢ ¢api 0.5 mm
olan polietilen tip aort kokiine yerlestirilmis, aortanin,
dolayisiyla tipin etrafi ipek iplikle sarihp digim atilarak
tip aorta igine sabitlestirilmistir. Bundan sonra kalb
sliratle izole edilmis, polietilen tip 2.5 ml hacmindeki
cam kan(lin ucuna takilarak, Sekil 1 de sematize edi
len sisteme monte edilmistir, izole kalb deney boyun-
ca 55 mmHaO hidrostatik basing altinda spontan ritmi
ile galismistir. Perfiizyon sivist Ringer sollisyonu olup
kompozisyonu (mM olarak): NaCl 90, KCI 2.5, NaH-
c 0320, mgGtg 5, CaCiz 2.5 diir. Soliisyon siirekli ola-
rak %95 02 ve %5 CO2 karisimi ile gazlanmistir
(pH:7.4). Spontan kontraktil aktivite kaydi igin, kalbin
apeksine paslanmaz celikten yapilmis bir forseps araci-
ligiyla baglanan ipek iplik, donme eksenindeki siirtiin-
mesi oldukga azaltilmis bir makaradan gegirilerek
Grass FT.03 kuvvet-uzanim cgevirecine (force-displace-
ment tranducer) baglanmistir.

Deneye baslamadan 6nce her bir preparat 60 da-
kikalik bir sire iginde stabilizasyona tabi tutulmus, bu
slre icinde diyastolik gerginlik maksimum kontraksiyon
kuvveti elde edilecek sekilde ayarlanmistir. Kontrol
kayitlari 60 dakikalik stabillzasyon déneminin sonunda
yapilmistir.

Calismada su kontraktil paiametreler incelenmistir:
Diyastolik gerginlik (diastolic tension): Tp, kasilina klv-
eti (tension): T, kasilma ve gevseme hizlari: +dT/dt,

rezervaar %%5 0

.
%5 €N

e
Grass F¥.03
t ransduser

Sekil 1. Deney sisteminin semasi,
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spontan kasilma frekansi. TD ve T, Grass 79D polligra-
fin 1. kanalindan kaydedilirken, +dT/dt Grass 7P20 tu-
rev alict araciligi ile poligrafin 2. kanalindan kaydedil-
mistir.

CP sollisyon halinde iken oldukga labil oldugun-
dan (16), toz halindeki CP (Sigma, St. Louis, Missouri,
U.S.A) her bir deneyden hemen o6nce, Ringer solls-
yonu iginde eritilerek sadece o deneyde kullaniimak
lzere 300mM konsantrasyonda stok sollisyon hazirlan-
mig, 2.5 ml lik cam kanil igine bu solisyondan gerekli
miktarlarda ilave edilerek istenen dozlar elde edilmistir.

Sonuglar ortalama + standart hata (SH) olarak su-
nulmus, etkilerin anlamhiliginin istatistiksel analizi Stu-
dent's t test ile yapiimis, p<0.05 anlamli kabul edil-
mistir.

SONUCLAR

Deney sonuglarimiz CP in etki modelinin disik
ve yuksek dozlarda farkli oldugunu gostermistir.

10-40 mfvl arasi: Bu konsantrasyon araligindaki et-
ki uzunca sireli bir pozitif inotropik etkidir. CP tatbikini
izleyen 512 saniye iginde TD dismeye, T ve =*dT/dt
yUkselmeye baslamaktadir. Bu degismelerin gelisme ki-
netigi doza bagimli olarak degismektedir. 10 ve 40 mM
de TD, T ve +dT/dt deki degismelerin maksimum deger-
lerine ulasma slresi 8+3.5 dakika iken, 20 mM de
4+1.5 dakikadir. Pozitif inotropik etkinin siddeti de ben-
zer sekilde doza bagimhdir. 10 ve 40 mM deki etkilerin
farklari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok
iken, 20 mM deki etkiler 10 ve 40 mM deki etkilerden
carpict bigimde farkhidir. Pozitif inotropik etki her (g
dozda da uzunca sireli olup, kontraktil parametreler
kontrol degerlerine CP tatbikini izleyen 23+9 dakikadan
sonra donmektedirler.

Sekil 2 de 10, 20 ve 40 mM deki etkileri gosteren
ornek kayitlar gorilmektedir. Spontan kasilma frekansi-
nin gozlenebilmesi icin, kayit kagidinin kayma hizi za-
man zaman yukseltilmistir. 10-40 mM CP pozitif inotro-
pik etkisi esnasinda izole kurbaga kalbinin spontan ka-
silma frekansi lzerinde anlamli bir degisiklige yol agma-
mistir. Sekil 3'de 10-40 mM CP in TD, T ve xdT/dt U-
zerindeki etkilerinin doz ve zamana bagimh degisimleri
gOsterilmistir.

50mM ve daha yuksek:50 mM ve daha yiksek
konsantrasyonlarda CP tatbikini izleyen 4+1 saniye
icinde TD ylkselmeye, T ve *dT/dt dismeye basla-
maktadir. Bu degismeler oldukga hizli gelismekte, mak-
simum hegatif inotropik etkiye ulasma hizi, etkinin sid-
deti ve slresi doza bagimli olarak artmaktadir. Bu ani
negatif inotropik etki kisa sirede ortadan kalkmakta
bunu uzunca sdireli bir pozitif inotropik etki izlemekte-
dir. 50 mM ve daha yuksek dozlarda gorilen bu bifa-
zik etkinin negatif inotropik komponentinin ortaya c¢ikis
hizi, siddeti ve slresi artan CP dozu ile artarken, pozi-
tif inotropik komponentinin siddeti artan CP dozu ile
azalmaktadir. Pozitif inotropik etkinin maksimum du-
zeyine ulasma zamani ile doz arasinda anlamli bir
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CP(40 mM)
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Sekil 2. 10, 20, ve 40 mM CP in izole kurbaga kalbi spontan
kontraktil aktivitesl iizerine etkileri. Ustteki ve alttaki traseler si-
miiltane kaydedilmis olup, isttekiler T deki, alttakiler £dT/dt teki
degigsmeleri gostermektedir. CP In spontan kontraksiyon frekansi
tiizerindeki etkisinin kaydedilebilmesi igin kayit kagidinin kayma
hizi zaman zaman 10 mm/dak. dan 50 mm/dak. ya ¢ikarilmigtir.
CP ok ile isaretlenmis olan anda, 2.5 ml cam kaniil igine bir
kereye mahsus olmak lizere enjekte edilmistir.

iliski gdzlenmemis olup, etkinin ortadan kalkma hiz1 ise
diisiik dozlarda diisiik yiiksek dozlarda yiiksektir. Sekil
4 de 50,70,80 ve 100 mM CP 1n Kkontraktil aktivite tize-
rine etkilerini gosteren Ornek kayitlar goriilmektedir.
CP, 105 mM de spontan kontraktil aktiviteyi tamamen
inhlbe etmektedir. Etki 70+15 saniye slirmekte, kont-
raktil aktivite diizelmekte ve bunu hafif bir pozitif Ino-
tropik etki izlemektedir (Sekil 5). CP nin 50 mM ve da-
ha yiiksek konsantrasyonlardaki bifazik etkisinin hicbir
fazinda, spontan kontraksiyon frekansinda anlamli bir
degisme goézlenmemistir. Sekil 6 da 50-100 mM CP 1n
izole kurbaga kalbi kontraktil parametreleri {izerindeki
etkisinin doza ve zamana bagimli degisimi 6zetlenmistir.

TARTISMA

CP mitokondride kreatin fosfokinaz reaksiyonu ile
olusmakta, oradan sitoplazmaya difflize olup, miyofib-
rillere ulasarak, miyofibriler fosfokinaz reaksiyonu ile,
bir onceki Kontraksiyon siklusunda olusmus olan ADP
nin refosforilasyonunda kullanilmaktadir (15,16). Yani
kontraksiyon igin gerekli enerji, miyofibriler fosfokinaz
reaksiyonu ile CP molekiiliinden alinarak ADP ye veril-
mekte ve bir sonraki kontraksiyonda kullanilmak iizere
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ATP de hazir bekletilmektedir. Kalb kasinda hiicre igi
ATP ve CP igerigindeki 6nemsiz degismeler bile, meka-
nik aktivitede onemli degismelere yol ag¢maktadir
(17,18). CP normal kosullar altinda memeli kalb kas1
hiicre zarindan gecememektedir (11-13). Kurbaga kalb
kasi hiicre zarinin ise CP a yiiksek bir gecirgenlik gos-
terdigi, hiicre disina giderek artan dozlarda CP ilave
edildiginde, hiicre ici CP konsantrasyonun giderek arttig1
mitokondride CP iiretimi tamamen inhibe edildiginde,
hiicre disina CP tatbik edilmesinin kontraktil aktiviteyi
diizeltip siirdiirdiigii Rosenshtraukh ve ark. tarafindan
gosterilmistir (14,19). Bu g¢alismalarda 10-20 mM CP m
elektriksel uyaranla uyarilan izole miyokard seritlerinde
kontraksiyon kuvvetini artirdigi, 10 dakikalik siiperfiizyon
sliresince artan kontraksiyon kuvvetinin normal Ringer
soliisyonu ile yikamayla biraz daha arttigi, yikamanin
baslamasindan 25-30 dakika sonra kontrol degerine
dondiigii gosterilmistir. Yine bu arastirmacilar CP kon-
santrasyonu 50-70 mM oldugunda etki modelinin

zaman{dakika)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 20212723

g =

! g efigne(tkontrol) Ty dekd cegigre(s konbrol)

78 9 10
raman{dakika)

20 Z) 22 23

+d1/dt deki cefiigme{Sontrol}

1 2 3 k 5 6 7 8 9 10
zaman(dakika)

20 21 22 23

Sekil 3. CP in 10-40 mM konsantrasyon araliginda izole kur-
baga kalbi kontraktil parametreleri (izerine doz ve zamana bagimh
etkisi (Her bir nokta 10 deney ortalamasiiSH). Uzerinde * bulu-
nan degerler i¢in p<0.01, digerleri i¢in p<0.05 dir. o, * ve A sirasiy-
la 10, 20 ve 40 mM de TD, T ve + dt/dt deki etkileri gosterirken,

»,J* veMJf bu konsantrasyonlarda—dT/dt deki etkileri gostermek-
tedir.
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Sekil 4. 50, 70, 80 ve 100 mM CP 1n izole kurbaga kalbi spontan kontraktil aktivitesi lizerine etkileri. CP ok ile isaretlenmis olan anda
kaniil igine bir kereye mahsus olmak ilizere enjekte edilmistir. CP In spontan kontraksiyon frekansi ilizerine etkisinin kaydi igin her bir
konsantrasyondaki deneylerin bir kisminda kayit kagidinin kayma hizi yiikseltilmistir. Sekil 5 e bu hizdaki kayitlardan bir 6rnek kayit olup,
80 mM CP in Tn, T ve *dT/dt Gizerindeki etkilerini gosterirken, spontan kontraksiyon frekansini etkilemedigini géostermektedir.

CP(105 mM) | L

05T CHART i Co St s

Sekil 5. CPin 105 mM de izole kurbaga kalbi spontan kontraktil aktivitesi lizerine etkilerini gosteren bir 6rnek kayit. Ok ile igsaretlenmis
olan CP tatbiki ile kontraktil parametreler hizla deprese olmakta, kontraktil aktivite bir siire i¢cin (7015 saniye) tamamen inhibe
edilmektedir. Etki diger konsantrasyonlardan (50—100 mM) etki gibi gegici olup, kontraktil parametreler hizla diizelmektedir.

Turk  JCardioll 992
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Sekil 6. CP 1n 50-100 mM konsantrasyon araliginda izole kur-

baga kalbi kontraktil parametreleri iizerine doz ve zamana bagim-
Ii etkisi (Her bir nokta 12 deney ortalamasi =£SH). Uzerinde*
bulunan degerler i¢in p<0.01, digerleri i¢in p<0.05 dir, o, *, A ve A
sirasiyla 50, 70, 80 ve 100 mM de To, T ve +dT/dt deki etkileri
gosterirken, n, m, ve " sirasiyla 50, 70, 80 ve 100 mM de
—dT/dt deki etkileri gostermektedir,

degistigini gbézlemislerdir. Bizim bulgularimiz ile literatir
sonuglari arasinda nitelik bakimindan énemli benzerlik-
ler oldugu gibi, nicelik ve zamana bagimlilik bakimindan
bazi farkliliklar vardir. Ayrica literatirde, CP in miyokar-
diyal kontraktilitenin gostergesi olan dT/dt,, (20) lze-
rine ve izole tam kalbin spontan galisma hizi iizerine
etkileriyle ilgili bilgi yoktur.

Calisma sonuglarimiz CP in 10-40 mM konsant-
rasyon aralijinda izole kurbaga kalbi Uzerinde énemli
bir pozitif inotropik etkiye sahip oldugunu goOstermistir
(Sekil 2). Kontraksiyon kuvvetindeki artma (kontrol
degerinin ylzdesi olarak) 10,20 ve 40 mM de sirasiyla
31.17+5.27, 69.18114.64 ve 30.19+5.15 dir. 20 mM
deki etki 10 ve 40mM deki etkilerden oldukga farklidir
(p<0.01). 10 ve 40 mM deki etkiler arasindaki fark ista-
tistikse' Olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Etkinin
ortaya ¢ikis hizi da benzer bir doza bagimhilk gdster-
mekte olup, 10 ve 40 mM deki etkiler 20 mM deki et-
kiye goére daha yavas gelismekte, etki 10 ve 40 mM
de maksimum degerine 8+3.5 dakikada ulasirken, 20
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mM de 4+1,5 dakikada ulasmaktadir. Etkinin ortadan
kalkma hizinda onemli bir doza bagimlilik gdzlenmemis
olup, kontraktil parametreler her li¢ konsantrasyonda
da kontrol degerlerine 23+9 dakikada dénmektedirler.
Calismamizda CP 1n 10-40 mM konsantrasyon araligin-
da To yi disirdigi goézlenmistir. Bu diisme 20 mM de
fazla, 10 ve 40 mM de azdir. Mevcut literatiirde, CP In
kurbaga kalb kasi dinlenlm (dlyastolik) gerginligi Gzerine
etkisinden bahsedilmemistir. TD kalb kasinda dnemli bir
kontraktil parametre olup hicre disi ve I¢i faktérlerce
belirlenmektedir (20). Sonuglarimiza gére 10-40 mM de
+dT/dt nin doz ve zamana badimli degisimi, T nin doz
ve zamana bagimli degisimine paraleldir. Maksimum ka-
silma hizi (dT/dtmax) mlyokardiyal kontraktilitenin goés
tergesi oldugundan, CP in 10-40 mM konsantrasyon
araliginda miyokardiyal kontraktiliteyi artirdigin1 sdyleye-
biliriz. Bu konsantrasyon araliginda CP 1n izole kurbaga
kalbi spontan kontraksiyon frekansi lGzerinde 6nemli bir
etkisi goriilmemistir. Bu Onemli bir bulgu olup, CP In
bu konsantrasyon araliindaki pozitif inotropik etkisinin
kontraksiyon frekansindaki degisme sonucu ortaya c¢ik
madigini gostermektedir. Zira kurbaga kalbinde de me-
meli kalbindeki (21) gibi, kontraksiyon frekansindaki ani
bir artmanin net Ca " igeri akiminda artma ile asosiye
oldugu ve kontraksiyon kuvvetinin yeni bir denge se
viyesine ulasincaya kadar arttigi bilinmektedir (22-24).
CP in 50 mM ve daha yiksek konsantrasyonlardaki et-
kisi 10-40 mM deki etkisinden farkhdir. 50 mM ve daha
yuksek konsantrasyonlarda goézledigimiz etki bifazik ka-
rakterde olup, 6nce bir negatif inotropik sonra bir pozi-
tif inotropik etki seklindedir (Sekil 4), Birinci faz yani
negatif inotropik komponent, kisa sireli bir etki olup,
ortaya c¢ikis hizi, siddeti ve slresi siddetli bir doza
bagdimhlik gostermektedir. Etkinin maksimum dizeye
ulagsma siiresi 50, 70, 80 ve 100 mM de sirasiyla
12+2, 9.5+1.5, 8.5+2 ve 7.5+1.5 saniyedir. Bu kon-
santrasyonlarda T deki maksimum dusmeler (kontrol
degerinin ylizdesi olarak) sirasiyla 56.50+11.32,
72.64+17.73, 83.82+12.46 ve 90.42+5.36 dir. +dT/dt
de T deki dugsmelere paralel dismeler gdstermis olup,
—dT/dt deki diisme, +dT/dt deki digsmeden biraz daha
fazladir. Maksimum negatif inotropik etkinin slresi ise
diiglik dozlarda kisa, yiiksek dozlarda uzundur. Ornegin
50 mM de negatif inotropik etkinin maksimum diizeyde
kalma suresi 1-2 saniye iken 100 mM de 22-28 sa-
niyedir. 105 mM de ise CP spontan kontraktil aktiviteyi
70+15 saniye sure ile tamamen inhibe etmektedir
(Sekil 5). Bifazik etkinin ikinci komponenti, siiresi birinci
komponente gore oldukga uzun bir pozitif inotropik et-
kidir. Pozitif inotropik etkinin siddeti disik dozlarda
yliksek, ylksek dozlarda dusuktir (Sekil 4,6). T deki
maksimum artmalar  (kontrol degerinin ylzdesi olarak)
50, 70, 80 ve 100 mM de sirasiyla 72.05+10 66.
56.74.+10.08, 50.35+9.78 ve 24.52+6.62 dir. Etkinin
maksimum degere ulagsma zamani ile konsantrasyon
arasinda anlamlh bir iliski gézlenmemistir. Etkinin orta-
dan kalkma hizi ise dusiuk dozlarda dusuk, yuk-
sek dozlarda ylksektir. Kontraktil parametreler
kontrol degerlerine 50 mM de 16+3 dakikada doénerken.
100 mM de 12.5+3 dakikada donmektedir.

TKlin Kardiyoloji 1992, S
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Literatiirde rapor edilmis olan 10-20 mM (19) ve
10-70 mM (14) CP tri kurbaga kalb kasi kontraksiyon
kuvveti
degisimi ile bizini bulgularimiz arasinda farkliliklar var-
dir.
preparata uygulama siiresi ve seklinin farkliligini belirt-

Uzerin© etkisinin doza ve zamana bagimh

Burada oOncelikle kullanilan preparatlarin, CP in
mek gerekir. Bizim deneylerimizde izole tam kalb kulla-
nilmis ve CP aort kékine yerlestirilmis ince polietilen

tanille baglantili
1) stok

olan 25 ml lik cam kanill igine (sekil
sollisyondan miktarda alinarak bir ke-
(bolus) kalb, &rnegin 50
mM CP'a cok kisa bir siire ile maruz kalmakta, kantle

rezervuarinda sirekli

gerekli

rede enjekte edilmistir. Yani

Ringer soliisyonu gelmekte oldu-
gundan, kandil igindeki CP konsantrasyonu her bir kalb

atimindan sonra biraz daha dismektedir. Literatirde
(14,19) izole ventrikll ve atrium seritleri kullaniimis, CP
rezervuara 10 dakika siireyle

hep ayni dozdaki CP ile superfiize edilmistir. Etki sid-

ilave edilerek preparat

detinin ve siresinin doza ve zamana bagimli degisimle-

rinde bizim sonuglarimizla literatir bulgulari arasinda

farklilik olmasina karsin, etki modelinin doza bagiml

olarak degistigi sonucu literatirle uyum igindedir.

Deney sonuglarimizdan bir énemli nokta da CP in
spontan kontraktil aktivite Gzerindeki etkisinin atim fre-
kansindan bagimsiz

oldugunun gdsterilmesidir. CP 50

mM v© daha yiksek konsantrasyonlarda da TD, T ve

+dT/dt

kansini degistirmeden géstermektedir.

lzerindeki etkilerini spontan kontraksiyon fre-

Sonug olarak: Kurbaga kalb kasinda kontraktil per-

formans CP tarafindan olarak

etkilenmektedir. Etki hem nitelik hem de nicelik baki-

doz ve zamana bagimh

mindan doz ve zamana bagimli olup, spontan kontrak-

siyon frekansinda degisiklige yol a¢gmadan ortaya ¢ik-

maktadir.
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