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GLUKOZ ORTAMINDA IZOLE SICAN KARDIYOMYOSITLERI
UZERINDEKI DIREKT ETKIiLERI

DIRECT EFFECTS OF EPIGALLOCATECHIN GALLATE (EGCG) ON ISOLATED RAT
CARDIOMYOCYTES UNDER NORMAL AND HIGH GLUCOSE CONCENTRATIONS

Gizem KAYKI MUTLU¥*, Zeynep Elif YESILYURT, Betiil Rabia ERDOGAN, irem
KARAOMERLIOGLU, Ayhanim Elif MUDERRISOGLU, Ebru ARIOGLU iINAN,
Nuray ARI

Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakoloji Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye

0z

Amag: Kardiyovaskiler komplikasyonlar diyabetik hastalarda en ¢nde gelen morbidite ve mortalite
nedenidir. Bu komplikasyonlarin patogenezindeki en énemli faktor hiperglisemidir. Ote yandan giinliik diyetle
tiketilen polifenolik maddelerin kalp hastaliklarina karsi koruyucu olduklari bilinmektedir. Polifenoller
bakimindan ¢ok zengin olan ¢ay tiketiminin kalp hastaligi riski ve kardiyovaskiiler mortaliteyi azalttigi
bilinmektedir. Caywn icerdigi baslica polifenolik madde epigallokatesin gallat (EGCG) tir. EGCG 'nin diyabet
gibi ¢esitli patolojilerde kardiyoprotektif etkili oldugu bildirilmistir. Ne var ki, kalp iizerindeki direkt kardiyak
etkileri bilinmemektedir. Bu noktadan hareketle, EGCG 'nin etkileri ¢caliymamizda normal (5,5 mM) ve yiiksek
glukoz konsantrasyonu (25,5 mM) altinda incelenmigtir.

Gereg ve Yontem: Bu amagla, taze izole edilen ventrikuler kardiyomyositler 3 saat sureyle yiksek glukoz
varliginda inkiibe edilmistir. EGCG ise bir grup hiicreye glukoz uygulamasindan 30 dakika once ilave
edilmistir. Ion-Optix kenar deteksiyon sistemi ile hiicre kisalma-uzamasi swasinda hiicre boyutundaki
degisiklikler kaydedilmistir.

Sonuc ve Tartisma: EGCG yiiksek konsantrasyonda glukoz inkiibasyonu sonucu gelisen hipertrofik yaniti
dizeltmektedir. Ancak, EGCG hem normal hem de yiiksek glukoz konsantrasyonu varliginda kontraktilitenin
azalmasina neden olmaktadir. Bu negatif inotropik etkisinin detayli mekanizmasinin anlagilabilmesi icin ek
calismalara gerek duyulmaktadir.
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ABSTRACT

Obijective: Cardiovascular complications are the leading causes of mortality and morbidity in diabetic
patients. Hypergylcemia plays the major role in the pathogenesis of these complications. On the other hand,
dietary polyphenols are known to have preventive effects on the development of cardiac diseases.Tea
consumption, which is known to be a rich source of polyphenols, has been shown to decrease incidence of
cardiac diseases and cardiovascular mortality. Epigallocatechin gallate (EGCG) is the major polyphenolic
substance found in tea. EGCG is known to have protective effects in cardiac pathologies such as diyabetes.
Nevertheless, to our knowledge, their direct cardiac effect at the cellular level is not known. Thus, we aimed to
investigate its effects under normal (5,5 mM) and high glucose (25,5 mM) concentrations.

Material and Method: Wtih this purpose, freshly isolated ventricular cardiomyocytes were incubated
with high glucose for 3 hours. EGCG was added 30 min prior to high glucose to a group of cells. A video-based
edge detection system (lonOptix) was used to record changes in cell length during cell shortening and
relengthening.

Result and Discussion: EGCG decreased hypertrophic response of hyperglycemia. However, it decreases
contractility under both normal and high glucose concentrations. To understand the detailed mechanism of its
negative inotropic effect, further investigation is needed.

Keywords: cardiomyocytes, hyperglycemia, hypertrophy, EGCG

GIRIS

Diabetes mellitus, kronik hiperglisemi sonucu bircok organda hasara yol acan ve bunun
sonucunda ¢ok sayida komplikasyona neden olan bir sendromdur. Kardiyak komplikasyonlar diyabetik
morbidite ve mortalitenin en 6nemli nedenidir. Prevalansi giin gectikce artan kardiyak komplikasyonlar
diyabetik hastalarin %40-60’1nda goriilmektedir [1].

Bitkisel kaynakli gida tiiketiminin kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi bir¢cok kronik
hastalik insidansinda azalmayla iliskili oldugunu gosteren epidemiyolojik ¢aligmalar bulunmaktadir [2-
4]. Son 10 yildir bu koruyucu etkinligin genis bir fitokimyasal ailesine ait ve giinliik diyetle en sik
tilketilen, antioksidan 6zellige sahip polifenoller sayesinde gergeklestigi tizerinde durulmaktadir [5].
Bir¢ok calisma polifenollerin oksidasyona karsi hiicresel yap1 taglarim1 koruyucu etkilerinin dnemini
belirtmektedir [6]. Polifenollerce zengin gida tiiketmenin kardiyovaskiiler hastalik riskini azalttig
bilinmektedir [7]. Polifenollerin ayrica antioksidan etkileri ile diyabet riskini azaltabilecegi One
stiriilmektedir [8,9]. Polifenol i¢eren bazi fitoterapdtiklerin kan glukoz diizeylerinin kontrolii, glukoz
kullamimu ve insulin sekresyonunda pozitif rolleri oldugundan s6z edilmektedir [10].

Polifenol bakimindan ¢ok zengin bir bitki olan ¢ay, kalp hastalig1 riski ve kardiyovaskiiler
mortaliteyi azaltmaktadir [11]. Cayin icerdigi baslica flavonoid epigallokatekin gallat (EGCG)’tir.
EGCG’nin, hipertrofi, iskemik remodelling ve sol ventrikiil yetmezligine kars1 koruyucu oldugu
bildirilmistir. Ayrica, endotelyal nitrik oksid sentaz aktivasyonu iizerinden endotel bagimli gevsemeye
aracilik etmektedir. EGCG, Na/H degistokusgusu ve ters modda calisan Na*/Ca®" degistokusgusu
tizerinden pozitif inotropik ve lusitropik etki gostermektedirler [11]. Ote yandan, yiksek dozlarda

EGCG’nin beta 2-ARler aracili olarak aritmi ve diyastolik disfonksiyona yol agtig1 gdsterilmistir [12].
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Ne var ki, bu bilesigin hiperglisemi durumunda kalpte hiicre diizeyindeki direkt etkileriyle ilgili literatiir
bilgisi yetersizdir. Caligmamiz bu eksikligi gidermeyi planlamaktadir. Bu amagla, ECGC’nin
normoglisemik ve hiperglisemik ortamda izole sigan kardiyomyositlerinin mekanik fonksiyonlari

ilizerindeki etkilerinin incelenmesi amag¢lanmustir.

GEREC VE YONTEM

Kardiyomiyosit izolasyonu:

Calismamizda 300-400 g agirliginda, 8-10 haftalik Sprague Dawley siganlar kullanilmusgtir.
Siganlar Bilkent Universitesinden temin edilmis ve deney giiniine kadar Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Biriminde bakimlar1 yapilmistir. Bu ¢aligma igin Ankara Universitesi
Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulundan gerekli izin alinmistir (etik kurul onay no: 2017-5-34). Deney
giinii sicanlarin gogiis kafesleri agilarak kalpleri alinmis ve heparinli soguk Tyrode ¢ozeltisi igeren
kaplara konmustur. Hemen ardindan kalpler aortalarindan Langendorff sistemine asilmugtir. Oncelikle
kalpler (mmol/L) NaCl 117, KCI 5.7, NaHCOs3 4.4, KH2PO4 1.5, MgCl; 3.6, HEPES 20, glukoz 11.7
ve taurin 20 (pH=7.2) iceren Ca** icermeyen Tyrode solusyonu ile perflize edilmistir. Kandan tamamen
temizlenen ve atimm duran kalpler daha sonra 30 ml’sinde 0.036 g kollajenaz igeren Tyrode ile perfilize
edilmistir. 30 dakikalik enzimatik perfiizyon bittikten sonra kalpler Ca™ icermeyen Tyrode sollisyonuna
(pH=7.4) alinmis ve mekanik olarak parcalanmustir. Elde edilen siispansiyon 200 um aralikli naylon
filtreden siiziilmis ve hiicreler 37°C’de bekletilmistir. Elde edilen hiicre pelletinin tizerindeki
supernatant atilmustir. Daha sonra Ca*" adaptasyonu icin hicre pelletinin izerine 6nce 0.3 mM, daha

sonra da 0.5 mM Ca™ iceren Tyrode ¢ozeltisi eklenmistir.

Hiperglisemik modelin olusturulmasi ve hiicrelerin inkiibasyonu:

Ca'" adaptasyonu tamamlanan hiicreler kiiltiir ortamina alinmigtir. Bu amagla 2 mM carnitine,
5 mM creatine, 5 mM taurine ve 100 U/ml penisilin-100 pl/ml streptomisin iceren M199 medium
hazirlanmustir. 5.5 mM glukoz igeren bu medium ile inkiibe edilen hiicreler normoglisemik (NG) olarak
kabul edilmistir. Yiiksek glukoz konsantrasyonlari uygulanacak hiicreler igin ise kiiltiir ortamina
toplamda 25.5 mM glukoz igerecek sekilde disardan 20 mM glukoz eklenmistir. Yiiksek glukoz
konsantrasyonu varliginda inkiibe edilen hiicreler ise hiperglisemik (HG) olarak kabul edilmistir. Kultir
ortamina alian kardiyomyositler 3 saat siireyle 37° C’de %5’lik CO> inkiibatoriinde bekletilmistir.

Calismada kullanilacak EGCG toz halde temin edilmis DMSO’da c¢oziilerek hazir hale
getirilmistir. Deneylerde kullanilan EGCG konsantrasyonuna (20 uM) literatiir taramasi yapilarak karar

verilmistir [13]. EGCG, hiicre ortamina hiperglisemi uygulamasindan yarim saat once eklenmistir.
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Yarim saat sonunda bu hiicreler yiiksek glukoz iceren mediuma alinmistir. 3 saat sonunda tiim hiicreler

Olclimler i¢in hazir hale gelmistir.

Kardiyomyositlerde Kontraktilite Olgiimii:

Kardiyomyositlerin mekanik ozellikleri, SoftEdge Myocam (lonOptix®) sistemi ile
incelenmistir. Kardiyomyositlere 0.5-1-2 Hz frekanslar uygulanmistir. Hiicre ve sarkomer boyutlarmda
olusan uzama- kisalma boyutlar1 kaydedilmistir. Elde edilen yanitlar analiz edilerek dinlenimdeki hiicre
uzunlugu, maksimum kisalma boyutu, kisalma-uzama hizlar1 (+dL/dt) ve uzamanin % 90’1na inmesi
icin gerekli stire (TRgy) parametreleri hesaplanmustir.

Istatistiksel analiz:

Deney sonuglari ortalama+S.E.M olarak verilmistir. Istatistiksel anlamlililk ANOVA ile test
edilmis ve gruplar aras1 ¢oklu karsilastirmalar i¢in Bonferroni post hoc test kullamlmustir. Istatistiksel
analiz i¢in Graphpad Prism programu kullamlmigtir. P<0.05 istatistiksel anlamlilik esigi olarak kabul

edilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Dinlenim durumundaki hiicre uzunluklar: incelendiginde hiperglisemik ortamda inkiibe edilen
hiicrelerin boyutlarinda artis gézlenmistir. Bu artig hipertrofik bir siirecin baglangicina isaret etmektedir.
Epigallokatesin gallat ile inkiibe edilen hiicrelerde ise bu artigin kismen az oldugu, hipertrofik yanitin
azaldig gorilmistiir (Sekil 1A).

Daha sonra, hiicrelere 0.5 Hz frekansta elektriksel uyar1 uygulanmistir. Hiperglisemik hiicrelerin
kasilma boyutu énemli derecede azalmstir. Hiicrelerin ayrica, birim zamanda kisalma ve uzama hizlari
karsilagtirllmistir. Hiperglisemik hiicrelerde kisalma-uzama hizimin da anlamli olarak azaldig
gdzlenmistir (Sekil 1C ve D). Bu durum “diyabet-benzeri” bir tablo gelistigini gdstermektedir. Ote
yandan, normoglisemik hiicrelere uygulanan EGCG hiicre kasilma boyutunu anlamli olmamakla birlikte
azaltmistir (Sekil 1B). Buna ek olarak, kasilabilirligi degerlendirmek i¢in kullanilan bir diger parametre
olan kisalma hizi da (+dL/dT) EGCG varliginda normoglisemik hiicrelerde azalmaktadir. Hiperglisemik
hiicrelerde de bu etki daha az bir oranda olmasina karsin devam etmektedir (Sekil 1C). Ilging olarak,
EGCG inkiibasyonunun hem normoglisemik hem de hiperglisemik hiicrelerde, gevseyebilirligin
degerlendirilmesi i¢in kullanilan uzama hiz1 (-dL/dT) {izerinde etkisiz oldugu gozlenmistir (Sekil 1D).
Ote yandan, kisalma ve uzama performanslarinin bir baska gostergesi olarak kardiyomyositlerin
uzamanin % 90’ma inmesi i¢in gerekli siire olan TRy parametresi de karsilagtirilmistir. TRgo da EGCG
varliginda hem normoglisemik hem de hiperglisemik hiicrelerde azalmaktadir (Sekil 1E).

Calismamizin temel amaci, kardiyoprotektif etkileri oldugu bildirilen EGCG’nin hiperglisemik

kosullarda direkt olarak kardiyomyositlerin mekanik aktivitesi {izerine bir etkisinin olup olmadiginin
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arastirilmasidir. Ne var ki, EGCG hiicre boyutlarim azaltarak anti-hipertrofik bir etkinlik gostermesine
karsin kardiyak kasilabilirlik {izerine direkt olarak koruyucu bir etkinlik gostermemektedir. Hem
normoglisemik hem de hiperglisemik hiicrelerde EGCG’nin kontraktiliteyi azalttigi, bir diger deyisle
negatif inotropiye neden oldugu gozlenmistir. Ote yandan, gevseyebilirlik (lusitropi) iizerine ise bir
etkisi bulunmamaktadir. EGCG’nin gézlenen bu negatif inotropik etkisinin kalpteki beta adrenoseptor
alttipleri ya da iyon kanallar1 gibi ¢esitli hedefler {izerinden direkt olarak m1 ya da daha 6nceki
caligmalarla gosterilen antioksidan etkinliginin bir sonucu olarak indirekt olarak mi gerceklestiginin

anlagilabilmesi i¢in ek ¢caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sekil 1. Hiicrelerin dinlenim uzunlugu (A), elektriksel olarak uyarilan hiicrelerin maksimum kisalma boyutu (B), kisalma hiz1
(C), uzama hizt (D) ve uzamanin % 90’ma inmesi i¢in gerekli siireye (TRoo) (E) ait bar grafikleri. NG, normoglisemik (5.5
mmol/L) ; HG, hiperglisemik (HG - 25.5 mmol/L); NG+ECGC, EGCG ile inkiibe ediken normoglisemik; HG+EGCG, EGCG
ile inkiibe edilen hiperglisemik hiicreler. *, p<0.05, NG’e gore anlamlilik; **, p<0.01, NG’e gore anlamlilik; ###, p<0.001,
NG+EGCG’e gore anlamlilik.
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