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Kardiyak fonksiyonlarin duzenlenmesinde ¢ok ©Onemli bir rol oynayan f3-
adrenoseptorlerden B;-AR alttipinin sempatik asiri aktivasyon durumunda sayilarinin
arttigr ve etkilerinin guglendigi 6ne surtlmektedir. Son yillarda yapilan ¢ok sayida
calismada [(3-AR upregulasyonunun B4-AR’lerin zararl etkilerini dnleyerek kalp
yetmezliginin erken déneminde yararl olabilecegi ifade edilmektedir. Bu noktadan
yola gikarak, galismamizda saglikli kalpte Na*/K* pompa stimilasyonuna aracilik
ettikleri gosterilen Bs-AR’lerin hipertrofi durumundaki in vitro ve in vivo etkileri
arastinimistir. B;-AR agonizminin Na*/K* pompa stimilasyonu aracili antihipertrofik
etkilerinin gosterildigi bu ¢calismanin, hipertrofi ve kalp yetmezliginin tedavisine yeni
bir terapdtik yaklasim sunmakla birlikte hipertrofi patofizyolojisinin daha iyi
anlasiimasina katkida bulunacagi distntlmektedir.
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1. GIRIS

1.1. Sempatik Sinir Sistemi

Vicudun viseral fonksiyonlarini kontrol eden otonom sinir sistemine iligkin sinyaller
sempatik ve parasempatik sinir sistemi ile aktariimaktadir. Sempatik sinir sistemi
(SSS), savas-ya da-kag (fight-or-flight) yanitlari ile vicudu bir tehdit ya da tehlike
durumuna hazirlamakla goérevlidir. Kan, yagamsal olmayan organlardan kalp, beyin
ve kaslara yonlendiriimektedir. Kan ve oksijen gereksinimini kargilamak uzere kalp
atim hizi ve solunum arttinlmaktadir. SSS, ayrica gastrointestinal kanal, mesane ve
uterus gibi organlara iliskin visseral agrilarin iletiminden de sorumludur. Bunun yani
sira, adrenal bezler de SSS etkisi altindadir. Adrenal medulla, transmitterini direkt
olarak kan dolasimina salmasi yoninden &6zellesmis bir sinaps olarak dusinulebilir
(O’Donnell ve Glasgow, 2011).

Sempatik sinir lifleri omurilikte T1 ve L2 segmentleri arasindan kaynaklanmaktadir.
Buradan sempatik zincire, daha sonra da postgangliyonik sinirler ile sempatik sistem
tarafindan uyarilan doku ve organlara ge¢mektedirler. Postgangliyonik sempatik
sinir ucu ile hedef organ efektdr hicreler arasindaki kavsakta impuls asirmini
saglayan esas norotransmiter noradrenalindir. Bu kavsaklarda noradrenalin, kavsak
sonrasi membran Uzerinde yerlesmis olan adrenerjik reseptorleri aktive ederek
impuls asirmini saglamaktadir. Adrenerjik reseptorler ilk kez 1948’de Ahlquist
tarafindan a ve 3 olmak tzere siniflandiriimistir. Daha sonra B-ARler 1967°de 34- ve
B2- adrenoseptoérler (AR) olmak Uzere iki alttipe ayriimistir (Lands ve ark., 1967).
1989 yilinda ise L.J. Emorine ve arkadaslari tarafindan yeni bir 3-AR alttipi olan 33-
AR’nin tanimlanmasinin ardindan gunumuizde kardiyovaskuler fonksiyonlarin
dizenlenmesinde B4-, B2- ve B3-AR olmak Uzere en az 3 B-AR alttipinin rol aldigi
dugstnulmektedir. Buna ek olarak, kalpte dorduincu bir B-AR alttipinin (putatif Bs-AR)

varhigi da gdsterilmistir (Kaumann ve Molenaar, 1997).

SSS, kardiyovaskiler sistemin nérohumoral dizenlenmesinde yasamsal bir rol
oynamaktadir. Kalp atiminin hizlandiriimasi, kardiyak kontraktilitenin arttirnimasi,

vendz kapasitansin azaltiimasi ve rezistans damarlarin kasiimasi gibi ¢ok sayida



kardiyovaskiler etkileri bulunmaktadir (Triposkiadis ve ark., 2009). Kardiyak
sempatik sinir lifleri subepikardiyal yerlesim gostermektedirler. Major koroner
arterleri  gevreleyerek ventrikullerin  en baskin  otonomik  komponentini
olusturmaktadirlar (Zipes, 2008). Ventrikiler innervasyon tabandan apekse dogru
gerceklesmektedir (Pierpont ve ark., 1985). Kalbe ve periferik dolasima giden
sempatik akis kardiyovaskuler refleksler araciliyiyla dizenlenmektedir. Santral sinir
sistemine dogru giden sempatik sinirler afferent lifler; santral sinir sisteminden hedef
organa dogru giden otonomik ya da somatik sinirler ise efferent lifler olarak
adlandinimaktadir. Baslica refleks yanitlari, aortik ark ve karotid baroreseptoérler
(SSS inhibisyonu), kardiyopulmoner baroreseptérler (Bezold-Jarisch refleksi gibi
refleksler, SSS inhibisyonu), kardiyovaskuler dusik esikli polimodal reseptorler
(SSS aktivasyonu) ve periferik kemoreseptdrlerden (SSS  aktivasyonu)
kaynaklanmaktadir (Malliani ve ark., 1983). Periferde SSS aktivitesine 4 yolak
aracilik etmektedir: (1) noradrenalin (NA, ya da norepinefrin): sag stellat gangliyona
dogru ndronlardan salinarak sinus ve atriyoventrikiler nodlara (kalp atim hizinda
artisla atriyoventrikiler iletimin kisalmasina neden olmaktadir) ve sol stellat
gangliyona dogru salinarak sol ventrikiile ulasmaktadir (kontraktil gi¢ ve kan
basincinda artisa neden olmaktadir); (2) adrenalin (A, ya da epinefrin): adrenal
korteksten dolagima salinarak miyokard ve periferik damarlari etkilemektedir; (3) NA
ve A’nin lokal salimi sonucu periferik damarlarda direkt etkiler gérulmektedir; (4) ¢cok
sayidaki lokasyonu etkileyen dolasimdaki NA (6rn. Kalp transplantli hastalarda
egzersiz sirasinda kalp atiminin hizlandirimasi). (Van Stee, 1978; Quigg ve ark.,
1989).

Kalbin pompalama etkinligi, kalbi besleyen c¢ok sayida sempatik sinirin yodun
denetimi altindadir. Sempatik uyarilar kalbin bir dakikada pompaladigi kan miktar
olan kalp debisini cogu zaman %100’den fazla arttirabilir. Kuvvetli sempatik uyarilar
kalp hizini erigkinlerde 180-200 ve genclerde 250 atima kadar arttirabilir. Ayrica
sempatik uyarilar kalp kasinin kasilma kuvvetini de arttirarak pompalanan kan
hacmini ve firlatma basincini da arttirmaktadir. Ote yandan sempatik sinir sistemi
inhibe edilerek kalbin pompalama gucul orta derecede azaltilabilir. Normal kogullarda
kalbi besleyen sempatik sinir lifleri kalbin pompalama gicini hi¢bir sempatik uyari
olmaksizin gerceklesecek olanin yaklasik %30 Uzerinde tutacak sekilde, kalbe
yavas bir hizda surekli uyari tagimaktadirlar. Dolayisiyla sempatik sinir sistemi

islevinin normalin altina diasiridlmesi hem kalp hizini hem de ventrikilin kasiima



kuvvetinin azaltarak kalbin pompalama gucunu normalin %30 kadar altina
disurebilir (Guyton&Hall, 2001).

1.1.1. Sempatik Sinir Sistemi Asiri Aktivasyonu

Sempatik sinir sistemi, savas-ya da-kac (fight-or-flight) yanitlari araciligiyla kritik
durumlarda hayatta kalim acgisindan son derece o6nemlidir. Akut bir hastalik
durumunda da SSS aktivasyonu dokulara oksijen saglamasi ve organ butunligin
korumasi yoninden yararlidir. Ne var ki, kronik durumlarda devam eden asiri
aktivasyon kontrol digina ¢ikarak yan etkiler olusturmaktadir. Bu durumdan cesitli
organlar etkilenmektedir. Bunlarin baginda ise kalp gelmektedir. Kronik SSS
aktivasyonu kalpte, azalmig diyastolik fonksiyon, tasikardi ve tasiartimiler,
miyokardiyal iskemi, ‘stunning’ terimi ile adlandirilan postiskemik miyokardiyal
disfonksiyon, apoptoz ve nekroz gibi zararli etkilere yol agmaktadir. Katekolaminlerin
yan etkileri diger pek cok organda da gdzlenmektedir. Ornegin akcigerlerde
pulmoner o6dem, artan pulmoner arteriyel basing; koagilasyon sisteminde
hiperkoagulabilite, trombis olusumu; gastrointestinal sistemde hipoperflizyon,
peristaltizm inhibisyonu; endokrin sistemde azalan prolaktin, tiroid ve blyume
hormonu sekresyonu; immun sistemde immunomodilasyon ve bakteriyel
blylmenin stimllasyonu; iskelet kaslarinda apoptoz ve metabolik olarak hicre
enerji tiketiminde artig, hiperglisemi, katabolizma, lipoliz, hiperlaktemi ve elektrolik

degisikliklerine neden olmaktadir (Dinser ve Hasibeder, 2009).

Cok sayida hastalik durumunun sempatik sinir sistemi aktivitesindeki kronik artigla
iliskili oldugu bilinmektedir. Asiri aktif sempatik sinir sisteminin, iskemik kalp
hastaliklar (Graham ve ark., 2004), kronik kalp yetmezligi (Leimbach ve ark., 1986)
ve hipertansiyon (Grassi, 1998) gibi kardiyovaskuler hastaliklarin karakteristik bir
0zelligi oldugu bilinmektedir (Sekil 1.1). Kardiyak bozukluklarin yani sira, bdbrek
hastaliklari (Converse ve ark., 1992), tip 2 diyabetes mellitus (Huggett ve ark.,
2003), obezite (Grassi ve ark., 2007), metabolik sendrom (Grassi ve ark., 2005),
obstruktif uyku apnesi (Narkiewicz ve Somers, 1997), pre-eklampsi (Greenwood ve
ark., 2003), depresyon (Barton ve ark., 2007) ve Ulseratif kolit (Furlan ve ark., 2006)
gibi ¢ok sayida hastaligin patogenezinde de sempatik asiri aktivasyonun rol

oynadigi gosterilmistir (Fisher ve ark., 2009).



Organ Fonksiyonel Degisiklikler Kardiyovaskiiler Hastaliklar
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Sekil 1.1. Surekli sempatik sistem aktivasyonunun gesitli organlarda fonksiyonel ve yapisal
degisiklikler sonucu yol agtigi kardiyovaskuler hastaliklar (Borchard, 2001).
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Sempatik hiperaktivite, plazma NA dizeyleri, santral sempatik ‘outflow’ ve sempatik
sinir liflerinden NA plazma ‘spillover'indaki artisla iligkilidir (Triposkiadis ve ark.
2009). Gercekten de tedavi edilmeyen kalp yetmezligi hastalarinda kardiyak NA
‘spillover'inin 50 kat arttigi bildirilmistir (Morris ve ark., 1997). Buna karsin, sistolik
kalp yetmezlIikli bireylerde sempatik néronal yogunlugun ve fonksiyonun azaldigi
gosterilmistir. Bu azalmanin kardiyomiyositlerde intrasellliler NA konsantrasyonu ve
post sinaptik 3+-AR yogunlugundaki azalmayla iligkili oldugu bildirilmistir (Regitz ve
ark., 1991). Buna ek olarak B+-AR aracili cAMP-PKA sinyal yolagi bozulmaktadir.
NA dizeylerinin artigi sonrasinda gézlenen B-AR desensitizasyonunun koruyucu bir
adaptasyon mekanizmasi oldugu dusunulmektedir (Eschenhagen, 2008). Benzer
sekilde, B1-AR overeksprese edilmis farelerde yapilan bir ¢alismada baslangicta
kardiyak fonksiyonun artmasina karsin uzun dénemde patolojik hipertrofi ve kalp

yetmezligi gelistigi gdzlenmistir (Bohm ve ark., 1998).

Sempatik hiperaktivitenin gelismesinde kardiyovaskiler reflekslerde go6zlenen
anormallikler rol oynamaktadir. Arteriyel baroreseptér refleks gibi sempatoinhibitér
kardiyovaskiler refleks baskilanirken, kardiyak sempatik afferent refleks ve arteriyel
kemoreseptor gibi sempatoeksitatdr refleksler ise glglenmektedir (Watson ve ark.,
2006). Buna baglh olarak anjiotensin Il ve sitokin dizeyleri artmakta, nitrik oksit

duzeyleri ise azalmaktadir. Bu durum kardiyomiyositlerde yapisal ve fonksiyonel



degigikliklere neden olarak sol ventrikil dilatasyonu ve sistolik disfonksiyonla

karakterize ‘remodeling’ durumuna yol agmaktadir.

Sempatik aktivasyon sonucu artan kalp atim hizi miyokardiyal oksijen ihtiyacini
arttirmaktadir (Dinser ve Hasibeder, 2008). Ayrica tasikardiyle iligkili olarak
diyastolik perfizyon zamani ve miyokardiyal kan akimi azalmaktadir. Klinik bulgular
artan kalp atim hizi ile kardiyovaskiler mortalite arasinda glgli bir iliski oldugunu
gOstermektedir. Yuksek riskli kalp hastalarinin yarisinda kalp atim hizi 12 saatten
uzun sireyle 95’in Uzerinde oldugunda major kardiyak olaylar gergeklestigi
bildirilmigtir (Sander ve ark., 2005).

SSS aktivasyonunun en 6nemli sonuglarindan biri de son dénem boébrek yetmezligi,
obezite gibi ¢ok sayida patofizyolojik duruma da eslik eden, arteriyel kan basinci
artisidir (Grassi ve ark., 1996; Kotanko, 2006). Sempatik aktivasyonun esansiyel
hipertansiyonu tetikledigini gosteren c¢ok sayida 6nemli g¢alisma bulunmaktadir
(Abboud, 1982; Grassi, 2004; Smith ve ark., 2004). Esansiyel hipertansiyonlu
hastalarda kas sempatik sinir aktivitesi (Grassi, 1998), plazma noradrenalin
konsantrasyonlari (Esler ve ark., 1977; Goldstein, 1983) ve noradrenalin dagihminin
(Esler, 1990) arttigi bildiriimigtir. Kas sempatik sinir aktivitesinin ayrica, beyaz onlik
ve borderline hipertansiyonlu hastalarda da arttiginin gézlenmesi (Smith ve ark.,
2004) sempatik sinir sisteminin  hipertansiyon  patogenezindeki  rolinu
desteklemektedir. Klinik c¢alismalarda sempatik asiri aktivitenin derecesinin
hipertansiyonun siddeti ile iligkili oldugu bulunmustur (Judy ve ark., 1979; Grassi ve
ark., 1998).

Damarlarda yapisal ve fonksiyonel anormallikler hipertansif durumun énemli bir
sonucudur. Kan basincindaki kronik artiglar, endotelyal hicrelerdeki yapisal ve
biyokimyasal degisiklikler nedeniyle vaskuler duz kas huicre hipertrofisi ve
hiperplazisine neden olmaktadir (Feihl ve ark; 2008). Bu durum anormal duvar-
lumen orani, akisa karsi direncin artmasi ve ateroskleroz gelisiminin hizlanmasina
neden olmaktadir (Folkow, 1982; Failla ve ark., 1999). Bunun yani sira sempatik
asin aktivasyonun kan basincindan badimsiz olarak da damarlar Gzerinde zararl
etkileri oldugunu gdsteren ¢alismalar da bulunmaktadir. Bevan, kan basincinda bir
artis olmaksizin, kronik sempatik aktivasyonunun vaskiler diz kas hicrelerinde
hipertrofi ve proliferasyon gibi morfolojik degisikliklere yol acgtigini, bu etkilerin

sempatik denervasyonla geri dondugiini géstermistir (1984). Ote yandan endotelyal



disfonksiyonun ateroskleroz gelisimindeki klinik énemi (Neunteufl ve ark., 1997) ve
kardiyovaskiler bir risk faktéri oldugu (Fischer ve ark., 2005) ¢ok iyi bilinmektedir.
Endotelyal fonksiyonlar sempatik sinir sistemi ile iligkidir. Deneysel sempatoeksitator
manevralarla indiklenen sempatik aktivasyonun saglikli bireylerde (Thijssen ve ark.,
2006) ve kronik kalp yetmezligi olan hastalarda (Santos ve ark., 2005) endotel
bagimli vazodilatasyon yanitlarini azalttigi bildiriimistir. Bu bulgular kronik sempatik
aktivasyonun endotelyal disfonksiyona ve buna bagll olarak da ateroskleroz
gelisimine neden oldugunu gdéstermektedir. Normokolesterolemik maymunlarda
yapilan bir calismada sosyal stres aracili olarak artan sempatik aktivitenin direkt
olarak vaskuler disfonksiyon ve artan koroner arter ateroskleroz riskine neden
oldugu gésterilmistir (Kaplan ve Manuck, 1997). Ayrica, bu aterojenik etkinin kan
basinci ve atim hizindan bagdimsiz olarak gelistigi ve B-bloker uygulamasi ile

azaldigi bildirilmistir (Kaplan ve ark., 1987).

Periferik vaskuler direng ve arteriyel katilikta (stiffness) gézlenen sempatik artislarin
kardiyak fonksiyon Gzerinde de dnemli etkiler vardir (Frenneaux ve Williams, 2007).
Artan arteriyel katilik, nabiz dalgasi amplifikasyonu ve kan basincini arttirmaktadir
(Kannel, 1976). Boylece aortik empedans ve ardylkl artarak atim hacmi igin
gereken miyokardiyal enerji ihtiyacinin artmasina ve kardiyak rezervin azalmasina
yol agmaktadir. Dahasi, bu durum kardiyak duvar stresi artigi ile ventrikller katilik ve
hipertrofi gelisimine neden olmaktadir (Frenneaux ve Williams, 2007). Ote yandan,
periferik vaskiler fonksiyonda gbzlenen sempatik sistem aracili degisikliklerden
bagimsiz olarak, artan sempatik aktivitenin miyokardin yapisi ve fonksiyonu uzerine
direkt etkileri de vardir. Kan basincini yukseltmeyen dozlarda noradrenalin
uygulamasinin kardiyak miyositler Uzerinde direkt trofik etkileri oldugu ve sol
ventrikul kdtle ile duvar kalinh@ini arttirdigi bildirilmigtir (Sen ve Young, 1991).
Benzer sekilde, esansiyel hipertansiyon hastalarinda yapilan bir bagka ¢alismada da
kardiyak manyetik rezonans goérintileme ile saptanan sol ventriklil hipertrofisinin
kas sempatik sinir aktivitesindeki artislarla iligkili oldugu gézlenmistir (Burns ve ark.
2007). Bu bulgu, sol ventriktl hipertrofisinin diyastolik kalp yetmezIligi ile iligkili
olmasi (Frenneaux ve Williams, 2007) ve gelecekteki diger kardiyovaskuler olaylar
ile ani kardiyak 6lim icin bagimsiz bir risk faktorii olmasi agisindan dnemlidir (Levy
ve ark., 1990). Sempatik sinir aktivitesindeki deneysel artiglar, 6zellikle azalan
parasempatik sinir aktivitesi ile birlikte, fatal kardiyak ritm bozukluk insidansini

arttirmaktadir (Lown ve Verrier, 1976). Bu bulgular sempatik agiri aktivasyonun kalp



yetmezligi (Packer, 1985) ve hipertansiyon (Grassi, 1998) gibi artan sempatik
aktivasyon ile iligkili ¢esitli durumlarda ani kardiyak Olum riskini arttirdigini 6ne

surmektedir.

1.2. Kardiyak Hipertrofi

Kardiyak hipertrofi, kalp kasi kutlesinin artigi olarak tanimlanmaktadir. Genel olarak,
mekanik stres ve cesitli uyaranlara yanit olarak gelisen, miyokarddaki yapisal ve
fonksiyonel degisiklikleri kapsayan ‘remodeling’i ifade etmektedir. Kalp, ylkuntn
arttigi durumlarda normal kosullara gére daha fazla ¢alismalidir. Duvar stresindeki
kronik artisla basa ¢ikabilmek icin kalp hicrelerinin boyut ve kitlelerinde artis ortaya
cikmaktadir (Cooper, 1987; Sugden&Clerk, 1998; Hunter&Chien, 1999). Kalbin
genislemesinin esas nedeni miyositlerin hipertrofiye ugramasidir. Bir bagka ifade ile,
mevcut durumdaki miyositler, sayilari degismeksizin genislemektedirler. Kardiyak
hipertrofi, baglangicta adaptif bir yanit olarak gelismektedir. Ne var ki, hipertrofinin
uzun sure kalici olmasi kardiyak disfonksiyon ve kalp yetmezlige neden olmaktadir.
Hipertrofi ve devaminda kalp yetmezligi gelisimi ¢cok sayida nedene baghdir. Gen
ekspresyonundaki degisiklikler, hormonal faktorler, apoptoz, enerji
metabolizmasindaki bozukluklar, aritmi, vaskiler disfonksiyon, kollajen birikimi,
fibronektin duzeyleri gibi nedenler diyastolik ve sistolik fonksiyonlari etkileyerek kalp

yetmezligine yol agmaktadir (Gupta ve ark.,2007).

1.2.1. Kardiyak Hipertrofinin Siniflandiriimasi

Kardiyak hipertrofi, fizyolojik ya da patolojik olarak gelisebilmektedir. Fizyolojik kalp
bayimesi normal postnatal buyime, hamilelige baglh bluyime ve egzersizle
indUklenen kardiyak hipertrofiyi kapsamaktadir. Bu durumda, miyokardiyal uyum
artisi ile normal kardiyak yapi ve normal ya da iyilesmis kardiyak fonksiyonlar s6z
konusudur. Hipertrofi, egzersize ya da hamilelige bagh gelistigi durumlarda geri
dénebilmektedir (Ferrans, 1984; Schaible&Scheuer, 1984; Fagard, 1997). Ote
yandan, patolojik hipertrofi ise bir hastaliga bagh (hipertansiyon, kapakgik hastahgi
gibi) kronik basing/hacim asiri yiklenmesine (overload), miyokardiyal infarktls ya da

iskemi ile iligkili koronor arter hastaliklarina ya da genetik mutasyonlar, diyabet gibi



kardiyomyopatiye neden olan durumlara yanit olarak gelismektedir (Sekil 1.2). Her
iki durumda da kalbin boyutlarinda bir artis olmasina karsin, patolojik hipertrofide
miyositlerin kaybi, fibrotik yerlesim, kardiyak disfonksiyon, artan kalp yetmezIigi ve
ani 6lim riski s6z konusudur (Levy ve ark., 1990; Weber ve ark., 1993; Cohn ve
ark., 1997).

Sekil 1.2. Kalbin remodelingi sonucu atrofi ya da hipertrofiye yol agan durumlar (Hill ve
Olson, 2008)

Dolasimdaki gereksinimleri kargilamak Uzere kardiyak yanitlar 3 farkh strece bagl
olarak gelismektedir. ilki, kalbin bosaltiimasi ya da dolduruimasidir. Bdylece kisa
sureli olarak gelisen hemodinamik dedisikliklere kargi ayarlamalar yapilarak iki
ventrikulin verimi esitlenmektedir. Fizyolojik hipertrofide bu mekanizma araciligiyla
adaptif degisiklikler ortaya g¢ikmaktadir. Ikincisi, kalbin mekanik yikini
karsilayabilmek (izere geligsen biyokimyasal degisikliklerdir. Uglincii ve en kompleks
olan mekanizma ise, buyume anormalliklerine yol acan gen ekspresyonlarindaki
degisikliklerdir. Bunlar, ekzojen uyarana bagl olarak uzun sirede ortaya ¢ikmaktadir
(Gupta ve ark., 2007).

Patolojik ve fizyolojik hipertrofi ayrica yapisal degisikliklere bagh olarak konsantrik
ve eksantrik olarak da siniflandirnimaktadir (Pluim ve ark., 2000). Konsantrik
hipertrofi, rolatif duvar kalinhgi ve kardiyak kutledeki artisi ifade etmektedir. Kalp

bosluklarinin hacminde ya ¢ok az bir azalma godrulmekte ya da herhangi bir



degisiklik gozlenmemektedir. Konsantrik hipertrofi, paralel sarkomer uzama
dokusuyla iligkili olarak miyosit htcre genisligi artmaktadir. Eksantrik hipertrofi ise,
kardiyak katle artigi ile birlikte bélme hacimlerindeki artigla karakterizedir. Rdlatif
duvar kahnhgi normal, artmis ya da azalmisg olabilir. Eksantrik hipertrofide
sarkomerlerin seriler seklinde uzamasi sonucu miyosit hicre uzunlugunun artigi s6z

konusudur (Grossman ve ark., 1975) (sekil 1.3).

Basing overload’una neden olan patolojik bir uyari (hipertansiyon, aortik stenoz gibi)
sistolik duvar stresini arttirarak konsantrik hipertrofiye neden olmaktadir Buna
karsin, hacim overload’'una neden olan bir uyar ise (aortik regurjitasyon,
arteriovendz fistll gibi) diyastolik duvar stresini arttirarak eksantrik hipertrofiye
neden olmaktadir (Grossman ve ark., 1975; Pluim ve ark., 2000). Klinik ¢calismalar
patolojik bir uyaranla indiklenen eksantrik kardiyak hipertrofinin, konsantrik

hipertrofiye gbre daha riskli oldugunu gdstermektedir (Bereniji ve ark., 2005).

Fizyolojik uyarilar da konsantrik ya da eksantrik hipertrofiye neden olabilmektedir.
Aerobik egzersiz ve hamilelik kalbe ven6z donugu arttirarak hacim overloadu ile
eksantrik hipertrofiye yol agmaktadir (Pluim ve ark., 2000; Eghbali ve ark., 2005). Bu
tip eksantrik hipertrofi, genellikle bdlmelerin genislemesi ve duvar kalinliginda
orantisal degisikliklerle karakterizedir. Oysa, patolojik olarak gelisen eksantrik

hipertrofi genellikle ventrikiler duvarlarin incelmesi ile iligkilidir.

Konsantrik hipertrofi

Basing asir1 yiiklemesi \ + kalin duvarli ve kiigiik bosluklu kalpler

Fizyolojik:
® Gii¢ antrenmani (statik/izometrik)
&rn. agirhk kalirma, giires
Patolojik: —_—
Normal kalp aloofie | paralel olarak eklenmis sarkomerler

* Hipertansiyon | a

S A | / miyosit hlicre genigligini arttirir
! { [
W['L
.> uyaran <
'T/\/\f\\
e\
\ ) )
(=]
Normal miyosit Hacim agir1 yiilklemesi Eksantrik hipertrofi
Fizyolojik:

 Dayaniklilik antrenmani (aerobik/izotonik) ( ince duvarli ve genis bosluklu kalpler
orn. ylizme, uzun mesafe kosu

Patolojik:
« Kapak hastaligi
e = 2 seriler halinde eklenmis
Ce—
=

) sarkomerler miyosit uzunlugunu
“ arttinr

Sekil 1.3. Farkli uyaranlarin indukledigi farkli hipertrofi tipleri (Bernardo ve ark., 2010).
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1.2.2. Kardiyak Hipertrofinin Ozellikleri

1.2.2.1. Yapisal ve Fonksiyonel Ozellikler

Kardiyak hipertrofi, miyosit boyutlarindaki artisla basa cikabilmek icin ventrikiler
duvar komponentlerinin yapisal remodelingi ile iligkilidir. Bu duruma fibriller kollajen
agindaki degisiklikler ve anjiogenez gibi 6rnekler verilebilir. Bazal durumlarda ya da
fizyolojik hipertrofide fibriler kollajen ag, miyositlerin yapisal olarak birarada
bulunarak butunluklerini saglamakta ve miyosit kisalmasini kolaylastirmaktadir.
Boylece kardiyak pompalama etkinligi gerceklesmektedir (Gunasinghe ve Spinale,
2004). Patolojik hipertrofi ise hlicre 6lumu (apoptoz, nekroz) ile iligkilidir. Miyositlerin
kaybi sonucu asiri kollajen birikimi gelismektedir (fibrozis). Kardiyak fibroziste rol
oynayan esas fibriller kollajen, tip 1 kollajendir. Asiri kollajen birikimi, ventrikillerin
sertlesmesine yol acarak kasllma-gevseme kenetini ve kardiyomiyositlerin
ekstraselliler matriks proteinleri ile elektriksel etkilesmesini kotllestirmekte ve
kapiller yodunlugu azaltmaktadir. Fibrozis ve azalan kapiller yogunluk oksijen
difizyon mesafelerini arttirarak miyokardiyal iskemiye neden olur ve hipertrofinin

yetmezlige donismesinde rol oynamaktadir (Bernardo ve ark., 2010).

1.2.2.2. Kardiyak Metabolizma

Saglkli bir kalpte yagd asidi oksidasyonu enerji Uretiminden temel olarak sorumiu
metabolik yolaktir ve ATP Uretiminin %60-70’ini gerceklestirmektedir (van der Vusse
ve ark.,, 1992). Glukoz ve laktat metabolizmasi ise ATP sentezinin %30’undan
sorumludur. Kalp, is ylikiune ve dolagimdaki rolatif yakit konsantrasyonlarina bagli
olarak enerji substratlarini degistirebilmektedir. Bu durum, cesitli fizyolojik
durumlarda (egzersiz, orug gibi) kalbin slrekli olarak ATP kaynagi Uretebilmesine

izin veren adaptif bir mekanizma olarak digunulmektedir.

Ote yandan, patolojik kardiyak hipertrofi, yad oksidasyonunda azalma, glukoz
metabolizmasinda ise artis ile iliskilidir (Davilla-Roman ve ark., 2002). Substrat

kullanimindaki bu degisim, kalbin tukettigi her oksijen molekuline karsi daha fazla
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ATP Uretmesine izin veren koruyucu bir mekanizma olabilir (van Bilsen ve ark.,
2009). Bu durum fetal kardiyak gelisime benzemektedir. Karnitin eksikligi ve yag
asidi oksidasyonunda gorev yapan enzimlerin ge¢ olugmasi nedeniyle, fetal kalpte
de ATP Uretimi igin primer substrat glukozdur (Ostadal ve ark., 1999). Buna karsin,
egzersizle induklenen fizyolojik hipertrofi, artan yagd asidi ve glukoz oksidasyonuyla
ile iligkilidir (Gertz ve ark., 1988). Bunlara ek olarak, ilerlemis patolojik hipertrofi ve
yetmezlikte kalbin insuline direncli hale gelmesi nedeniyle glukoz metabolizmasi

azalarak kalbin yeterli ATP Uretim yetenegi azalmaktadir (Neubauer, 2007).

1.2.2.3.Biyokimyasal ve Molekiiler Ozellikler

Patolojik kardiyak hipertrofiyi baslatan uyari sonrasinda ‘fetal gen programi’ yeniden
aktive olmaktadir. Bu programin kapsamindaki genler normalde yalnizca gelismekte
olan kalplerde eksprese edilirken yetiskin miyokardinda baskilanmaktadir. Ne var ki,
kardiyomiyosit boyut artisi ve degisen enerji ihtiyacini karsilamak tzere fetal gen
programi tekrar aktive edilerek cesitli proteinlerin sentezini diizenlemektedir. Fetal
gen ekspresyonu patolojik-eksantrik ve konsantrik hipertrofi ile iligkilidir, fizyolojik
hipertrofide aktive edilmemektedir (Barry ve ark.,2008). Hipertrofide ¢ok sayida
tekrar eksprese edilen fetal gen olmasina karsin myozin agir zincir ve natriGretik

peptidler en ¢ok kullanilan molekuler hipertrofi belirtecgleridir.

Fetal gen programinin aktivasyonu, kardiyak kontraktil proteinlerde (a- ve 8- miyozin
agir zincir (MHC)) degisikliklere neden olmaktadir. insan ve hayvan hipertrofi
calismalarinda B-MHC ekspresyonun arttigi, a-MHC ekspresyonunun ise azaldigi
gosterilmektedir (Izumo ve ark., 1987; Barry ve ark.,2008). Farkli enzimatik
aktiviteye sahip bu iki izoformun rélatif oranlari kardiyak fonksiyonlari énemli dlgtde
etkilemektedir. B-MHC’deki artig, myozin ATPaz enzim hizini azaltarak miyosit
kasilma hizini yavaglatmaktadir (Lowes ve ark., 1997). Ote yandan, insan ve
hayvan modellerinin karsilastirimasinda bir komplikasyon s6z konusudur. Yetiskin
insanlarda total MHC havuzunun yaklasik %90’1 B-MHC izoformu olmasina karsin,
farelerde ise a-MHC izoformu baskindir. Kalp atim hizlarinin yuksek olmasindan da
bayuk olasilikla bu durum sorumludur (LeWinter, 2005). Bu nedenle yetmezlikli
insan kalbinde gbézlenen B-MHC artisi, hayvanlarda gdézlenen artis kadar g¢ok

degildir.
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Buna ek olarak, fetal gen programinin aktivasyonu natrilretik peptidlerin (NP)
ekspresyonlarini da etkilemektedir. NP’ler didrez, natrilirez, vazodilatasyon ve
aldosteron-renin inhibisyonu araciligiyla kardiyovaskiler ve endokrin sistemi
etkileyen bir hormon ailesidir (Nishikimi ve ark., 2006). NP’ler hipertrofinin endojen
inhibitdrleridir. Ug Gyesi bulunmaktadir: atrial (ANP), B-tipi (BNP) ve C-tipi natritiretik
peptid. CNP hakkinda ¢ok az bilgi olmasina karsin ANP ve BNP’nin embriyonik
gelisim sirasinda ¢ok ylksek dizeylerde bulundugu, ancak saglikli yetiskinlerde
bulunmadigi bilinmektedir (Gardner, 2003). Ne var ki, hipertrofik bir uyari GATA-4
uzerinden ANP ve BNP ekspresyonlarini, hipertrofik yaniti inhibe etmek amaciyla,
dramatik bir bigcimde arttirmaktadir (Gardner ve ark., 2007).

1.2.3. Kardiyak Hipertrofide Rol Oynayan Mekanizmalar

Hipertrofi, tetikleyici nedene bakilmaksizin global protein sentezi velya da
kardiyomiyosit kitle artigsina bagh olarak kalbin genislemesi durumudur. Adaptif bir
yanit olarak kardiyak hicrelerde programli ve senkronize bir proses baslamaktadir.

Bu bdélimde, bu proseste rol oynayan baslica mekanizmalara deginilecektir.

1.2.3.1. G proteinleri

G proteinleri, heterotrimerik ve kiguk molekul agirlikh monomerik (kuguk) G

proteinleri olarak iki ana gruba ayrilabilir.

Heterotrimerik G proteinleri:

Basing overload’u gibi patolojik bir uyari sonucu anjiotensin Il (Ang Il), endotelin |
(ET-1) ve noradrenalin (NA) gibi hormon/vazoaktif faktorler salinarak kardiyak
blylumeyi indiklemektedirler (Arai ve ark., 1995; Yamazaki ve ark., 1999; Yayama
ve ark., 2004). Bu ligandlar sirasiyla GPCR ailesinden, ANG Il reseptori tip 1 (AT4),
endotelin reseptorid (ETa ve ETg) ve as-adrenerjik reseptdriine (AR) baglanmaktadir.
Bu baglanma, Gagn+'i ve fosfolipaz C (PLC), MAPKIlar, PKC ve PKA'y! iceren sinyal

yolaklarini aktive etmektedir. Kardiyak Ga, overeksprese edilmis farelerde kardiyak
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disfonksiyon ve prematire olimle iligkili kardiyak hipertrofi gelistigi bildirilmigtir
(D’angelo ve ark., 1997; Mede ve ark., 1998). Buna karsin, Gag1 geni silinmis ve
Gag-kenetli reseptor sinyal yolaklarini inhibe edici bir peptid overeksprese edilmis
farelerde ise hipertrofi gelismedigi ya da basing overload’'una gelisen yanitin énemli

Olgude azaldigi gosterilmistir (Akhter ve ark., 1998; Wettschureck ve ark., 2001).

Kiguk G proteinleri (GTPazlar):

Kiguk G proteinler 5 gruba ayrilmaktadir: Ras, Rho, Rab, Ran ve Arf GTPazlar. Bu
proteinler, GPCR’lerin efektdér mekanizmalarinin dnemli bir kismina aracilik
etmektedirler. Ras ve Rho’nin, miyositlerde Ang Il, ET-1, fenilefrin (PE) ve mekanik
strese yanit olarak aktive edildikleri ve kardiyak hipertrofinin gelismesinde rol
oynadigi gozlenmistir (Aoki ve ark., 1998; Aikawa ve ark., 1999; Clerk ve ark.,
2001). Ras’in aktif formunu eksprese eden ve Rab1a overeksprese eden transjenik
farelerde patolojik hipertrofi gelistigi bildirilmistir (Hunter ve ark., 1995; Wu ve ark.,
2001). Ayrica, Rho-kinaz inhibitéri olan fasudil kullanilan bir galismada Rho-kinazin
basing-overloadu ile indiklenen patolojik hipertrofide 6nemli oldugu, yuzmeyle
indUklenen fizyolojik hipertrofide ise rol oynamadigdi bildirilmistir (Balakumar&Singh,
2006).

1.2.3.2. PI3K sinyali

PI3K’lar hicre blylimesi, hayatta kalimi, farklilasmasi ve proliferasyonu gibi ¢ok
sayida hucresel fonksiyonda gdérev yapmaktadir (Cantley, 2002). Aktivasyonlari
sonucu hem tirozin kinaz reseptorlerine hem GPCR’lere baglanabilmektedirler. Sinif
I, 1l ve lll olmak Gzere 3 gruba ayrilmaktadirlar. Sinif | PI3K’lar da |, ve lg olmak
Uzere iki farkl alt gruba sahiptir. Sinif | PI3Klar, bir p100 katalitik Gnitesi (a, 3 ya da
Y) ve bir p85 ya da p55 regulatér alt Unitesinden olugsmaktadir. p110a ve p110y alt
Uniteleri kalpte bol miktarda bulunmaktadirlar. p110a’nin fizyolojik egzersizle
indUklenen hipertrofide dnemli bir rol oynadidi bildirilmigtir (Bernardo ve ark., 2010).
Buna karsin, p110y alt Unitesi ise GPCR kenetlenmesi sonucu kalp Gzerinde zararli
etkiler olusturmaktadir (Oudit ve ark., 2004). PI3K (p110y) bazal kosullarda kalp

boyutunu etkilememekte, ancak kardiyak kontraktilitenin diizenlenmesinde negatif
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etki gdstermektedir (Crackower ve ark., 2002). Patolojik stres karsisinda ise kalp
baylimesi Uzerinde etkileri bulunmaktadir. PI3K (p110y) geni silinmig farelerde 3-AR
kronik aktivasyonu sonucu kalp yetmezIigi gelismemektedir. Bu hayvanlarda daha
az hipertrofi ve fibrozis gelistigi, kardiyak fonksiyonlarin kontrollere goére iyilesmis
oldugu gézlenmistir (Oudit ve ark., 2003). PI3K (p110y)'nun kardiyak disfonksiyona
B-AR internalizasyon ve fosfodiesterazlari (PDE) reglle edici etkileriyle aracilik
ettikleri distinilmektedir (Oudit&Kassiri, 2007; Pretorius ve ark., 2009). p-AR’lerin
downregtilasyonu ve desensitizasyonlari p110y’nun B-ARK1’e baglanmalari sonucu
gelisir ve kalp icin zararlidir (Naga Prasad ve ark., 2001). PI3K (p110y)’lar ayrica
PDE regulasyonu aracili olarak kardiyomiyosit kontraktilitesinin azalmasina yol
acmaktadir (Kerfant ve ark., 2007). PDE’lar cAMP’yi hidrolize ederek sarkoplazmik
retikulumdan Ca®* salimini diizenlemektedirler. PDE inhibitérlerinin intraselliiler
cAMP duzeylerini arttirarak kontraktil fonksiyonlari iyilestirdikleri gosterilmistir. Ne
var ki, PDE inhibitdrlerinin kalp yetmezligi hastalarinda kullaniminin guvenilir olup
olmadidi hala tartismahdir (Osadchii, 2007).

1.2.3.3. MAPK yolaklari

MAPKIar yolaktaki son kinaza gore 3 alt sinifa ayrilmaktadir: ekstraselller sinyal
iliskili kinazlar (ERKs), c-Jun amino-terminal kinaz (JNKs) ve p-38-MAPKIlar
(Clerk&Sugden, 1999). Her 3 alttip de GPCR agonistleri ve mekanik strese yanit
olarak aktive edilmektedir (Gupta ve ark., 2007). ERK’lerin mekanik stres sonucu
aktivasyonu sitoplazmik fosfolipaz A2’yi enzimatik uyararak arasidonik asid salimi ve
lizofosfolipid olusumunu arttirmaktadir.  Ayrica, c-fos indiksiyonu sonucu
transkripsiyon faktér aktive edici proteini (AP-1)i uyararak hipertrofik yanitin
olusmasindan sorumlu olduklari bildirilmistir (Glennon ve ark., 1996). JNK ve p38
MAPKIar ise inflamatuvar sitokinler, iskemi, oksidatif stres, ozmotik sok, 1si soku,
ATP-deplete edici ajanlar ve endotoksinler gibi hiicresel stres faktorleri tarafindan
aktive edilmektedirler (Han ve ark., 1994; Hibi ve ark. 1993). JNK yolagi
heterotrimerik ve Rho ailesi kiglk G proteinleri tarafindan tetiklenmektedir.
Uyarilmalari sonucu, c-jun fosforile edilmektedir (Clerk ve Sugden, 1997). Bunun
yani sira, aktive edici transkripsiyon faktdérlii 2 (ATF-2) uyarilarak transkripsiyonel
aktivasyon artmaktadir. Bilinen gugli bir AP-1 aktivatéri olan JNK yolagi,

hipertrofide rol oynayan ANF-, a-aktin, TGF-B1 ve kollajen tip 1 ekspresyonlarinin
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artmasina aracilik etmektedir (Kim ve lwao, 1999). p38 MAPKIar da stres uyaranina
yanit olarak gelisen kardiyak hipertrofide rol oynamaktadir. Aktive olan p38 MAPK,
ATF-2, serum yanit faktorii aksesuar protein-1 (SAP-1) gibi c¢esitli sitoplazmik
protein ve transkripsiyon faktérinl fosforile ederek hipertrofiye aracilik etmektedir
(Whitmarsh ve ark., 1997). Ayrica, integrin-FAK-Src-Ras yolaginin da aktive edildigi
gosterilmistir (Aikawa ve ark., 2002). Buna ek olarak, noradrenalinle indiklenen
hipertrofinin de p38 MAPK ile iligkili oldugu bildirilmigtir (Dash ve ark., 2003).

1.2.3.4. Kalsiyum sinyali

Bilindigi gibi her bir kalp atimi hicre igine kalsiyum girisi ile iligkilidir. Kalsiyum
kontraktil fonksiyon ve kardiyak buyimenin kontrolinde temel bir rol oynamaktadir.
Ote yandan, kalsiyum/kalmodulin, GPCR agonistleri ve biyomekanik stres igin
onemli bir ikincil ulaktir. En bilinen kalsiyum bagiml sinyal proteinleri kalsinérin ve
kalsiyum/kalmodulin-bagimli  protein kinazlar (CaMK)'dir. Kalsinérin, aktive T
hicrelerinin nukleer faktori (NFAT) transkripsiyon faktorlerini defosforile ederek
nikleer translokasyon ve gen transkripsiyonuna aracilik etmektedir (Bernardo ve
ark., 2010). Kulturlenen neonatal rat kardiyomiyositlerinde, GPCR hipertrofik
agonistleriyle stimilasyon sonrasinda kalsindrin enzim aktivitesi ve protein
dizeylerinin arttigi bildirilmistir (Taigen ve ark., 2000). Ayrica, hipertrofik ve
yetmezlikli hastalarin kalplerinde de kalsinérin enzim aktivitesi artmaktadir (Haq ve
ark., 2001). Ote yandan, ET-1, Ang Il ve Urotensin II'e maruz kalan yetmezlikli insan
kalplerinden elde edilen ventrikiler kas dokusunda da kalsinérin aktivitesinin fazla
oldugu gozlenmigtir (Li ve ark.,, 2005). Kalsinérinin hipertrofiyi NFAT
defosforilasyonu aracil olarak indiklemektedir. NFAT nikleuse tagsinarak GATA4 ve
miyosit guglendirici faktor 2 (MEF2) gibi diger transkripsiyon faktorleriyle etkileserek
kardiyak genlerin ekspresyonlarini dizenlemektedir (Wilkins ve ark., 2002;
Frey&Olsen, 2003).

Kalsiyum/kalmodulin-bagimli protein kinaz Il (CaMKIl) de kardiyak hipertrofi ve kalp
yetmezliginde rol oynayan bir serin/treonin protein kinazdir. Cok sayida insan ve
hayvan kalp yetmezligi ¢calismasinda CaMKII’nin upregtile oldugu bildirilmistir (Hoch
ve ark., 1999; Bossuyt ve ark., 2008). CaMKIInin 4 izoformu (a, B, o, Y)
bulunmaktadir. CaMKIId kalpte bulunan baskin izoformdur, y de kardiyak dokuda
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bulunmaktadir (Mayer ve ark., 1995). CaMKIl overeksprese edilen farelerde
kardiyak hipertrofi ve dilate kardiyomyopati gelistigi bildirilmistir (Zhang ve ark.,
2002). Buna karsin, CaMKIl inhibisyonu yapilan genetik fare modeli kullanilarak
yapilan bir baska ¢alismada ise miyokard infarktiisi ve B-AR stimiilasyonu sonucu
gelisen kardiyak dilatasyon ve disfonksiyonun énlendigi gézlenmistir (Zhang ve ark.,
2005). CaMKIIl sinyali, sinif Il histon deasetilaz 4 (HDAC4)'lu fosforile ederek
kardiyak hipertrofiye neden olmaktadir. Fosforile HDAC4, MEF2 transkripsiyon
faktériinden ayrilarak nikleustan sitoplamaya tasinmaktadir. Béylece MEF2 aktive

olarak hipertrofik yanitin baglamasina aracilik etmektedir (Kim ve ark., 2008).

1.3. Kardiyak B-Adrenoseptorler

Sempatik nérotransmitterler NA ve A hilicre zarinda bulunan 6zellesmis
makromolekuller olan adrenerjik reseptdrlere (AR) baglanmaktadirlar. Sempatik sinir
uclarindan salinan NA'nin yaklagik %80’i NA transporter 1 araciligiyla geri alinir,
kalani ise dolagimda temizlenmektedir (Leineweber ve ark., 2002). Hem NA hem de
A, biyolojik etkilerini 9 farkli AR alttipine baglanarak gdstermektedir: 3 alfas-
reseptdrl (alfaqa, alfa;g ve alfaip) , 3 alfar-reseptdri (alfaza, alfas ve alfayc) ve 3
beta reseptori (beta;, beta, ve betas) (Bylund ve ark.,, 1998). Tim ARler 7
transmembranal segmentlidir ve aktive edildiklerinde o&ncelikle heterotrimerik G

proteinleri ile etkilesmektedirler.

insan kardiyak miyositlerinde Bs-AR > B,-AR >> B3-AR sirasiyla (g farkh tip B-AR
bulunmaktadir. B4- ve B2-AR alttiplerinin uyariimalari sonucu pozitif inotropik
(kardiyak kontraktilitenin artmasi), pozitif kronotropik (frekansin artmasi), lusitropik
(gevseme hizi) ve pozitif dromotropik (atrioventrikiller nod boyunca impuls iletimi)
etkilere aracilik etmektedirler. Bs;-ARler ise normal fizyolojik durumlarda inaktif
haldedir (Skeberdis ve ark., 2008). Uyarilmalar sonucu, Bs4- ve B2-AR’lerin tersine,
nitrik oksit sentaz aracili olarak (Gauthier ve ark., 1998) negatif inotropik etki
olusmaktadir. Bu etkilerinin yogun adrenerjik uyari varliginda kalbi korumaya yonelik
bir ‘koruyucu vana’ (safety valve) olarak gorev yaptigi disuintlmektedir (Rozec ve
ark., 2009).
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Bu reseptdrler esas olarak miyositlerin ¢cevresinde bir ag olusturan sempatik sinir lif
uclarindan salinan noradrenalin ve buna ek olarak dolagsimdaki noradrenalin havuzu
ile diger katekolaminler tarafindan uyariimaktadirlar (Goldstein ve ark, 2003).
Agonistlerle induklenen aktivasyonlari sonucu G proteini a-altbiriminin guanin
ndkleotit baglama bdlgesinden guanozin difosfattan (GDP) serbestlenir ve yerine
guanozin trifosfat (GTP) baglanmaktadir. GTP’nin baglanmasi, G proteininde
yapisal degisiklige neden olmaktadir. GTP-bagli a-altbirimi, uyariimis reseptérden
ve By dimerinden ayrilmaktadir. Hem a-altbirimi hem de By-kompleksi birbirlerinden
bagimsiz olarak farkli aktiviteleri duzenlemektedirler (Lohse ve ark., 2003). Yaklasik
20 alttipi olana G proteini a-altbirimi (Gs, Gi, Gq, G, vd.) bu cesitlilik 6zelligi ile G

proteini kenetli reseptoér sinyallerinin temelini olusturmaktadir.

insan kalbinde B4- ve B,-ARler akut olarak kardiyak performansi arttiran en giiclii
fizyolojik mekanizmadir. 34-AR’ler yalnizca Gs ile kenetli iken B,-ARler G kenetine
ek olarak pertussis toksin-duyarli G; ile de kenetlenebilirler (Kuschel ve ark., 1999).
Gs sinyalleri ‘reseptér-hizlandiric’, G; sinyalleri ise ‘reseptor-freni’ olarak goérev
yapmaktadir (Feldman ve ark., 2005). Gs keneti, adenilat siklaz enzimini aktive
ederek adenozin trifosfatin (ATP)'Iin 3’,5’-siklik monofosfat (CAMP)'a donlismesine
ve boylece cAMP-bagh protein kinaz A (PKA) aktivasyonuna yol agmaktadir. Aktive
edilen PKA araciligi ile gesitli proteinlerin fosforilasyonu fonksiyonel bir yanita neden
olmaktadir: (1) Sarkolemmal voltaj kapili L tipi Ca** kanallari (Kamp ve Hell, 2000)
ve ryanodin reseptorleri olarak da bilinen sarkoplazmik retikulum (SR) Ca®* salim
kanallarinin (Kushnir ve Marks, 2010) fosforilasyonu, kasiima-gevseme keneti igin
gereken Ca*" gegis amplitiidiiniin artmasini saglamaktadir; (2) hiperpolarizasyon ile
aktive olan siklik nukleotid-kapili kanallarin fosforilasyonu, hiperpolarizasyon ile
aktive olan ice dogru katyon akimini (ls) olusturarak kardiyak pacemaker hiicrelerde
ritmik aktivitenin baslamasini ve dizenlenmesini saglamaktadir (Ludwig ve ark.,
1998); (3) SR Ca?* ATPaz (SERCA) icin regilatdr bir protein olan fosfolambanin
fosforile edilmesi, gevseme sirasinda SR icine Ca?* geri alimini stimiile etmektedir
(Sulakhe ve Vo, 1995); (4) troponin | ve myozin baglayici protein-C’nin PKA-aracili
fosforilasyonu, miyositlerin Ca?* duyarlili§ini azaltarak myofilamentlerin gevsemesini
hizlandirmaktadir (Walker ve ark., 2011); ve (5) Na'/K* ATPaz alt Unitesi
fosfolemmanin fosforilasyonu ise inhibitdr etkinligini azaltarak sodyum pompasini

stimile etmektedir (Despa ve ark., 2005).
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Buna ek olarak, PKA B-AR’leri de fosforile ederek parsiyel ‘uncoupling’ (birbirinden
ayrilma) ve devam eden agonist stimilasyonuna karsl desensitizasyon gelismesine
neden olmaktadir (heterolog densensitizasyon). Ote yandan, B,-ARler Gs kenetine
ek olarak pertussis toksin-duyarli G; ile de kenetlenebilirler (Kuschel ve ark., 1999).
Gi keneti ise cCAMP duzeylerinin azalmasina, mitojen ile aktive edilen protein kinaz
aktivasyonuna ve reseptor sinyali ile nukleer transkripsiyon aktivasyonunun

dizenlenmesine yol agmaktadir (Triposkiadis ve ark., 2009).

1.4. B3-Adrenoseptorler

Bs-AR’ler molekiler yapisi ve farmakolojik Ozellikleri agisindan (4-AR ve (-AR
alttiplerinden ayrilirlar. ilk olarak 1989 yilinda tanimlanmalarinin ardindan basta
beyaz ve kahverengi adipositler olmak (zere kalp, damarlar, safra kesesi,
gastrointestinal kanal, prostat, mesane, beyin ve myometriyum gibi ¢cok sayida
dokuda bulunduklari go6sterilmistir. Kalpteki varliklari, yaklagik 20 sene Once
gosterilmis ve fonksiyonel olduklarn 6ne surllmustir (Gauthier ve ark., 1996).
Hastalikh kardiyovaskuler dokuda sayilarinin artmis bulunmasi ve desensitizasyona
kargi direncli olmalari nedeniyle ilgi gekmistir. Ginimizde de, terapdtik ajan olarak

kullanilabilecekleri disincesiyle yogun ¢alismalar devam etmektedir.

1.4.1. B3-AR’lerin Yapisi ve Farmakolojik Ozellikleri

insan Bs-AR’Unl kodlayan gen ilk olarak 1989'da klonlanmistir (Emorine ve ark.,
1989). Daha sonra rat, fare, maymun, koépek, koyun ve kecgide de bu reseptdri
kodlayan genlerin varligi gosterilmistir (Rozec ve Gauthier, 2006). $4+- ve B-AR
genlerinin tersine, B3-AR geni “intron”lar icermektedir. Ayrica bu reseptoér genindeki
cesitli “ekson’larin varhidi da alternatif baglanma ve bunun sonucu olarak da farkl
farmakolojik 6zelliklere sahip reseptdr izoformlarinin bulunabilecegi olasiligini

guclendirmektedir (Gauthier ve ark., 2007).
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Sekil 1.4. B;-AR’Un primer yapisi (Ursino ve ark., 2009)

Bs-AR’ler de, B4- ve B2-ARler gibi, 7 transmembran bdlge ile karakterize G-proteinine
kenetli reseptdrler ailesindendir (sekil 1.4). B4-, B2- ve Bs-AR’ler arasindaki amino
asid dizilim benzerligi %40-50 civarindadir. Buna ek olarak, Bs;-AR’ler, B+- ve B2-
AR’lerden farkh olarak, in vivo ve in vitro agonist aktivasyonu sonucu
desensitizasyona karsi direnglidirler (Langin ve ark., 1991). B4- ve B.-ARlerde
bulunan C terminal bdlgesindeki serin ve treonin reziduleri G-proteini ile kenetli
reseptdr kinazlarin (GRK) substrati ve cAMP bagimli PKA fosforilasyonu igin
baglanma boélgeleri olarak gérev yapmaktadir. Ne var ki, B:-AR’lerde PKA ve GRK
baglanma bédlgeleri bulunmamaktadir. Bu nedenle kisa sureli agonist aracili
desensitizasyona kargi direnglidirler. Bu reseptorlerin, ayrica, uzun sureli
downregiilasyona karsi da direncli olduklari bildiriimistir. ilging  olarak,
downregtilasyon derecesi hicre tipine ve cAMP aracili olarak reseptor mRNA
iceriginin azaltiimasina baglidir (Chaudhry ve ark., 1994; Nantel ve ark., 1993). Ote
yandan, Bs-AR’ler, B1- ve B2-AR’lere gore ¢ok daha yuksek dizeyde katekolamin
konsantrasyonlarinda aktive olmaktadirlar (Lafontan ve ark., 1995). Bu bilgiler,
sempatik sinir sisteminin surekli aktivasyonu sonucu 4- ve ,-AR aracili yanitlarin
azalmasina karsin Bs-AR aracili yanitlarin neden korundugunu agciklar niteliktedir
(Gauthier ve ark., 2007).

Bs-AR’ler farmakolojik olarak bir takim kriterler araciligiyla karakterize edilmektedir:

o B4- ve B2-AR’lere gbre daha fazla katekolamin konsantrasyonunda aktive
olmaktadirlar. Bu bulgu, Bs;-AR’lerin yalnizca sempatik tonisin ylksek

oldugu durumlarda aktive olabildigini disindirmektedir. Bs-AR’ler iki farkl
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siniftan selektif agoniste ylksek potens ve afinite ile baglanmaktadirlar.
Bunlarin ilk BRL 37344 (Arch ve ark., 1984), SR 56811A (Bianchetti ve
Manara, 1990) ve CL 316243 (Dolan ve ark., 1994)i kapsayan
feniletanolaminlerdir. Ikinci sinif ise ariloksipropranolaminlerdir. Bu bilesikler
arasinda CGP 12177A (Pietri-Rouxel & Strousberg, 1995; Lenzen ve ark.,
1998) ve siyanopindolol sayilabilir. CGP 12177A, B4- ve B2-AR antagonisti
etkinlik de gostermektedir.

o CGP 12177A (Liggett, 1992; Kaumann ve Molenaar, 1996), busindolol
(Liggett ve ark., 1993) ve pindolol (Blin ve ark., 1993) gibi cesitli B1-AR velya
da B2-AR antagonistleri parsiyel agonistik etki gdstermektedir.

e Propranolol ve nadolol gibi konvansiyonel 3-AR antagonistlerine atipik olarak
disuk afinite gdstermektedirler (Rozec ve Gauthier, 2006).

o SR 59230A, L-748,328 ve L-748,337 gibi selektif 33-AR antagonistleri ile
bupranolol gibi nonselektif B4-, B2-, B3- antagonistleri ile bloke edilmektedirler
(Gauthier ve ark., 2000).

Turler arasi gesitlilik nedeniyle B3-AR farmakolojisine iligkin in vitro ve in vivo
calismalar oldukg¢a karisiktir. Buna ek olarak, reseptérlerin afinite ve potensleri de
yapilan deney turine gore degisebilmektedir (tim hlcre ve membran preparasyonu
arasindaki farkhlk gibi) (Arch, 2002).

1.4.2. Kalpteki B3-Adrenoseptorler

Kalpteki B-AR aracili sinyal yolaklari, akut ya da kronik strese yanit olarak kardiyak
performansin arttirimasinda rol oynayan baslica mekanizmadir. Onceleri kalpte
yalnizca B4- ve B2-AR alttiplerinin oldugu ve yaklasik 80/20 oraninda bulunduklari
bilinmekteydi. Ne var ki daha sonra, 1996 yilinda, Bs-AR’ler ilk olarak transplante
kalplerden alinan insan endomiyokardiyal biyopsilerinde tanimlanmigtir. Bu
dokularda B4- ve B2-AR antagonisti olan ve ayni zamanda B;-AR’lere de disuk
oranda afinite gosteren nadolol varliginda isoprenalinin olugturdugu pozitif inotropik
etkinin, negatif inotropik etkiye doénustigu gézlenmistir (Gauthier ve ark., 1996).
Benzer sekilde, a4-, B4-, B2-AR antagonisti varliginda endojen bir katekolamin olan
noradrenalinin de kardiyodepresan etkiler olusturdugu goésterilmistir (Gauthier ve

ark., 1998). Bs-AR’lerin insan miyokardiyumunda hem kardiyak miyositlerde hem de
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mikrovaskuler endotelyal hicrelerde bulundugu goésterilmistir (Gauthier ve ark.,
1996; Moniotte ve ark., 2001).

1.4.3. Elektrofizyolojik Etkileri

Bs-AR’lerin kardiyak etkinlerinin duzenlenmesinde transmembran iyon kanallari
aktivitesindeki ve eksitasyon-kontraksiyon kenetindeki degisikliklerin rol oynadigi
dugtnulmektedir (Rozec ve Gauthier, 2006). Tavsan kardiyomiyositlerinde yapilan
bir calismada Bs-AR stimiilasyonunun nitrik oksid (NO) aracili olarak Ca?*
transientleri (gegis) ve L-tipi Ca* akimini (lca) azaltti§l, lks akim siddetini ise
arttirdi§gi gosterilmistir. Disa dogru repolarize edici K akimi olan lxs siddetinin artigi
ve lca siddetinin azalmasi tavsan ventrikller kardiyomiyositlerinde repolarizasyonun
hizlanmasina yol acmaktadir (Audigane ve ark., 2009). Buna ek olarak, insan
endomiyokardiyal biyopsilerinde B3;-AR agonistlerinin ventrikiiler mekanik yanitlar
degistirdikleri konsantrasyonlarda, ventrikiler aksiyon potansiyelinin repolarizasyon
fazinda bir hizlanma ve amplitiidde bir azalma olusturdugu gézlenmistir. (Gauthier
ve ark., 1996).

Ote yandan, vyakin zamanda vyapillan bir bagka calismada, tavsan
kardiyomiyositlerinde BRL 37344 ve CL316243'Un kardiyak Na'/K* pompasini,
pompanin B1 alt Gnitesindeki glutatyonilasyonu azaltarak, stimile ettigi bildirilmistir.
Glutatyonilasyondan koruyucu etkinin NO Uretimi aracili oldugu bilinmektedir. Buna
bagli olarak, Bs;-AR’lerin bu etkinligi, NOS aktivasyonu aracili olarak etki
gostermeleriyle Ortlismektedir. Kardiyak Na'/K* pompa stimilasyonu intraselller
Na* diizeylerinin azalmasina ve bdylece Na‘'/Ca®" degistokuscusu aracili olarak
Ca? atiminin hizlanmasina ve sarkoplazmik retikuluma (SR) alim igin uygun
diyastolik Ca®* miktarlarinin azalmasina yol agmaktadir (Bundgaard ve ark., 2010).
Bu noktadan hareketle, Audigane ve arkadaslar tarafindan séz edilen negatif
inotropik etkiye, B3-AR agonistleri aracili Na*/K* pompa stimilasyonunun katkida

bulunabilecegini disinmek mantiksaldir.

Ayrica, insan atriasinda yapilan bir calismada, bazi B3;-AR agonistlerinin oda

sicakliginda lc, i aktive ettigi gosterilmistir (Skeberdis ve ark., 2008). Bu etkinin, bir
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Bs-AR antagonisti olan L-748337'nin, B4~ ve B2-AR’leri de etkileyen yiksek
konsantrasyonlarinda (1uM) bloke edildigi gosterilmigtir. e, ile ilgili bir baska
calismada da 24°C’de benzer sonuclar elde edilmis, fakat 37°C’de bu etkilerin
ortadan kayboldugu gdzlenmigtir (Christ ve ark., 2011). Bu bulgular birlikte
degerlendirildiginde, insan atriumunda B;-AR stimulasyonunun disik sicakliklarda
lca’t  arttirdi§l, ancak fizyolojik sicakliklarda Bs-AR stimdlasyonunun lIcg’i

etkilemedigi gorilmektedir.

Bs-AR stimulasyonunun kalp atim hizi Gzerine olan etkisini incelemek i¢in kopek ve
ratlarda yapilan in vivo gahsmalarda BRL 37344 ve CL 316243 gibi B3-AR
agonistlerinin pozitif kronotropik etkiye aracilik ettigi gdézlenmistir (Tavernier ve ark.,
1992; Shen ve ark.,1994;1996). Ancak, bu etkiler sinoatrial digimu denerve edilmis
koépeklerde (Tavernier ve ark., 1992) ve (1-/B2-AR blokeri verilmis kdpek ve ratlarda
(Shen ve ark., 1996) ortadan kalkmistir. Bu bulgu da, yanitlarin dogrudan kardiyak
Bs-AR stimllasyonunun bir sonucu degil, refleks mekanizmalardan kaynaklandigini
gbstermektedir. insanlarda yapilan benzer calismalarda, PBs-AR stimiilasyonu
sonucu goOzlenen pozitif kronotropik yanitlarin da B+- ve B-AR antagonistleriyle
ortadan kalkmasi (Wheeldon ve ark.,1993), etkinin B3-AR araciligiyla gelisen

vazodilatasyona barorefleks yanit olarak gelismis olabilecegini distindirmektedir.

1.4.4. Kontraktilitenin Diizenlenmesi

Bs-AR stimulasyonunun, hem hucre hem de tim kalp kullanilan ¢ok sayida
calismada, negatif intropik etkiye aracilik ettikleri gdsterilmigtir. Kardiyak Bs-AR’lerin,
B1- ve B2-AR’lerin tersine Gs proteinine degil G; proteine kenetli oldugu bilinmektedir.
Bu durum insan ventrikller dokusunun pertussis toksin inkiilbasyonu sonrasinda
kopek ve rat miyositlerinde (3;-AR stimllasyonuyla gozlenen negatif inotropinin
ortadan kalkmasiyla kanitlanmistir (Gauthier ve ark., 1999; Cheng ve ark., 2001;
Zhang ve ark., 2005). Tavsan ventrikuler kardiyomiyositlerinde, B3-AR agonistlerinin
olusturdugu Ca®* gegisleri ve Icq. siddetinde azalmayla ifade edilen konsantrasyon-
bagimh negatif inotropinin Gj, aktivasyonu ve NO sinyal yolagi aracili oldugu
bildiriimistir (Audigane ve ark., 2009). Ayrica Langendorff-perflize rat kalbinde
yaptigimiz o6nceki calismamizda [(3;-AR agonisti, BRL37344’Un konsantrasyon-

bagimli negatif inotropik etkiye aracilik ettigi ve bu etkinin B4-,82-AR antagonisti
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nadolol varliginda degismedigi, ne var ki, B3-AR antagonisti SR59230A varliginda
ise tamamen ortadan kalktig1 gosterilmistir (Kayki-Mutlu G., 2014). BRL 37344’ln
aracilik ettigi kardiyodepresan etkinin NO-siklik guanozin monofosfat (cGMP)-
bagimli bir mekanizmayla olustugu bilinmektedir. BRL 37344°Un, B4- ve B.-AR’lerin
uyariimasindan bagimsiz olarak NO-cGMP-protein kinaz G (PKG) yolaginin
aktivasyonu sonucu negatif lusitropik etkiye de aracilik ettikleri bildirilmistir. BRL
37344’Gn ayrica, izoprenalinle induklenen pozitif lusitropik etkiyi ortadan kaldirdigi
g6zlenmistir. Bu bulgular, Bs-AR-aracili lusitropik kontrollin, asin B4- ve B2-AR
stimulasyonunun etkilerine kargi koyarak normal kardiyak fonksiyonlarin

korunmasini saglayacagini dugundurmektedir (Angelone ve ark., 2008).

Yakin zamanda yapilan bir kurbaga calismasinda B3-AR stimilasyonunun Gy,
aktivasyonunu sonrasinda endotelyal endokardiyum-NO-cGMP-PKG/fosfodiesteraz
2 kaskadini harekete gegirdigi bildirilmistir. Endotelyal endokardiyum katihimi, Triton-
X uygulanan kalplerde BRL 37344 etkilerinin kaybolmasiyla kanitlanmistir (Mazza
ve ark., 2010).

Bs-AR stimllasyonunun insan atria ve ventrikillerinde farkl etkilere aracilik ettigi
gOsterilmistir. Yukarida da s6z edildigi gibi, insan atrial miyositlerinde B3;-AR
stimllasyonunun, oda sicakliginda, cAMP-aracili olarak Ic,. akimini aktive ederek
kontraktiliteyi arttirdigi gézlenmistir (Skeberdis ve ark., 2008). Buna karsin, insan
atriasinda yapilan bir baska calismada SR58611A’'nin 37°C’de glg¢ artisina neden
olmadigi; BRL 37344 aracili olarak go6zlenen gug¢ artisinin ise B4- ve B2-AR
aktivasyonuna badli oldugu bildiriimistir (Christ ve ark., 2011). Bu bulgular
degerlendirilirken B3-AR stimllasyonunun NO sentazlari aktive ettigi ve bu

aktivasyonun oda sicakliginda olugsmadigi g6z énunde bulundurulmahdir.

Transplante kalplerden alinan insan endomiyokardiyal biyopsilerinde vazodilator bir
B-bloker olan nebivololin, BRL 37344’e benzer sekilde, kasilma gucini
konsantrasyon-bagliml olarak azalttigi gosterilmistir. Bu etkinin nadolol varliginda
da devam ediyor olmasi B1- ve B2-AR katkisi olasiligini ortadan kaldirmaktadir. Buna
karsin, L-748337 varliginda, gdzlenen bu etki 6énemli élciide azalmaktadir. Nebivolol
ile indUklenen bu negatif inotropik etki bir NOS inhibitori olan L-NMMA (L-NG-

monometil arjinin sitrat) varliginda da buyuk dlgide azalmaktadir. Bu ¢alisma, insan
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ventrikullerinde nebivollin B;-AR’leri uyararak NO-aracili bir yolagi aktive ettiklerini

gostermektedir (Rozec ve ark., 2009).

Tdm bu caligmalar, insan ventrikillerindeki B3-AR etkisinin atrial dokudakine gore
onemli olgclide farkli oldugunu gdéstermektedir. Bu durum sdyle aciklanabilir:
Oncelikle, hastanin medikal dykist ve kullandigi ilaglarin farkli olmasi atrial ve
ventrikiler  kontraktilitedeki  farkhliklara neden olabilir. Gergcekten de,
endomiyokardiyal biyopsiler transplante kalplerden alinmaktadir ve bu nedenle
‘saglikli doku’ olarak distintlemezler. Oysa, atrial érnekler kapak ya da koroner
arter hastaligi olan bireylerden kardiyak operasyonlar sirasinda alinmaktadir.
Ayrica, insan atrium ve ventrikllleri arasindaki yolaklarin ya da sag atrium ve sol

ventrikuldeki Bs-AR ekspresyonunun farkli olabileceg@i de s6z konusudur.

1.4.5. Damarlardaki B3;-Adrenoseptorler

Damarlarda, hem endotelyal hem de diz kas hicrelerinde bulunan B-AR’lerin
stimilasyonu vaskiler diz kaslarin gevsemesine neden olarak farkli organlara
giden kan akimini kontrol etmektedir. Baskin olarak B2-AR’lerin yaninda diger alt

tiplerin de bulundugu ve vaskiler yatak tirtine goére etkilerinin degistigi bilinmektedir.

Kontrol wild type (WT) ve endotelyal NOS (eNOS) geni c¢ikariimis (knockout)
farelerin mezenterik arterlerinde yapilan bir calismada SR 59230A’'nin BRL 37344
ile indiklenen gevseme yanitlarini inhibe ettigi, buna karsin izoprenalin ile
indUklenen gevseme yanitlarini ise dnemsiz derecede azalttigi gdézlenmigstir (Al
Zubair ve ark., 2008). Bu bulgular vaskiler yatakta Bs-AR’lerin bulundugunu ve
stimulasyonlarinin  eNOS’dan badimsiz olarak vazodilatasyona yol actigini
gOstermektedir. Benzer sekilde, rat mezenterik arterinde, farkli agonistlerle B;-AR
stimdlasyonu intraluminal NO Uretimini arttirmaktadir. Bu etki, fosfatidilinositol-3-
kinaz (PI3K)/Akt yolagi ve eNOS’un serin 1177 fosforilasyonu aracili olarak
gerceklesmektedir. Anestezi altindaki ratlara bolus BRL 37344 uygulamasi sistolik

kan basincini NO aracili olarak azaltmaktadir (Figueroa ve ark., 2009).
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insan umbilikal arterlerinde, formoterol ve BRL 37344 ile indiiklenen gevsemenin Ba-
ve (3-AR aktivasyonu sonucu cAMP artisi aracili oldugu gdézlenmistir (Karadas ve
ark., 2007). Ne var ki, bu ¢calisma endoteli ¢ikariimis arterlerde yapilmistir. Oysa
cogu calismada Bs-AR'lerin endotelyal lokasyonundan sdz edilmektedir. Ote
yandan, Bs;-AR’lerin insan hepatik arteri (Trebicka ve ark., 2008), umbilikal ve
plasental arterlerinde de (Hynes ve ark., 2008) bulunduklari gdsterilmistir. Ayrica,
ilging olarak, insan (Dessy ve ark., 2005) ve rat (Tran Quang ve ark., 2009)
damarlarinda etki gésteren B;-AR agonisti nebivolollin, rat ve insan mesanelerinde
Bs-AR agonistik etki gostermedikleri bildirilmigtir (Frazier ve ark., 2011). Ne var ki, bu
calismada nebivololin etkileri yalnizca, izoprenalin ile yiksek konsantrasyonlarda

agonistik etkileri oldugu bilinen SR 59230A varlidinda karsilastiriimigtir.

1.4.6. Kardiyovaskiler Patolojilerdeki Yeri

Bs-AR’ler, dnceki bolimlerde sb6z edilen 6zellikleri nedeniyle, katekolaminler gibi
dolagsimdaki nérohormonlarla induklenen kardiyovaskuler doku ‘remodeling’inde
gO6zlenen uzun sureli degisikliklere aracilik etmektedirler. Yakin zamanda yapilan bir
calismada, kronik katekolamin inflizyonu ile gelisen hipertrofik remodeling’in, insan
Bs-AR’leriyle kardiyak-spesifik olarak overeksprese edilen farelerde gelismedigi
gozlenmistir. Ayni ¢alismada a-adrenerjik stimllasyona yanit olarak adenovirisle
insan B3-AR overeksprese ettirilen primer kardiyomiyositlerde de benzer sonuglar
elde edilmistir. Her iki modelde de g6zlenen koruyucu etki NOS aracilidir ve in vitro
ya da in vivo NOS inhibitorG varliginda ortadan kalkmaktadir (Belge ve ark., 2014).
Bir baska calismada ise B4-AR antagonisti metoprolol ile karsilastinldiginda,
nebivolol ile tedavi edilen farelerde kardiyomiyosit hipertrofisi, infarktlis sonrasi
remodeling ve mortaliteye karsi daha basarih bir koruma saglanmaktadir. Bu
durumun, nebivololin Bs;-AR’leri aktive etmesiyle iligkili olarak oksidan radikal

Uretimini inhibe etmesine bagl oldugu bildiriimistir (Sorrentino ve ark., 2011).

1.4.6.1. Kalp Yetmezligi

Yetmezlikli kalpte surekli sempatik sinir sistemi aktivasyonu s6z konusudur. Kisa

dénemde, ylksek katekolamin dizeyleri kontraktilite ve kalp atim hizini arttirarak
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kardiyak performansin sidrdiridlmesini saglamaktadir. Baslangicta, bu kardiyak
adrenerjik aktivite artisi yararli olmasina karsin ilerleyen dénemlerde miyokarda
zarar vermektedir. Kalp yetmezIigi, hem kalbin pompalama fonksiyonundaki hem de
vazomotor tonusteki  degisikliklerle iliskilidir. Bu  degisiklikler, periferik
vazodilatasyonun azalmasina ve uygun olmayan bir vazokonstriksiyona neden
olmaktadir. Bu etki nérohormonal sistem aktivasyonu ve endotelyal disfonksiyondan
kaynaklanmaktadir (Gauthier ve ark., 2007).

Kalp yetmezliginde Bs;-AR’lerin upreglle oldugunu gdsteren ¢ok sayida insan ve
hayvan c¢alismasi bulunmaktadir (Moniotte ve ark., 2001; Morimoto ve ark., 2004).
Ne var ki, bazi galismalarda kontraktil yanitlarda goézlenen degisiklikler Bs;-AR’deki
artigla paralel degildir. insanlarda, BRL 37344 ile indiiklenen negatif inotropik etkinin
yetmezlikli kalpte, saglkli kalpten alinan dokuyla karsilastirildiginda, tamamen
kayboldugu gdsterilmistir (Moniotte ve ark., 2001). Ote yandan, yetmezlikli kalpteki
Bs-AR upregilasyonunun, Bs-AR stimilasyonuyla indiklenen negatif inotropik
etkideki artisla ortistiglni gosteren ¢ok sayida hayvan galismasi bulunmaktadir
(Cheng ve ark., 2001; Morimoto ve ark., 2004; Zhang ve ark., 2005; Kayki-Mutlu G.,
2014). Bu durum, tarler arasi farklilik, kalp yetmezliginin derecesi ya da insan kalp

yetmezligindeki ila¢ tedavisi gibi ¢esitli faktdrlerle agiklanabilir.

(a) Saglikii kalp (b) Yetmezlikli kalp
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Sekil 1.5. Kardiyomiyositlerde zit inotropik etkilere yol agan B-AR-aracili yolaklar (Gauthier
ve ark., 2000).

Kalp yetmezliginde, Bs- ve B-AR- aracili yanitlar azalmaktadir. insan yetmezIikli sol
ventrikulinde B4- ve B3-AR konsantrasyonlarinda zit degisiklikler gerceklesmektedir

(sekil 1.5). Bs-AR’lerde gdzlenen 2-3 katlik bir artis, bu reseptdr alttipinin aracilik
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ettigi negatif inotropik yanitlarin goéreceli olarak artmasini saglamaktadir (Moniotte
ve Balligand, 2002; Germack ve Dickenson, 2006). Yetmezlikli kalpteki fonksiyonel
bozukluklarin temelinde inotropik yanitlardaki bu dengesizligin rol oynadigi
dustnulmektedir. Baslangicta gelisen Bs-AR upregulasyonunun kardiyomiyosit
hasarini dnlemeye yoénelik koruyucu bir mekanizma oldugu dusiniimektedir.
Gergekten de, B3-AR overeksprese edilmis farelerde histolojik olarak miyosit
hipertrofisi ya da fibrogenez gbézlenmemesi, B3-AR aktivasyonunun kalp
yetmezliginin yol actigi kardiyomiyosit hasarinda roll olmadigini distindirmektedir
(Tavernier ve ark., 2003). Miyokardin korunmasinda su hicresel mekanizmalarin
gorev aldi§i distnilmektedir: (1) L tipi Ca™ kanallarinin aktivasyonunda ve buna
bagl olarak kalsiyum “overload”unda azalma, (2) NO Uretimine bagh olarak daha iyi
diyastolik fonksiyon, (3) negatif inotropik etki ile iligkili hiicre i¢ci ATP ve kreatin fosfat
iceriginin korunmasi, (4) vazodilator etkiler sayesinde arter ve venlerde preload
(6nylk) ve afterload’'un (ardylk) azalmasi ile oksijen sunumu/tiketimi oraninda
dizelme (Gauthier ve ark., 2007). Bu etkileri ile Bs-AR stimilasyonunun stres,
fiziksel efor gibi yogun adrenerjik uyarimin oldugu durumlarda kalbi koruyucu (safety
valve) goérev yaptigi diastnulmektedir. Ne var ki, kalp yetmezliginin ilerleyen
dénemlerinde miyokardiyal depresyona yol acacak surekli negatif inotropik etkileri
nedeniyle B3-AR aktivasyonu zararl hale gelebilmektedir. Yetmezlikli rat kalbinde,
Bs-AR agonistlerinin kardiyak fonksiyonlari kotulestirdigi ve kardiyak miyosit

apoptozisini stimile ettigi gdsterilmistir (Kong ve ark., 2004).

Ote yandan, son zamanlarda Kkardiyak bir patoloji durumunda B3-AR
stimilasyonunun yararl etkileri oldugunu gésteren ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir.
Bs-AR agonistik aktivite Uzerinden vazodilator etkinligi olan bir B-bloker olan
nebivololin Ml sonrasi gelisen sol ventrikiler disfonksiyon ve kardiyomiyosit
hipertrofisini dnledigi, bdylece hayatta kalimi iyilestirdigi bildirilmistir. Nebivololin bu
etkileri eNOS-knockout hayvanlarda énemli élglide ortadan kalkmistir. Bu bulgu,
nebivololin koruyucu etkinliginin NO-aracili endotelyal fonksiyonlarina ve NADPH
inhibitdr etkinligine bagli olabilecedini gdstermektedir (Sorrentino ve ark., 2011).
Ayrica nebivolol, insan kalp ve mikrokoroner arterlerinde, sirasiyla NO-aracili negatif
inotropi ve vazodilatasyon olusturarak kalbin enerji dengesini iyilestirmektedir. Bu
etkileri araciligiyla nebivololin kalp yetmezlikli hastalarda hemodinamik
parametreleri duzelttigi klinik caligmalarda gosterilmistir (Balligand, 2009). Buna ek

olarak, sempatik asiri aktivasyonla hipertrofi modeli gelistirilen neonatal rat
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kardiyomiyositlerinde Bs;-AR agonisti uygulamasinin anti-hipertrofik ve anti-oksidan
etkili oldugu bildirilmistir (Watts ve ark., 2013). Benzer sekilde, in vivo ve in vitro
ndérohormonal stimilasyonla gelisen hipertrofik yanitlar B;-AR overeksprese edilmis

farelerde geri donduralmasgtir (Belge ve ark., 2014).

1.4.6.2. Hipertansiyon

Hipertansiyon, kismen pre- ve postsinaptik sempatik disfonksiyona bagh
vazokonstriktor ve vazodilatér mekanizmalar arasindaki  dengesizlikten
kaynaklanmaktadir (De Champlain, 2001). insan ve hayvan calismalarinda B-
adrenerjik yanitlarda genel bir azalma oldugu goésterilmistir (Michel ve ark., 1990;
Dogrell ve Surman, 1995). Patogenezinde esas olarak B-AR downregulasyonu, G
protein dlzeylerindeki degisiklikler ve B-AR-G proteini kenetlenmesindeki
bozukluklar rol oynamaktadir (Werstiuk ve Lee, 2000). Hipertansiyonda vaskuler {3;-
AR’lerin potansiyel rolinu inceleyen az sayida calisma vardir. Kdpek perinefritik
hipertansiyon modelinde B;-AR stimilasyonunun vyararli oldugu gosterilmistir
(Donckier ve ark., 2001). 12 haftalik spontan hipertansif ratlarda yapilan bir baska
calismada B3-AR ekspresyonunun arttigi, ne var ki, bu artisa Bs;-AR-aracili
vazodilatasyonda bir artisin eslik etmedigi gdsterilmistir (Mallem ve ark., 2004). Bs-
AR ekspresyonundaki artis, kismen Bi4- ve B2-AR ekspresyonundaki azalmayi

dengelenmeye yonelik olarak ortaya ¢ikmaktadir.

B-blokerlerin hipertansiyon tedavisindeki rollerini géz éninde bulunduracak olursak
nebivolol, Bs-AR agonistik 6zelli§i nedeniyle en uygun aday gibi goérinmektedir
(Czuriga ve ark., 2003). Nebivolol NO aracili olarak endotelyal fonksiyonlari
iyilestirmektedir. Bu etkisi B3-AR stimilasyonuna bagli olarak gergeklesmektedir
(Dessy ve ark., 2005).

1.4.6.3. Diyabet

14 haftalik diyabetik ratlarda kardiyak (4-, B2- ve Bs-AR protein dlizeylerinin orani
kontrol ratlarda 62:30:8; diyabetik ratlarda ise 40:36:23 olarak bulunmustur (Dincer
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ve ark., 2001). Diyabetin yol actigi kardiyak disfonksiyonda s6zu edilen galismada
gobzlenen B4-AR downregllasyonu ile B3-AR upregilasyonunun rol oynayabilecegdi
distnilmektedir. Daha 6nce yaptigimiz bir ¢alismada ratlarda streptozotosin ile
indUklenen diyabette B3-AR ekspresyonunun arttigi ve buna BRL 37344 ile stimule
edilen negatif inotropik etkide artisin eslik ettigi gosterilmistir (Kayki-Mutlu ve ark.,
2014). Ayrica, Bs3-AR Trp64Arg polimorfizminin erken tip 2 diyabet olusumu
(Walston ve ark., 1995) ve Japon tip 2 diyabetik hastalarda diyabetik retinopati ve
nefropatiyle iligkili olabilecedi gosterilmistir (Sakane ve ark., 1997). Ote yandan,
spontan diyabetik ratlarda artan pankreatik ve adacik kan akisinin 33-AR antagonisti
SR 59230A ile azaldigi bulunmustur (Pettersson ve ark., 2009).

1.4.6.4. Hipotiroidizm

Tiroid hormon eksikligi, kardiyak B4-, B2-AR ekspresyon ve fonksiyonlarinin
azalmasina yol agmaktadir. Yakin zamanda laboratuvarimizda yapilan bir
calismada, hipotirodili hayvanlarda Bs;-AR ekspresyonunun arttigi, BRL 37344 ile
indUklenen negatif inotropik yanitlarin ise azaldigi gdsterilmistir (Arioglu ve ark.,
2013). Azalan yanitin en azindan kismen B3-AR sinyal yolagindaki degisikliklerden
kaynaklanabilecedi dusunulmektedir. Gergcekten de, PI-3 kinaz/Akt/PKB yolagi

aracili eNOS fosforilasyonu tiroid hormon eksikliginde azalmaktadir.

1.4.6.5. Sepsis

Sepsis, infeksiyona karsi viicudun verdigi sistemik yanittir. Sepsisten 6len hastalarin
miyokardlarinda B3-AR miktarinin arttigi gézlenmistir. Ventrikiler fare hicrelerine,
sepsis ile iliskili sitokinlere maruziyete benzer sekilde, makrofaj iceren medium
uygulandiginda Bs-AR agonistlerinin olusturdugu negatif inotropik etkinin arttigi
g6zlenmistir. Bu bulgular 1siginda, upreglle olan 33-AR yoladinin sepsiste gézlenen

kardiyak depresyona aracilik ettigi distintlmektedir (Moniotte ve ark., 2007).
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1.5. Uyarilma-Kasilma Keneti

Kalbin kasilmasi hicrelerin elektriksel olarak uyariimasi sonucu baslamaktadir.
Sinoatrial nodda baslayan depolarizasyon dalgasi, atriyum ve atriyoventrikiler noda,
oradan da ventrikillere iletiimektedir. Aksiyon potansiyeli hizla hlicre membranina
yayllmaktadir. Hizli depolarizasyon fazi, Na® kanallarinin agilmasi sonucu
gerceklesmektedir (Bers ve Despa, 2006). Depolarizasyon, T-tubdillerde yer alan L-
tipi Ca** kanallarinin (LTCC) acilmasini saglamakta ve bdyle hiicre igine az miktarda
Ca?" girmektedir. Sitozole giren Ca®', sarkoplazmik retikulum (SR) membraninda
bulunan ryanodin (RyR) reseptdrlerine baglanmaktadir. Bu durum daha fazla

un sitozole salinmasina yol acmaktadir. Sitozoldeki Ca?,

miktarda Ca
myofilamentlere baglanarak kasiimay indiiklemektedir. Gevseme (diyastol) fazinda
ise Ca?*, kontraktil proteinlerden ayrilarak SR Ca** ATPaz’a (SERCA) baglanmakta
ve tekrar SR igine alinmaktadir. Sistolde LTCC ile hiicre icine giren miktarda Ca*"
ise elektrojenik Na*/Ca?* degistokuscusu (NCX) aracihdiyla hiicre disina

pompalanmaktadir (Bers, 2002) (sekil 1.6).

Aksiyon polansiye i
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Sekil 1.6. Ventrikller kardiyomiyositlerde kasilma-gevseme keneti (Stokke ve ark., 2012).
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Kasilma- gevseme kenetinin gerceklemesinde rol oynayan en énemli iyon Ca?"dur.
Sitozolik Ca?* diizeyleri kasilma sirasinda, nanomolardan (100 nmolL), mikromolar
(umol/L) ile ifade edilen konsantrasyonlara gikmaktadir (Beme ve Levy, 1997). Ca®*
regiilasyonu, intraselliller Na* homeostaziyla yakindan iligkilidir. Bunun nedeni Ca**
disa atiminda esas gorev alan NCX'in Na* elektrokimyasal gradientine bagh olarak
calismasidir. NCX, 1 Ca®" iyonu ile 3 Na* iyonunun degisiminden sorumludur.

Negatif membran potansiyellerinde ve normal [Na']; ile [Ca®"];

konsantrasyonlarinda
NCX (forward) Na* igeri — Ca®* disari modda calisarak diyastolik Ca*" diizeylerini
azaltmaktadir. Aksiyon potansiyeli ve/ya da [Na’]; konsantrasyonu arttiinda ise
‘reverse’ modda ¢alismakta ve hiicre igine Ca®* alimini saglamaktadir (Bers, 2002).
Ozetle Na* regiilasyonundaki herhangi bir degisiklik direkt olarak Ca?* handling'ini

etkilemektedir.

1.5.1. Hiicre igi Na* Diizenlenimi

Na® iyonu aksiyon potansiyelinin baglamasindan sorumlu olmasina ek olarak, basta
Ca?* olmak lizere cesitli iyonlarin, ayrica nérotransmitter, glukoz ve aminoasitlerin
hlcre icine giris ve ¢ikislarini da dizenlemektedir. Membran bGtinligl bozulmamis
hicreler Na® igin blyilk bir elektrokimyasal Na® gradienti sirdirilmesini
saglamaktadirlar. Ekstraselliler Na* ([Na'],) yaklasik 140 mM olmasina karsin
intraselliler Na* ([Na*];) 4-16 mM arasindadir (Bers ve ark., 2003).

[Na™], hicre icine Na® alimini ve hiicre disina Na® atiimasini saglayan
mekanizmalar arasindaki denge ile diizenlenmektedir (sekil 1.7). Hicre igine Na* alti
farkli sarkolemmal yolak aracili olarak girmektedir: Voltaj kapili Na® kanallari
(aksiyon potansiyelinin olusumundan sorumludur), Na'/Ca®* degistokuscusu

2"un disa atimini gerceklestirmektedir), Na*

(genellikle Na*'un hiigre igine alimini Ca
/H" degistokusgusu (Na™a karsilik H”nin hiicre disina atimini saglayarak hiicrenin
pH dengesinin korunmasinda ¢ok &nemli rol oynamaktadir), Na‘/Mg®*
degistokusgusu  (Mg?’un hiicre disini  atimini  saglamaktadir), Na*/HCOj
kotransportu (asit disa atim mekanizmasidir) ve Na*/K*/2CI" kotransportu (hiicre
hacminin dlizenlenmesinde gorev yapmaktadir). Normal kosullarda Na* kanallari ile
Na‘*/Ca* degistokuscusu temel mekanizmalardir. Diger tasiyicilar degisen

kosullarda (asidoz, stres gibi) 6nem kazanmaktadir. Ayrica mitokondride yer alan
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Na*/Ca*" antiporteri ile Na* /H" degistokuscusu da mitokondriyal fonksiyon icin
oldukga 6nemlidirler. Na“’un Ca®*, H" ve HCOj ile eslesmis akimlari, [Na']
dizenlenmesinin kardiyak uyariima-kasiima ciftlenimi ve pH regulasyonundaki
dnemini géstermektedir. Ote yandan, hiicre digina Na* atiimasini saglayan tek yolak
Na*/K* ATPaz'dir (Bers ve ark. 2003).

ICalt
inatropi
Arilimi

T-Tubule

Sekil 1.7. Hiicre ici Na* diizenlenimi. (Despa ve Bers, 2013).

Kalpte intraselliler Na® konsantrasyonu ([Na']); Ca*" siklusu, kontraktilite ve
kardiyak miyosit metabolizmasinin dizenlenmesinde ¢ok &nemli bir rol
oynamaktadir (Bers ve ark., 2003). Bu diizenleme esas olarak Na'/Ca*
degistokuscusu (NCX) aracih@iyla yapilmaktadir. Normal kosullarda 3 Na* iyonu ile

2un hiicre

1 Ca* iyonunun degisimini saglayan NCX kardiyak miyositlerde Ca
digina atiminin baglica sorumlusudur. [Na'] duizeylerindeki en ufak bir artis NCX
akis dengelerini etkileyerek daha az Ca®" atimi, daha fazla Ca?* alimi olacak sekilde
diizenlenmesine neden olmaktadir. Bu durum da Ca®* transientlerini arttirarak
kontraktilitenin artisina yol agmaktadir. Kardiyak Purkinje liflerinde, [Na'];
dizeylerinde 1 mM’lik bir artisin kontraktil gucu iki kat arttirdigi gosterilmistir (Lee ve
Dagostino, 1982). Ote yandan, NKA selektif inhibitérii olan kardiyak glikozidler de
inotropik etkilerini bu mekanizma Uzerinden gdstererek kontraktiliteyi arttirmak igin
konjestif kalp yetmezligi tedavisinde 200 yildan fazla suredir kullaniimaktadir (Bers
ve ark., 2003). Ote yandan, NKA inhibisyonu sonucu ilimh bir intraselliler Na* artigi
kontraktiliteyi arttirmaktadir. Ne var ki, pompa inhibisyonunun devam etmesi Na*
dizeylerini daha da arttinrken kontraktilitenin azalmasina yol ag¢maktadir
(Rasmussen ve ark., 2009) (sekil 1.8).
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Sekil 1.8. izole tavsan ventrikill kasinda intraselliiler [Na'], ve kontraktilite iliskisi (Rasmussen
ve ark., 2009).

[Na*]'nin patofizyolojik uyarilarla arttigi bilinmektedir. Artan depolarizasyon hizi,
mekanik streg, hormonal ya da ndroendokrin aktivasyon gibi uyaranlar [Na']
diizeylerini arttirmaktadir (Pieske ve Houser, 2003). [Na*]/de ortayan en gikan en

ufak bir degisim bile [Ca?"];

ve kontraktilite Gzerinde dnemli etkiler olusturmaktadir.
Yetmezlikli insan kalbinde ve hipertrofik hayvan modellerinde intraselliiler Na*
konsantrasyonlarinin arttigi, kontraktilitenin ise azaldig1 gézlenmistir (Pieske ve ark.,
2002, Pogwizd ve ark., 2003). Na* dizeylerindeki artis NCX aracili olarak hicre
disina Ca? atimini azaltmaktadir. Gevseme sirasinda Ca®" konsantrasyonlarinin
artmasi SR’dan Ca?* ile indiiklenen Ca?** salimina yol acarak sistolde salim igin
bulunan SR Ca?' icerigini azaltmaktadir. Bu durum, kontraktil anormalliklere ve

aritmilere neden olmaktadir (Rasmussen ve ark., 2009). Ayrica, Ca*"

a bagh
hipertrofi ve apoptozisle iligkili sinyal yolaklari da aktive olmaktadir. Ote yandan,
yiksek [Na']; konsantrasyonlari kardiyak metabolizmayi ve oksidatif durumu da

olumsuz yonde etkilemektedir (Despa ve Bers, 2013).

Kardiyak patolojilerde g6zlenen hiicre igi Na* artisinda hem hiicre igine girisi hem de
hicre digina ¢ikigi saglayan mekanizmalar rol oynamaktadir. Na* girisi igin major
yolak olan Na® kanallari normalde hizla inaktive olmaktadirlar. Ancak memeli
kalplerinde bu transient Na* (Iy,1) akimina ek olarak geg olusan ve yavas inaktive
olan bir Na* akimi daha (Ina.) bulunmaktadir (Carmeliet, 1987). Bu akimin gok
sayida insan (Maltsev ve ark., 1998) ve hayvan (Undrovinas ve ark., 1999) kalp
yetmezligi modelinde arttigi gézlenmistir (Sossalla ve ark., 2012). Artan [Na'];

diizeyleri ve uzayan aksiyon potansiyeli (AP) siresine, bu geg inaktive olan Na*
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akiminin aracilik ettigi dusunulmektedir. Buna ek olarak, kardiyak patolojilerde NHE
ve NBC aracili Na"* giriglerinin de arttigi gosterilmistir (Pieske ve Houser, 2003).

NHE overeksprese edilmis fare kalplerinde [Na']; ve [Ca®];

dizeylerinin arttigi, kalp
yetmezligi, aritmi ile iligkili premature 6lim, artan NFAT translokasyonu, CaMKI|
aktivitesinin artmasina ve nukleustan histon deasetilaz 4 atilmasina yol actigi
gosterilmistir (Correll ve ark., 2014). NBC-aracili Na* influks artisinin ise pH artisina
yol actigi bildirilmigtir. NBC ekspresyonlarinin yetmezlIikli insan kalbinde arttigi
gbzlenmistir (Khandoudi ve ark., 2001). Ayrica, artan lokal [Na*]; konsantrasyonlari
NCX'i ‘reverse’ modda aktive ederek Ca?* influksunun artmasina yol agmaktadir.
Buna ek olarak, bircok ¢alismada yetmezlikli insan kalplerinde NCX ekspresyon ve

aktivitesinin arttigi gosterilmistir (Hasenfuss, 1998; Hasenfuss ve Pieske, 2002).

Ote yandan, hiicre disina Na* atimindan sorumlu tek yolak olan NKA’nin miktarlari,
izoform ekspresyonlari ve fonksiyonlarindaki degisiklikler de [Na']; artisindan
sorumlu olabilmektedir. Kalp yetmezlikli insanlarda NKA'larin hem ekspresyonunda

hem de aktivitesinde azalma oldugu goésterilmistir (Schwinger ve ark., 1999).

1.6. Na'/K* ATPaz

ilk olarak 1957 yilinda transport ATPazlardan séz eden Jens Christian Skou, Na*/K"
ATPaz (NKA - Na'/K* pompasi) aktivasyonunun plazma membranindan Na* ve K*
transportu ile iligkili oldugunu bildirmistir (Skou, 1957). Bundan 40 yil sonra,
1997°de, Skou NKA kesfiyle kimya alaninda Nobel 6dild kazanmistir.

Transport ATPazlar; ATP’yi ADP ve fosfata hidrolize ederek salinan enerjiyi iyon ve
¢6zinmlds maddelerin membran boyunca tasinmasinda kullanmaktadirlar. Her
prokaryotik ve Okaryotik hiicrede bulunan bu tasiyicilar 3 sinifa ayrilmaktadirlar: (1)
P-tipi ATPazlar, pompalama sirasinda kendilerini fosforile etmektedirler. Hiicre
membrani boyunca Na*, K', H' ve Ca®" gradientlerinin ayarlanmasi ve
surduridlmesinden sorumlu pompalarin ¢ogu bu siniftandir; (2) F-tipi proteazlar, ATP
sentetazlar olarak da adlandirilirlar. H* transportu igin ATP hidrolizini kullanmak
yerine membran boyunca H® gradientini kullanarak ADP ve fosfattan ATP
sentezlemektedirler. Bakterilerin plazma membraninda, mitokondri i¢c membraninda

ve kloroplastlarin tillakoid membranlarinda bulunmaktadirlar. Ozellikle vakuollerde
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bulunan V-tipi ATPazlar da F-tipi ATPazlara yapisal olarak benzemektedirler. Bu
ATPazlar organellerin igine H® tasinmasinda goérev almaktadir; (3) ABC
transporterlari, iyonlarin tasinmasinda gérev alan P-, F- ya da V- tipinden farkli
olarak kucik molekillerin hiicre membranindan taginmasina aracilik etmektedirler
(The Cell, 5™ Edition).

Tipik bir hiicrenin dinlenim durumunda membran potansiyeli -70 mV’tur. Potasyum
iyonlari, -91 mV olan denge potansiyellerinin transmembran potansiyelden daha
negatif olmasi nedeniyle hiicre disina sizma egilimindedirler. +64 mV denge
potansiyeline sahip sodyum iyonlari ise onlari hiicre igine iten glgli bir kuvvete
sahiplerdir (Suhail M, 2010). Hicre digi Na® konsantrasyonu yiksek, K*
konsantrasyonu ise duslktir (intraselliler K* konsantrasyonu 140 mM;
ekstraselliiler K" konsantrasyonu 5 mM; intraselliler Na* konsantrasyonu 5-15 mM,;
ekstraselliiler Na* konsantrasyonu 145 mM). Uyarilabilen hiicrelerde plazmalemmal
Na® pompasi, normal elektriksel aktivitenin ve iyon gradientlerinin siirdiiriilmesi igin
yasamsal onem tasimaktadir (sekil 1.9). Kardiyomiyositlerde Na® pompasi
aracih@iyla saglanan Na* gradienti sadece aksiyon potansiyelinin olusumunda degil,
ayrica normal hicre fonksiyonlari, iyon homeostazi, bobrekte Na* geri emilimi ve
hidcre hacminin kontroll icin gereken c¢ok sayidaki iyon degisimi ve transport
mekanizmalarinin stirdiriilmesinde rol oynamaktadir. NCX, Na* /H* degistokusgusu
ve Na-HCO; kotransporteri gibi diger iyonlarin regulasyonu (Mullins, 1981) ile
glukoz, kreatin gibi ¢esitli substratlar ve farkli aminoasidlerin taginmasindan sorumiu
tasiyicilar, sodyuma bagimli olarak gérev yapmaktadirlar (Molitoris ve Kinne, 1987).
Ornegin, intraselliller Na* diizeyleri NCX aracili olarak intraselliiler Ca®* miktarini,
buna bagl olarak da sarkoplazmik retikulum (SR) Ca** igerigini belirlemektedir.
Sitozolik ve SR Ca?" diizeyleri kardiyak ‘outputun (debi) siirdiiriilmesinde cok
onemlidir. Kalsiyum ‘handling’inde olusan bir bozukluk kasilma anomalileri ve kalp

yetmezliginin primer hiicresel nedenidir.
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Sekil 1.9. NKA'nin ¢caligma prensibi (The Cell, 5. Baski)

1.6.1. Yapisi

NKA birden ¢ok alt Uniteden olusan bir enzimdir. Temel olarak, esas katalitik alt
Unite olan a ve sekerden zengin yedek alt Unite olan f’dan olugmaktadir (Sekil
1.10). Bazi dokularda y alt Gnitesi de bulunmaktadir. a alt Gnitesi 110 kDa
agirigindadir ve 10 transmembran segment icermektedir. Sodyum, potasyum, ATP
ve ouabain gibi kardiyotonik steroidler igin baglanma noktalarini barindirmaktadir
(Fuller ve ark., 2012). 4 farkl izoformu oldugu bildirilmistir. izoformlarin amino asid
dagilimlari arasindaki fark ¢cok kiguktir. Her biri farkh bir gen tarafindan kodlanir ve
bazilari farkli kromozomlarda yer almaktadir (Sweadner, 1989; Mercer, 1993).
izoformlarin doku dagiimlari degismektedir: a1 izoformunun bébrek, sinirler ve
akcigerde; a2 izoformunun iskelet kaslar ve kalpte; a3 izoformunun beyin ve kalpte;
a4 izoformunun ise testis, Ozellikle sperm hicrelerinde lokalize olduklari
gosterilmistir (Kaplan, 1985; Yu, 2003). Daha kigik, 55 kDa agirhgindaki B alt
Unitesi ise membrani tek bir defa kesmektedir. Tanimlanan 3 izoformu
bulunmaktadir. B alt Unitesi izoformlari da dokuya gore farkhlik goéstermektedir: 1
alt Unitesine sik rastlanmaktadir; buna karsin 2 alt tnitesi iskelet kasi ve kalpte; 3
alt Unitesi testis ve santral sinir sisteminde bulunmaktadir (Kotyk ve ark., 1995). B alt
Unitesi, konformasyonel stabiliteyi ve ATPaz aktivitesini dliizenlemektedir (Eakle ve
ark., 1994). Ayrica, enzimin Na* ve K" affinitesinin regiilasyonunda rol oynadidi da
diisiiniilmektedir (Jaisser ve ark., 1992). ilk olarak bébrekte varliklari gésterilen

(Forbush ve ark., 1978) 12 kDa agiriginda kuguik, hidrofobik bir polipeptid olan
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(Suhail, 2010) ve af kompleksiyle etkileserek dokuya spesifik olarak enzim
aktivitesini duzenledigi disinilen (Therien ve ark., 2000) y alt Unitesinin, son
yilllarda, bir FXYD protein oldugu gdsterilmistir. KlUguk membran proteinleri
ailesinden olan FXYD proteinlerinden en az 5 lyenin NKA alt Unitesi oldugu ve doku
ya da izoform spesifik olarak NKA aktivitesini regule ettigi bildirilmistir: FXYD1
(fosfolemman), FXYD2 (NKA y alt unitesi), FXYD3 (mat-8), FXYD4 (CHIF) ve FXYD
7 (Geering, 2006). Alt Gnitelerin farkli izoformlarinin bulunmasi 100°’den fazla farkh

fonksiyonel 6zellikte Na pompasi oldugunu gdstermektedir.

Q- alt Gnitesi B-an initesi

\COOH

Ekstraselliller

Sekil 1.10. Na'/K" ATPazin yapisi

1.6.2. Kardiyak Alt Unite Kompozisyonu

a alt Unitesinin 4 farkli izoformu olmasina kargin kardiyak miyositlerde yalnizca a1
ve 02 bulunmaktadir (McDonough ve ark., 1996; James ve ark., 1999). a3 alt
Unitesinin ise miyosit digi kardiyak bir dokuda bulundugu (Tulloch ve ark., 2011) ve
deneysel kalp yetmezligi modellerinde a2 ile yer dedistirdigi gosterilmistir (Semb ve
ark., 1998). Hem a1 hem de a2 alt initeleri ventrikiiler miyositlerde Na*/Ca**
degistokuscusuna bagli calismaktadirlar (James ve ark., 1999; Dostanic ve ark.,
2004). Ancak bu iki alt tipin hicre ici dagilimlar farkhilik gostermektedir. o2 alt
unitesi, a1’e gore t-tubdl membraninda daha fazla miktarda bulunmaktadir (Berry ve
ark., 2007). Bu durum iki alt unitenin farkli fizyolojik rolleri olabilecegini
distindurmektedir. Transjenik modellerin kullanildigi son c¢alismalar, a2 igeren

pompalar ile NCX kenetinin, a1 iceren pompa ile kenetlenmeye kiyasla, Ca®*
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homeostazi Gzerinde daha bulytk bir etkisi oldugunu gostermektedir (Despa ve ark.,
2012). a1 ve a2 iceren pompalar selektif olarak bloke edildiklerinde intraselltler
sodium dizeylerinin degismedidi gdzlenmistir. Buna karsin, yalnizca a2 blokajinin
kalsiyum transient amplitidinde bir artisa neden oldugu bildiriimistir. Bu bulgu,
a2’nin  sodyum ve buna bagl olarak sarkolemma/sarkoplazmik retikulum
mikrodomenlerinde NCX aracih olarak kalsiyum dizeylerini kontrol ettigini, a1’in ise
global sodyum idamesinden sorumlu oldugunu gdéstermektedir (Despa ve ark.,
2012).

Fare kalbinde fonksiyonel a2’lerin %70’i, a1’lerin ise %40’inin t-tibdllerde bulundugu
gosterilmistir. T-tlbdller ise total membran ylzey alaninin %30’unu olusturmaktadir.
Tdm membran ylzey kompartmanlarinda a1 izoformu egemen olmasina karsin t-
tubdllerinde a2 izoformu daha fazla miktarda bulunmaktadir (Berry ve ark., 2007).
Benzer bir izoform dagilimi ratlarda yapilan bir calismada da gdsterilmigtir (Swift ve
ark., 2007). Kasiima-gevseme kenetinde hem a1 hem a2 izofromlari goérev
almaktadir. a2 igeren pompalar dncelikli olarak kontraktilitenin duzenlenmesinde, a1
iceren pompalar ise hem kontraktilitenin hem de hucre i¢i sodyum duzeylerinin

kontrol edilmesinde rol oynamaktadirlar.

Ote yandan, kardiyomiyositlerde bulunan temel B alt Unitesinin g1, temel FXYD
proteinin ise fosfolemman (PLM) oldugu bildirilmistir. (Tulloch ve ark., 2011).
Fosfolemman 6nemli bir NKA reguilatériidir. Fosforile edilmemis PLM, internal Na™a
affiniteyi azaltarak NKA'yi inhibe etmektedir (Crambert ve ark., 2002). PKA ya da
PKC aracili PLM fosforilasyonu ise bu inhibisyonu kaldirmaktadir (Despa ve ark.,
2005). Bu olay, SERCA’nIn fosfolamban tarafindan modilasyonuna benzemektedir.
PLM fosforilasyonu ve buna bagli NKA disinhibisyonu sempatik “savas ya da kag”
yanitinin bir pargasidir. Yiksek kalp atim hizlarinda artan Na® influksuyla basa
cikabilmek igin Na® atimini hizlandirmaktadir (Despa ve ark., 2005). Boylece B-
adrenerjik stimilasyon sirasinda gelisen [Na']; artisi dnlenmektedir. Boylece PLM
aracili NKA regiilasyonu, sempatik stimiilasyon sirasinda Ca®* overloadu ve
aritmilere karsi kalbi korumaktadir. Ayrica, FXYD5 (RIC) proteinin de tim kalp
homojenatlarinda bulundugu gdsterilmis olmasina karsin bu proteinin miyosit

kaynakli olup olmadigi henuz netlik kazanmamigtir (Lubarski, 2005).
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1.6.3. Pompa Regiilasyonu

ATP

Kardiyak NKA half-maksimal aktivasyonu igin gerekli ATP konsantrasyonu 80-150
MM’dir (Friedrich ve ark., 1996). Oysa, kardiyak hlcrelerde normal ATP dlzeyleri 5-
10 mM civarindadir. Bu nedenle kontrol kosullarda ATP, pompa icin hiz kisitlayici
degildir. Ancak, iskemi ya da metabolik inhibisyon durumunda [ATP] duzeylerindeki
azalma ile [ADP] ve [Pi] duzeylerindeki spontan artis transport icin gereken
gradientin  (AGatp) azalmasina yol acgacaktir. Bu azalma ayrica pompanin
olusturacagi [Na’] ve [K'] gradientlerini de azaltmaktadir. Ote yandan, pompa
oksidatif olarak Uretilenden cok glikolitik olarak Uretilen ATP ile kenetlenmektedir
(Glitsch ve Tappe, 1993).

intraseliiler sodyum

Hicre igi sodyum ([Na']) konsantrasyonlari, NKA'nin en onemli fizyolojik
duizenleyicilerinden biridir. Tim hicrelerde [Na']; miktarindaki bir artis Na*/K* pompa
hizinin artmasina neden olmaktadir. Pompanin sodyum affinitesi (K.,) tlrler
arasinda farklilik géstermektedir. Sodyum icin K, degerleri kdpekte 9 mM (Philipson
ve Nishimoto, 1983), koyunda 14 mM (Sejersted ve ark., 1988), kobayda 11 mM
(Nakao ve Gadsby, 1989), tavsanda (Shattock ve Matsuura, 1993) ve farede (Despa
ve ark.,, 2005) 19 mMtur. Ayni sekilde dinlenme durumundaki [Na]
konsantrasyonlari da 4-16 mM arasinda bir deder olup tiire gére degismektedir
(Shattock ve Bers, 1989). Pompanin Na aktivasyon egrileri ise dokular arasinda
farkhlik goéstermektedir. Mirekkep baligi aksonu ve salyangoz ndronlarinda pompa
hizi ve [Na'); arasinda linear bir iligki varken, alyuvar hicrelerinde bu iligki
sigmoidaldir. Kardiyak hicrelerde de pompa hizinin [Na']fun sigmodial bir

fonksiyonu oldugu goésterilmistir.

[Na™] diizeylerindeki en ufak bir degisiklik pompa aktivitesinde gok daha buyik
degisikliklere neden olmaktadir. Bu durum, pompanin algiladigi sodyum
konsantrasyonunun sitozolik sodyumdan farkli oldugunu dastndirmektedir (Fuller

ve ark., 2012). Pompanin, sitozolik ‘bulk’ bélgeden farkli olarak ‘bulanik bdlge (fuzzy
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space) diye adlandirilan sub-sarkolemmal bdlgedeki iyon konsantrasyonuna karsi

duyarli oldugu disunulmektedir.

Ote yandan, NKA farkli izoformlarinin Na* affiniteleri farkhdir (az » a; > a3). as, Na*
affinitesi en dlslk izoformdur. Fizyolojik [Na*] konsantrasyonlarinda daha az aktif
olmasi, Na* overload’'unda bir koruma mekanizmasi olarak fonksiyon gosterdigini

dusindirmektedir. a3 izoformunun [K*], affinitesi de digerlerine gére daha disiktur.

Ekstraselliiler potasyum

Fizyolojik kosullarda Na® pompasi ekstraselliler K* ([K*],) ile aktive olmaktadir.
Eksternal K* araciligiyla aktivasyon sigmoidal 6zelliktedir. Normal eksternal [Na®]
varliginda, [K']J,un K, degeri 1-2 mMdir (Glitsch, 2001). Normal eksternal K"
konsantrasyonunun 4 mM olmasi nedeniyle pompanin yaklasik %70’i doymus
durumdadir. Eksternal Na* ve K%, NKA (zerindeki ortak baglanma bolgeleri igin
yarigmaktadirlar. Bu nedenle, Na*-olmayan ortamlarda [K*],'un K’si daha diisiktr.
Sodyum igeren ortamda 1.5 mM olan [K*], Km degerinin Na* icermeyen ortamda
0.22 mM oldugu gosterilmistir (Nakao ve Gadsby, 1989). Eksternal Na* dlizeylerinin
normal oldugu durumlarda pompanin E,, bagimhlik grafigi sigmoidaldir. Ote yandan
eksternal K*un pompaya baglanmasinin voltaj bagimli oldugu bildirilmistir. Membran
potansiyeli baglanma bdlgesindeki lokal K* konsantrasyonlarini etkilemektedir.
Hiicre membraninin depolarizasyonu lokal [K'Tun azalmasina ve affinitenin
azalmasina; hiperpolarizasyonu ise baglanma bolgesindeki lokal [K'Tun artmasina

ve affinitenin artmasina neden olmaktadir (Glitsch, 2001).

Membran potansiyeli

Elektrojenik bir pompa olan NKA aktivitesi hem membran potansiyelini etkilemekte
hem de membran potansiyelinden etkilenmektedir. Dinlenme durumunda pompa
inhibisyonu membrani birkag milivoltiuk bir dederde depolarize etmektedir. Ote
yandan aksiyon potansiyelinin plato fazinda ise membran depolarizyonu pompayi

aktive etmektedir (Fuller ve ark., 2012).
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Ote yandan, bir molekil ATP hidrolizi ile 3 Na”un disari, 2 K"”un ise igeri
tasinmasini saglayan NKA icin bir reversal potansiyelden (Vi) s6z edilmektedir.
Vievv NKA tarafindan ATP hidrolizi ile Uretilen total elektriksel ve kimyasal guicin esit
oldugu potansiyeldir. -160 mV olan bu potansiyelde pompa aracili bir net akis
bulunmamaktadir. Bundan daha pozitif dederlerde, pompa net Na efluksu ile K
influksuna; daha negatif degerlerde ise net Na influksu ve K efluksuna aracilik
edecektir (Eisner, 1986). Ne var ki, fizyolojik voltaj aralklari disindldiginde
pompanin ters yénde c¢alismasi, ATP tarafindan Uretilen enerjinin dramatik bir

sekilde azaldi§i durumlar haricinde, beklenmemektedir (Gadsby, 1984)

Membran potansiyelinin pompa akimi Uzerindeki etkisi iki ana kardiyak izoform olan
a1 ve a2 arasinda farkliik gostermektedir. Her iki alttip de voltaj aracili aktive
edilmekte olmasina karsin a2 izoformunun voltaj bagimliligi ekstraselliler sodyum

ve potasyumdan daha fazla etkilenmektedir.

Adrenerijik sinyal yolaklari

Sempatik sistem stimilasyonu sonucu PKA (81-AR aracil adenilat siklaz tGizerinden)
ve PKC (a1-AR aracih fosfolipaz C uzerinden) aktive olmaktadir (sekil 1.11). Bu
aktivasyon sonucu L-tipi kalsiyum kanallari, ryanodin reseptéri ve fosfolamban
fosforile olarak ventrikul atim hacmi artmaktadir. PKA aracili pompa aktivitesi ile ilgili
ise cesitli sonucglar bulunmaktadir. PKA aktivitesini intrasellller kalsiyumun
dizenledigi gosterilmistir. Kalsiyumun fizyolojik konsantrasyonda ya da fizyolojik
konsantrasyonun hafif (zerinde oldugu durumlarda izoprenalin, pompayr PKA-
bagimli olarak aktive etmektedir. intraselliiler kalsiyum fizyolojik konsantrasyonun
altinda oldugunda ise izoprenalinin pompaylr PKA-bagimli olarak inhibe ettigdi
g6zlenmistir. izoprenalinin bu etkisi iyon konsantrasyonlarindan bagimsiz olarak
ilacin direkt olarak maksimum pompa ‘turnover’ hizi Gzerindeki etkisine baglidir
(Glitsch, 2001). Normalde kalpte 10-150 nM konsantrasyon aralidinda olan
kalsiyum, PKA aracili olarak pompa stimilasyonuna aracilik etmektedir (Gao ve
ark., 1996). Bu nedenle PKA-bagdimli pompa inhibisyonunun intraselltler kalsiyumun
distk oldugu diger hiicre tiplerinde dnemli olabilecegi disunilmektedir (Fuller ve

ark., 2012). Ayni sekilde intraselliler kalsiyumun PKC aracili pompa aktivitesini de
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etkiledigi bildirilmistir (Cheng ve ark., 1999). Kalsiyum duyarli PKC pompayi aktive
etmektedir (Semb ve Sejersted, 1997).

Epi/ Norepi

Sekil 1.11. B-adrenerjik stimllasyon sonucu NKA ve diger kalsiyum ‘cycling’ proteinler aracili
aktive olan yolaklar (Bers ve Despa, 2009).

Ote yandan, nitrik oksid (NO) kardiyak Na‘/K* pompasini stimile etmektedir
(Bundgaard ve ark.,2010). Buna kargin bagta bobrek olmak Uzere diger dokularda
pompayi inhibe ettigi gdsterilmistir (Kang ve ark., 2000). NO’in bu etkisinin PLM
aracil olarak ortaya c¢iktigi bildirilmigtir (Pavlovic ve ark., 2010). Pompa regulatoru
FXYD ailesinden olan PLM kalpte Na'/K* pompasiyla etkileserek transport
ozelliklerini modifiye etmektedir (Bossuyt ve ark., 2006). Fosforile edilmemis PLM,
maksimum transport hizini degistirerek ve/lya da sodyum affinitesini azaltarak
kardiyak Na‘’/K* pompasini inhibe etmektedir. Ote yandan, B-adrenerjik agonistler
ise PLM'I PKA aracili olarak serin® ya da PKC aracili olarak serin® ve serin®®
bolgerinden fosforile ederek pompayi stimile etmektedir. PKA fosforilasyonu Na*
afinitesini arttirarak, PKC fosforilasyonu ise V.1 arttirarak pompayi aktive

etmektedir (Pavlovic ve ark., 2013).

Endojen Kardiyotonik Steroidler

NKA, dijitalis benzeri glikozidler igin bir baglanma noktasina sahiptir. Bu dijitalis
reseptdrinin dolasimda bulunan dogal bir maddeye iliskin olabilecegi gorisu, sézi

edilen glikozidlerin ¢esitli memeli dokularindan ekstrakte edilmesiyle dogrulanmistir.
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(Eisner, 1986). Ouabain, marinobufagenin, digoksin ve telosinobufagin gibi gesitli

endojen glikozidlerin varh@i bildiriimistir (Fuller ve ark., 2012).

Endojen bir glikozid olan ouabain, pompanin katalitik a alt Unitesinin ekstraselltler
kismini olusturan H1-H2, H3-H4 ve H5-H6 ‘loop’larina baglanmaktadir. Kardiyotonik
steroidlerle bu bdlgede olusan reversibl bir etkilesme, NKA proteininde
konformasyonel bir degisiklige yol acmaktadir. Aktif NKA’larda kardiyotonik
steroidler enzim inhibisyonuna yol a¢cmaktadirlar. Kardiyak miyositlerde ouabain,
NKA inhibisyonu sonucu intraselliler Na® konsantrasyonlarini arttirarak NCX
inhibisyonu aracili olarak intraselliller Ca?* konsantrasyonlarinin artmasina neden
olmaktadir. Bunun sonucunda ise pozitif inotropik etki olugsmaktadir (Schoner ve
ark., 2007).

Kardiyak glikozidler pozitif inotropik etkileri nedeniyle yaklagik 200 yildir kalp
yetmezligi tedavisinde kullaniimaktadir (Liu ve ark., 2013). Kardiyak glikozidlerin
mortalite oranini degistirmeksizin semptomlari dizelttigi ve hastanaye yatig sikligini
azalttigr bilinmektedir (Suhail, 2010). Ne var ki, yakin zamanda yapilan bir klinik
calismada glikozidlerin esas indikasyonu olan atrial fibrilasyonlu hastalarda

mortaliteyi arttirdigi gézlenmistir (Whitbeck ve ark., 2012).

Ote yandan, NKA aktivitesinin yanlig regllasyonu hiicrenin fazla miktarda K"
kaybetmesine ve hiicre igine asiri miktarda Na® girmesine neden olacaktir. Ml
sonrasinda ya da konjestif kalp yetmezliginde endojen ouabain diizeylerinin arttigini
gosteren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Bagrov ve ark., 2009, Stefanon ve ark.,
2009). Ayrica endojen ouabainin subnanomolar konsantrasyonda dolagimda
bulundugu ve kalp yetmezligi ya da hipertansiyon gelisimi, renal sodyum
reabsorbsiyonunda degisiklikler ile kardiyak ve renal komplikasyonlarda rol oynadigi
bildirilmigtir (Ferrandi ve ark., 2004).

1.6.4. Patolojik Durumlarda NKA

NKA’In kardiyovaskuler, norolojik, renal ve metabolik hastaliklar gibi cok sayidaki

bozuklugun patogenezinde rol oynadigi disinidlmektedir. Calismalarin ¢odunda
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NKA aktivasyonunun patolojik durumlarda azaldigi bulunmustur. Bu durumdan
enerji mekanizmasindaki bozukluklar (Siesjo, 1992), serbest oksijen radikallerinin
olusmasi (Johnson ve Weinberg, 1993) ve endojen Na'/K* ATPaz inhibit6rlerinin
salinmasinin (Hennings ve ark., 1983) sorumlu olabilecegi disinilmektedir (Yu,
2003).

Sodyum, potasyum ve kalsiyum iyonlarinin disregllasyonu kardiyovaskiler ve renal
hastaliklarda énemli bir rol oynamaktadir. iskemi/reperfiizyon, hipertrofi ve kalp
yetmezligi gibi ¢ok sayida kardiyak patolojide de kardiyomiyosit transarkolemmal
Na® gradientinin azaldigi bildirilmistir. Hipertrofi ve kalp yetmezliginde g6zlenen
bozulmus sodyum ve potasyum dengesinin en 6nemli nedeni azalan NKA
aktivitesidir. Cogu kardiyovaskiler hastaligin inhibe olan ya da azalan NKA
aktivitesiyle iliskili oldugu bildirilmistir (Suhail, 2010). inhibe olan pompa intraselliiler
sodyumun artmasina yol agmaktadir. Artan [Na']; konsantrasyonlari sitozolik Ca?"’un
artmasina yol agmaktadir. Bunun sonucunda SR’dan Ca? ile indiiklenen diyastolik

2*un azalmasina neden

Ca?* salinmaya baslamaktadir. Bu da sistolde salinacak Ca
olmaktadir (Pieske ve Houser, 2003). Ayrica [Na*]; artisi mitokondriyal Ca®* alimini
azaltarak serbest oksijen radikallerinin (ROS) olusmasina aracilik etmektedir
(Kohlhaas ve ark., 2010). Mitokondriyel ATP sentazda gelisen inhibitdr bir oksidatif

modifikasyon sonucu da enerji kaynagini azalmaktadir (Zweier ve ark., 2011).

NKA fonksiyonlari, pompa, enzim ve kardiyotonik steroid reseptorli olarak u¢
baglikta toplanabilir. ilging olarak kardiyotonik steroidlerin, pompalama fonksiyonunu
kismen inhibe ettigi cok distk konsantrasyonlarda gesitli sinyal yolaklarini baslattigi
g6zlenmistir. NKA, komgsu membran proteinleri olan Src, epidermal baylime faktoru
reseptori (EGFR) ve PI3K-Akt ile etkileserek fizyolojik ve patolojik hipertrofinin
gelismesine yol agmaktadir. Pozitif inotropik etki gdsteren fakat toksik olmayan
dozlarda endojen ouabanin cesitli kardiyak bUylime genlerinin transkripsiyonunu

etkileyerek hipertrofik buyimeyi uyardigi gosterilmistir (Peng ve ark., 1996).

Kalp yetmezligi tedavisi “nérohormonal hipotezi’ni esas almaktadir. Bu hipotez,
renin-aldosteron-anjiotensin sistem aktivasyonu ve adrenerjik hiperaktivitenin
antagonize edilmesine dayanmaktadir (Packer, 1992). ACE inhibitéru kaptopril ile

tedavi edilen tavsanlarda NKA akiminin arttigi ve [Na']; konsantrasyonlarinin
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azaldigr goézlenmistir (Hool ve ark., 1995). Anjiotensin, aldosteron sentezini aktive
etmektedir. Aldosteron ise NADPH oksidazi upregile ederek zararli etkiler
gostermektedir. Benzer sekilde, aldosteron antagonisti spironolakton tedavisinin de
NKA akimindaki azalmayi ve buna bagli [Na']; artisini geri gevirdigi bildirilmistir
(Mihailidou ve ark., 2000). Ayrica, bir B-bloker olan metoprololin de kalp yetmezlikli
tavsan modelinde NKA akimini arttirdig1 gosterilmistir (Fry ve ark., 2012). Yakin
zamanda, [(3-AR agonistlerinin de pompa akimini aktive ettigi bildirilmistir
(Bundgaard ve ark., 2010).

1.7. Amag

Kardiyovaskiler patolojilerde sempatik sistem hiperaktivasyonu s6éz konusudur.
Asiri sempatik aktivasyon, kardiyovaskiler hastaliklar ve mortaliteye neden olan
kardiyak hipertrofinin gelisimine yol agmaktadir. Hipertrofi durumunda hiicre igi Na*
dizeylerinin arttigi gézlenmistir. Bunun en énemli nedenlerinden biri hiicre digina

Na® ¢ikisini saglayan tek yolak olan NKA aktivasyonunun azalmasidir.

Ote yandan, kardiyak fonksiyonlarin diizenlenmesinde gok énemli bir rol oynayan B-
adrenoseptor (AR) alttiplerinden Bs-AR’lerin, B4- ve B.-adrenoseptorlerin tersine,
negatif inotropik etkiye aracilik ettigi saptanmistir. Bs-AR’lerin etkileri saglkli kalpte
belirgin olmamakla birlikte, kardiyak patolojilerde sayilarinin arttigi ve etkilerinin
guglendigi 6ne surilmektedir. Bs-AR’ler L-tipi Ca™ kanallarini regile ederek Ca™
akimini ya da Ca™" gegislerini azaltmaktadirlar. Bunun yanisira, kalpte G; proteinine
kenetlenerek endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)-nitrik oksit (NO) yolag! Uzerinden
myofilament proteinlerinin kontraktil yanitlarini azaltmaktadirlar. Ayrica, kisa bir stre
once Bs-AR’lerin saglikli kalpte kardiyak Na'/K* pompa akimini arttirdiklari
gosterilmistir.  Bs-AR agonistleri pompa (1 alt Unitesi (zerindeki oksidatif
modifikasyonu geri dondirerek pompayi stimile etmektedir. Ne var ki, patoloiji
durumunda Bs;-AR’lerin NKA (zerindeki etkileri heniz bilinmemektedir. Bu noktadan
yola cikarak calismamizda sempatik sistem aktivasyonu sonucu gelisen hipertrofi
modelinde Bs-AR’lerin  Na*™-K* pompasi (zerindeki etkilerinin arastiriimasi

amaglanmigtir.



2. GEREG VE YONTEM

2.1. Kullanilan Geregler

2.1.1. Malzemeler

¢ Basing-Hacim kateteri ve data analiz sistemi (SciSense, Kanada)
e  Operasyon Masasi (Harvard Instrument, Massachusetts, ABD)
e -80°C Derin dondurucu (JOUAN VXS 380)

o Langendorff kardiyomiyosit izolasyon sistemi

¢ Axon Patch Clamp Sistemi

o Isik mikroskobu

o BioRad Wet/Tank blotting Systems (Mini Trans-Blot Cell®)

e Elektroforez aleti (SCIE-PLAS, INGILTERE)

e Gli¢ kaynagi (SCIE-PLAS, INGILTERE)

e Jel goruntileme sistemi (Kodak)

e Isiticih karistirici (Torrey Pines Scientific, ABD)

o Manyetik karistirici/torrey pine scientific

e Subanyosu (MAY, Commat Ltd. Ankara, TURKIYE)

o Mikroplate Spektrofotometre (SpectraMax)

o Ultrasantrifuj (Beckman Coulter® - Type 50.2 Ti Rotor)

e  Santriftj (Hettich, EBA 12, Tuttlingen, ALMANYA)

e  Santriftj (Hettich Rotina 35R , Tuttlingen; ALMANYA)

o  Otoklav (ALP, Japonya)

e Hassas terazi (Scaltec, SBA 31 Heiligenstadt, ALMANYA)

e Cesitli hacimlerde otomatik pipetler (Eppendorf, Hamburg, ALMANYA)
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Vortex (Velp Scientifica, ITALYA)

Pipet uclar (Standart ve RNase free dzellikte)

pH metre (Mettler Toledo MP220; iISVICRE)

Quick Santrifiij (Qualitron Inc, KORE)

Likit Nitrojen Tanki

Buz Makinasi (Hosizaki Ice Maker, JAPONYA)

Cesitli cam ve plastik malzemeler (Standart ve DNAse Free 6zellikte)

Cerrahi makas ve pensler

2.1.2. Kimyasal maddeler

Noradrenalin ( Sigma Aldrich®)

BRL 37344 ( Sigma Aldrich®)

Ouabain (Sigma Aldrich®)

Kollajenaz (Worthington®,type II)

Askorbik asit

Ketamin (Ketalar®, Pfizer , istanbul)

Ksilazin (Alfazyne®, Alfasan, Ege Vet. , izmir)

Tyrode ¢ozeltisi (Standart)

Rat Yemi (Purina, Gebze, Tlrkiye)

SBFI-AM (Sigma Aldrich®)

Sodium Green Tetraacetate- cell permenant (Life Technologies®)
Alzet® Osmotic Mini pompa (Model:2002)

Anti-Atrial Natriuretic Polypeptide antikor, alpha (#AB2232,Millipore ®)
Anti-beta 3 Adrenergic Receptor antikor (ab59685, Abcam®)
Anti-Na*/K* ATPase a-1 antikor (#06-520, Millipore ®)

Anti-Na*/K* ATPase a-2 antikor (#07-674, Millipore ®)
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Anti-Na*/K* ATPase B-1 antikor (#06-170, Millipore ®)
RIPA buffer (Sigma-Aldrich, ABD)

Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich, ABD)
Sodyum ortovanadat (Sigma-Aldrich, ABD)
TEMED (Sigma-Aldrich, ABD)

BCA protein analiz kiti (Pierce, Thermo, ABD)
PVDF membran (Bio-Rad, ABD)

Nitroselliloz membran (Bio-Rad, ABD)

10X Tris/Glisin/SDS Buffer (Bio-Rad, ABD)
Akrilamid:Bisakrilamid (%30:%0.8) (Bio-Rad, ABD)
PageRuler Protein Ladder (Pierce, Thermo, ABD)
Bovine Serum Albumin (Sigma-Aldrich, ABD)
Metanol (Sigma-Aldrich, ABD)

Laemmli buffer (Sigma-Aldrich, ABD)

ECL kiti (Amersham, ABD)

Roéntgen filmi (blue, kodak, ABD)

Film banyo developer soliisyonlari (Konax, Tlrkiye)
Film banyo fikser sollisyonlari (Konax, Turkiye)
Bromfenol blue (Sigma-Aldrich, ABD)

Coomassie blue, staining solusyon (Bio-rad, ABD)
Destaining sollisyon (Bio-rad, ABD)

PBS tablet (Sigma-Aldrich, ABD)
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2.2. Kullanilan Yontemler

2.2.1. Deney Hayvanlari

Bu calismada Bilkent Universitesi Deney Hayvanlari Yetistrme Merkezi'nden
saglanan 250-300 g agirhiginda erkek Sprague-Dawley ratlar kullaniimigtir. Calisma
suresince ratlar her biri bireysel kafeslerde olacak sekilde sicakhgi (22+1°C) ve
isiklandiriimasi (07.00-19.00 saatleri arasi aydinlik, 19.00-07.00 saatleri arasi
karanlik) kontrol altinda tutulan Ankara Universitesi Eczacilik Fakdiltesi Deney
Hayvanlar Unitesinde barindinlmiglardir. Bu calisma igin Ankara Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan izin alinmigtir.

Calismamizin  ilk bdéliminde kisa sureli inkibasyon icin kullanilacak
kardiyomiyositlerin izolasyonu yapilmak Gzere kontrol ratlar kullanilimistir.

ikinci bolimde ise in vivo uzun sireli tedavi igin ratlar 3 gruba ayrilmistir. (i) ilk grup
olan sham grubunda ratlara, tedavili gruplarla ayni cerrahi operasyon uygulanmis
ancak pompa yerlestiriimemistir. (i) Ikinci gruba hipertrofi modelinin gelismesi
amaciyla 14 gun sireyle 4 mg/kg/gin dozda noradrenalin tedavisi uygulanmistir. (iii)
Uglinci gruba ise noradrenaline ek olarak BRL 37344, selektif B;-AR agonisti (10
mg/kg/giin) uygulanmistir. Tedaviler ratlara Alzet® marka (model no: 2002) osmotik
mini pompa aracihgiyla uygulanmigtir. Bu amag dogrultusunda, deney ginunden 14
gun 6nce ketamin (60mg/kg)/ksilazin (10mg/kg) (i.p.) kombinasyonu ile anestezi

edilen ratlarin sirt bélgesine subkutan olarak pompalar yerlestirilmistir.

Ozmotik minipompanin hazirlanmasi:

Oncelikle stok noradrenalin ve BRL 37344 c¢ozeltileri hazirlanmigtir. Bu amagla, 100
mg noradrenalin 300 pl; 5 mg BRL 37344 ise 1 ml serum fizyolojik icinde ¢dzilmis
ve kiigiik hacimlere bdliinerek -20°C’'de saklanmistir. Uygulama giiniinde stok
cOzeltilere 100 uM askorbik asit eklenerek, serum fizyolojik ile dilie edilmis ve 6zel
enjektord yardimiyla pompaya yerlestiriimistir. Noradrenalin igin 4 mg/kg/gin, BRL
37344 icin ise 0.1 mg/kg/gin dozda tedavi uygulanmistir.
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2.2.2. Kardiyomiyosit izolasyonu

Anestezi edilen ratlarin g6gls kafesleri agilarak kalpleri alinmis ve hizla
aortalarindan kantle edilerek Langendorff sistemine asilmistir. Kalpler sirasiyla su
solUsyonlarla perfiize edilmistir: 1) kandan temizleninceye kadar (mmol/L) NaCl 143,
KCI 5.4, CaCl, 1.8, MgCl, 0.5, HEPES-NaOH 5 ve glukoz 5.5, (pH=7.4) igeren
Tyrode sollisyonu; 2) kalp atimi durana kadar Ca'" free Tyrode soliisyonu; 3)
enzimatik dissosiyasyon amaciyla, kalp saydam bir goriintli alana kadar 250 U/mL
collagenase (Worthington, type Il), 1 mg/ml BSA, 0.03 mg/ml proteaz igeren Ca*™”
free Tyrode sollisyonu; 4) son olarak enzimin uzaklastirnimasi amaciyla (mmol/L)
KOH 70, Glutamik Asit 50, KCI 40, Taurine 20, KH,PO, 20, MgCl, 3, EGTA KOH
0.5, HEPES 10 ve glukoz 10, (pH=7.35) Kraft-Brihe (KB) solisyonu. Daha sonra
ventrikiller ayrilarak KB iginde mekanik olarak parcalanmistir. 37°C’lik su banyosu
icinde manyetik karistiniciyla disik hizda cevrilerek 5 dakikada bir supernatant
toplanmis ve naylon filtreden stzilmistir. Toplanan supernatant 500 rpm’de 3
dakika santriflij edilerek non-kardiyomiyositler ortamdan uzaklastiriimistir. Elde
edilen pellet resuspense edilmis ve giderek artan konsantrasyonlarda CaCl, ortama
eklenerek hiicrelerin Ca*™‘a adaptasyonu saglanmistir.

Hiicreler 3 gruba ayrilmistir. ilk grup kontrol grubu olarak ayrilmisg, ikinci grup 3 saat
10 UM noradrenalin (100 uM askorbik asit ile serum fizyolojik icinde hazirlanan) ile
Uglincd grup ise 1 saat 100 nM BRL 37344 ve bunu takip eden 3 saat de BRL’ye ek

olarak 10 yM noradrenalin ile 37°C’de inkibe edilmistir.

2.2.3. Elektrofizyolojik Olgiimler

2.2.3.1. Patch Clamp

Na*/K* pompa akimi (I,); tiim hiicre “patch klamp” teknigi ile dlgilmustir. Hicreler
oncelikle normal Tyrode solisyonu ile perfiize edilmistir (NaCl 140, KCI 4, CaCl, 2,
MgCl, 1, glukoz 10 ve HEPES NaOH 5 (mmol/L) (pH=7.4). Daha sonra Na'/K"
pompasini inhibe etmek amaciyla K* icermeyen Tyrode soliisyonuna gegilmistir (0
K*: NaCl 136, BaCl, 2, MgCl, 1, Glukoz 10, HEPES 5, NiCl, 5 ve TrisCl 4 (mmol/L)
(pH=7.4)). 30 dakika sonra 4 mM K" iceren Tyrode sollisyonuna gegilerek pompa
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aktive edilmistir (4 K*: (mmol/L): NaCl 136, BaCl, 2, MgCl, 1, Glukoz 10, HEPES 5,
NiCl, 5 ve KCI 4 (mmol/L) (pH=7.4)). 0 K" ile 4 K" dncesi ve sonrasi akim farki
kaydedilmistir. 4-5 MQ genigligindeki pipetler hicre i¢i patch pipet solisyonu ile
doldurulmustur. SolGsyon igerigi (mmol/L) NaCl 10, KCI 20, K-Aspartat 100, TEACI
20, HEPES 10, Mg*™".ATP 5, MgCl,0.7, EGTA 5 ve HEPES 5, (pH=7.4) seklindedir.
l,, -30 mV sabit potansiyelde dlgtimustur. Elde edilen akim degeri 6lcim yapilan
hlcrenin kapasitansina béllinerek degerlendirilmistir. Axoclamp programi ile kayitlar

alinmistir.

2.2.3.2. Hiicre igi Na* Goriintiileme

Ratiometrik bir boya olan SBFI-AM (Sodium-binding benzofuran isophthalate-AM,
Sigma) ile izole kardiyomiyositlerin hucre igi bazal sodyum dizeyleri dlcUimustar.
Hucreler 90-120 dakika slreyle oda sicakliginda ve karanlikta 5 yM SBFI-AM ile
inkdibe edilmistir. Bu slrenin sonunda hicreler 20 dakika Tyrode sollisyonuyla
yikanmisgtir. Tyrode solisyonun icerigi su sekildedir: 140 mM NaCl, 4 mM KCI, 1 mM
CaCly, 1 mM MgCl,, 10 mM glukoz, 5 mM HEPES (pH=7.4). SBFI, 340 ve 380 nm
dalga boylarinda uyariimig, floresans 510 nm’de toplanmistir. Fss/F3s0 oOrani

background degerleri ¢ikarilarak hesaplanmistir.

2.2.4. In-vivo Hemodinamik Olgiimler

Ketamin (90mg/kg) / ksilazin (10mg/kg) (i.p.) kombinasyonu ile anestezi edilen ratlar
0zel operasyon masasina yatirilip sabitlenmistir. Operasyon masasina bagli rektal
prob yardimiyla sicanlarin viicut 1Isisi operasyon siiresince 37°C’de sabit
tutulmustur. Ratlarin sag karotid arteri izole edilerek kiiclk bir insizyon yapilmis ve
in vivo basing-hacim (PV) kateteri bu kesiden damarin icine takilmigtir. Karotid kan
basinci okunduktan sonra kateter yavasca asagi dogru itilerek sol ventrikllin igine
yerlestirilmistir. 10 dakikalik stabilizasyon slresinin ardindan elde edilen “loop”lar,
sisteme iligkin veri kayit sisteminde analiz edilmis, ratlarin birgok bazal hemodinamik
parametresi (sistol ve diyastol sonu basinci, sistol ve diyastol sonu hacmi, atim
hacmi, kardiyak output, kalp atim hizi, kasilma ve gevseme hizlari, izovolumik

gevseme sabiti) hesaplanmistir. Standart looplar kaydedildikten sonra, ratlarin karin
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bdlgesi acilmis ve vana cava Uzerine 5 saniyelik basilar uygulayarak preload
(6nyldk) degisimine kalbin yanitverirligi incelenmigtir. Bu sirada elde edilen
looplardan elde degerler Ees, PRSW ve katilik (stiffness)’tir. Ees (sistol sonu
elastisite), sistol sonu basing hacim iliskisi (ESPVR) egrisinin egdimidir ve
miyokardiyal kontraktilitenin afterload (artylk), preload (6nylk) ve kalp atimindan
bagimsiz 6nemli bir indeksidir. PRSW ise ‘stroke work’un diyastol sonu hacmi (EDV)
ile lineer regresyonunu ifade eder. Preload ve afterload’dan bagimsiz olarak kalbin
kontraktilitesinin dnemli bir indeksidir. Katilik (stiffness) olarak ifade edilen diyastol
sonu basing hacim iligkisi (EDPVR) egrisinin egimi kalbin uyuncu hakkinda fikir

vermektedir. Arteryel elastisite (E.) degeri ise LVESP/SV orani ile hesaplanmistir.

Hemodinamik &l¢imler sonrasinda kalpler cikarilarak Tyrode sollisyonu iginde
kandan temizlenmigtir. Atriumlar gikarilan kalpler tartiimis ve sonraki deneylerde

kullaniimak Gzere -80°C’de dondurulmustur.

2.2.5. Kardiyak Plazma Membrani izolasyonu

-80°C’de dondurulmus sol ventrikiller sivi azotta toz edilmistir. 250 mM sukroz, 30
mM histidin ve 1 mM EDTA iceren (pH=7.4) tampon c¢ozelti (1:10) icine alinmistir.
Buz Uzerinde maksimum gugcte 15 saniyelik 4 set halinde sonikasyon uygulanmistir.
Daha sonra +4°C’de 2 saat ajitasyon uygulanmistir. Stre sonunda +4°C’de 7250
rom hizda 15 dakika santrifuj edildikten sonra supernatantlar alinarak +4°C’de
20000 rpm hizda 35 dakika ultrasantrifuj edilmistir. Supernatant atilarak elde edilen

pellet tampon ¢ozeltide (1:1) pipetlenerek ¢ézilmustur.

Protein miktar tayini:

Protein miktar tayini, BCA (bicinchoninic acid) yontemi ile yapiimigtir. Bu yontem,
bazik bir ortamda Cu*®nin Cu*"e protein ile rediiksiyonunun ardindan bakir
katyonunun (Cu*") BCA ile kolorimetrik olarak belilenmesine dayanmaktadir. BCA
yontemi bir kit yardimiyla uygulanmistir. Oncelikle 2000’lik BSA’dan RIPA
kullanilarak 1000, 750, 500, 250, 100 ve 50’lik standartlar hazirlanmistir. Kitten
cikan Reagent A ve B belli oranda karistirimis ve spektrofotometrik okuma
yapilacak plate’e yuklenmistir. Numunelerden 1/5 ve 1/10 olmak Uzere 2 set

dilisyonlar hazirlanmistir. Numune ve standartlar, her bir kuyucuktaki Reagent
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karisiminin Gzerine ikiser set olacak sekilde ylklenmistir. Son olarak plate 37°C’de

30 dakika bekletilmis ve mikroplate readerda 562 nm’de degerler okunmustur.

Numunelerin hazirlanmasi:

Her numuneden ug olarak ayni miktar ylklenmesi gerektiginden secilen
konsantrasyona uygun hacimde (ul) protein konup, Gzerine steril su eklenerek esit
hacimde yUkleme yapilmasi saglanmistir. Sonrasinda Uzerine laemmli sample buffer
eklenerek etiivde 37°'C'de 30 dakika bekletilmistir. Hazirlanan ornekler -20°C’de

saklanmistir.

2.2.6. Na'/K" ATPaz Aktivite Olgiimii

Her 6rnekten 100 ug protein iceren lizat alinarak 100 pl'e tamamlanmistir. Daha
sonra 96 kuyucuklu mikroplate’e her numune igin Uger kuyucuk solisyon A ve Uger
kuyucuk solusyon B eklenmigtir. Bunun Gzerine 5 pg protein iceren 2.5 pl lizat
eklenerek 37°C’de 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra 10 yl ATP solusyon ¢ozeltisi
(30 mM Tris.ATP, 50 mM Histidin, 3 mM MgCly) ilave edilerek reaksiyon baglatiimis
ve 37°C’de 15 dakika boyunca devam ettirilmigtir. Stre sonunda her kuyucuga 50 pl

durdurma c¢dzeltisi (%10 SDS) eklenerek reaksiyon bitirilmistir.

SOLUSYON A SOLUSYON B

NaCl 167.7 mM 167.7 mM

KCI 26.7 mM -

NaN; 6.3 mM 6.3 mM

MgCl, 4 mM 4 mM

EGTA 0.13 mM 0.13 mM
Histidine 50 mM 50 mM
Ouabain - 1.5mM

pH=7.2

Tablo 2.1. Na'/K™ ATPaz Aktivite Olglimii Reaksiyon gozeltileri
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inorganik Fosfat Olgiimii

Yukaridaki reaksiyon sonucunda aciga c¢ikan inorganik fosfatin 6lgimi igin

asagidaki reaksiyon karisimi hazirlanmistir:

6 N HCI k
%2.5 (w/v) amonyum molibdat k
%10 (w/v) askorbik asit k
dH,O 7K

Standart egrisi icin ise KH,PO, kullanilarak farkli konsantrasyonlarda standart
¢cozeltileri hazirlanmis ve kuyucuklara 150’ser pl ilave edilmistir. ATP ve durdurma

¢cozeltisi eklenmeyen iki kuyucuk ise kor olarak ayriimistir.

1mM KH,PO, ddH,0 nmol PO4/kuyucuk
15 pl 435 pl 5
30 pl 420 10
75 pl 375 pl 25
150 pl 300 50
300 150 pl 100

Tablo 2.2. inorganik Fosfat Olgiimii Standart egrisi igin hazirlanan standart gézeltiler

Tum kuyucuklara 150’ser pl reaksiyon karigsimi eklenmistir. Plate 37°C’de 30 dakika
boyunca bekletilmistir. Stre sonunda absorbanslar mikroplate okuyucuda ‘Basic
Endpoint’ programi ile 660 nm dalga boyunda okunmustur. Standart egrisi
kullanilarak konsantrasyonlar hesaplanip ouabainsiz ortamda aciga cikan fosfat
miktari, ouabain varliginda agiga gikan fosfat miktarindan gikarilarak Na*/K* ATPaz

aktivitesine iligskin bir deger hesaplanmistir.
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2.2.7. Tiim Kalp Dokusundan Protein izolasyonu

Dondurulmus sol ventrikUller likit nitrojen ile toz edilip igcinde RIPA
(radioimmunoprecipitation assay buffer (1ml), Na,VO; (sodyum ortovanadat,
200mM) ve PIC (protein inhibitdr kokteyl, 100X) olan dibi konik tlipe alinmistir.
Ultrasonik homojenizatér ile homojenize edildikten sonra +4 C’'de 2 saat boyunca
calkalanarak ajitasyon (agitation) saglanmistir. Sonrasinda +4 C'de 1300g'de 5
dakika santrifiij edilerek seliiler debris atilmistir. Alinan supernatant kismi +4 C'de
16.000g’de 30 dakika santriflij edilmistir. Supernatant kismi alinarak ktic¢ik pargalara

boliinerek -80 C’de saklanmustir.

Bu numunelerin protein miktarlari da yukarida bahsedildigi gibi BCA yodntemi ile
tayin edilmistir. Protein konsantrasyonu hesabi yapilarak belli miktarda steril su ve
laemmli eklenen numuneler 37°C’'de 30 dakika bekletildikten sonra yiiklemeye hazir

olarak -20°C’de saklanmistir.

2.2.8. Western Blot

SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi:
indiiksiyonun kontrolii icin 2 katmanli denatiire poliakrilamid jel elektroforezinden
yararlanmistir. Mini protean 2 (BioRad) elektroforez sisteminde kullanilacak olan

SDS-Page jeller agagidaki degerlere gére hazirlanmistir.

Ayirma (Seperation) jeli:

% 8 akrilamid jel hazirlanisi:

ddH,0O 10.20 ml
%30 akrilamid, %0.8 bis-akrilamid 6 mi
4X1.5M Tris-HCI pH:8.8/ %0.4 SDS 5.63 ml
Gliserol 560 pl
%10 luk amonyum persdlfat 110 pl

TEMED 10 pl
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1. Yukaridaki tarifle hazirlanan %8’lik ayirma jeli hava kabarcigi kalmayacak
sekilde iki cam arasina, ustten 0.5cm bosluk kalacak sekilde doldurulduktan
sonra Uzeri hava ile temasini kesmek igin, su ile kapatilmistir. Yikleme

jelinden énce bu su bosaltiimistir.

Yikleme (Stacking) jeli:

%4 Uk akrilamid jel hazirlanigi:

ddH,0 5.895 ml
4X1.5M Tris-HCI pH:6.8/ %0.4 2.3475 ml
SDS

%30 akrilamid, %0.8 bis-akrilamid  1.03125
%10 luk amonyum perstilfat 93.75 ul
TEMED 9.38 pl

2. Yukardaki sekilde hazirlanan %4’lik ylkleme jeli (stacking jel) de cam
levhalarin Gzerinde kalan bosluga doldurulduktan sonra kuyularin olusumunu
saglamak Uzere tarak yerlestirilmistir.

1 saat slre ile jelin polimerizasyonunu tamamlamasi beklenmistir.

4. Jel polimerize olduktan sonra tarak cikartilarak, jelleri tasiyan parca
elektroforez tamponu ile (1XTGS) doldurulduktan sonra numuneler kuyulara
yuklenmigtir.

5. Sisteme once 30 dakika 30 voltta, sonrasinda 90 dakika 120 voltta

elektroforez uygulanmigtir.

Membran Transferi:

Elektroforez sonunda transblotting aleti (BioRad) ile 100V’da proteinler jelden PVDF
membrana 3.5 saatte transfer edilmistir (1Xblotting tamponu ile islatiimis stnger-
fitre kagidi-jel-membran-filtre kagidi-singer). Transfer proteinlerin denatire
olmasini engellemek amaciyla transfer buz icinde gergeklestirilmistir.

Blotting Tamponu:

Tris 29g
Glisin 1454
ddH,O 800 ml

Metanol 200 ml
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Transfer iglemi bittikten sonra membran bloklama tamponu igcinde 1 saat oda
sicakliginda bekletilmistir. Bloklama tampon ¢6zeltisi, %3 BSA PBS’de ¢ozullp steril
olarak stzulmis ve Uzerine %0.05 Tween 20 eklenerek hazirlanmigtir. Sonrasinda
membranlar bloklama tamponu igerisinde dilie edilen primer antikor ile +4°C ‘de
gece boyunca inkibe edilmigtir. Ertesi gin membranlar oda isisinda 4 defa 15’er
dakika PBS icindeki %0.05 tween 20 ile yikanmigtir. Daha sonra membranlar
bloklama tamponun icerisinde dilie edilen sekonder antikor ile +4°C ‘de 2 saat
inkidibe edilmistir. Tekrar oda isisinda 4 defa 15’er dakika PBS icindeki %0.05 tween
20 ile yikanan membranlara 2 dakika ECL ¢dzeltisi uygulanarak karanlik odada X-

Ray filmler Gzerinde sinyaller belirlenmistir.

2.2.9. istatiksel Analiz

Sonuglar, belli sayida (n) deney sonucundan elde edilen ortalamazstandart hata
olarak gésterilmigtir. istatiksel analiz igin GraphPad PRISM 5 (for Windows, Version
5.0) programi kullanilarak One-way ANOVA, post-hoc olarak da Bonferroni testi

uygulanmistir. istatiksel anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Morfolojik Ozellikler

In vitro dlgiimler igin kisa siireli olarak inkiibe edilen hiicrelerin buyiklikleri ilk olarak
kapasitans degerleri karsilastirilarak degerlendirilmigtir. (Kontrol: 121.6+ 7.5; NA-
tedavili: 158.6+14.5; NA+BRL tedavili: 115.6+8.2 (pF)).

Kapasitans (pF)

K NA  BRL+NA

Sekil 3.1. Hicrelerin kapasitans degerleri . *, p<0.05

In vivo 8lgiim sonrasinda ise kalpler tartildiktan sonra bir hipertrofi belirteci olarak
degerlendirilen, kalp agirhginin vicut agirhgina orani hesaplanmistir. Bu oranin
noradrenalinle tedavi edilen ratlarda anlamh olarak artmis oldugu bulunmustur.
Buna karsin BRL tedavisi kalp kitlesindeki artisi kismen azaltmaktadir. (Kontrol:
3.510.1; NA-tedavili: 3.9+0.3; NA+BRL tedavili: 3.6£0.1 (mg/g)).
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KA/BA (mg/g)

K NA  NA+BRL

Sekil 3.2. Kalp agirhigi (HW)/vacut agirh@r (BW) orani. *, p<0.05; **, p<0.01

3.2. Na'/K* ATPaz Akim Olgiimii

0 K' perfizyonu ile inhibe edilen Na*/K* pompa akimi 4 K ile perflizyona
baslandiginda tekrar aktive olmaktadir. Bu durum kontrol hicrelerde bifazik bir
yanita yol agmaktadir. Pompa aktivasyonu dnce hizli bir disa dogru akimla pik
yapmakta (Inakpik) Ve devaminda azalarak bir kararli duruma (steady-state)

ulasmaktadir (Inak-ss) (Sekil 3.3).

0K+ 4 K* 0 K+
1 1

INaK-pik

INak-ss

Sekil 3.3. Na'/K' pompa akiminin tekrar aktivasyonunu takiben membran akiminda

gbzlenen yanit.
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Noradrenalinle 3 saat inklibe edilen kardiyomiyositlerde ise hem pik (Inak-pik) hem de
kararli durum (Inak-ss) @akimlari azalmaktadir (Sekil 3.4). Diger bir grup hlicreye ise
noradrenalinden 30 dakika dnce Bs;-AR’leri selektif olarak uyarmak amaciyla BRL
37344 eklenmistir. BRL 37344 kararli durum akimlarini kontrol dizeylerine geri
déndirmistir (Sekil 3.4). iiging olarak, bu hiicrelerde 4 K" perfiizyonuna gegildigi
anda gdzlenen pik akimi tamamen kaybolmustur. Pompa akimi yavas olarak artmis
ve kararli duruma ulagsmistir. Bu hicrelerin pik akim degeri olarak kararli durumda
ulastigi pik akimi kabul edilmistir. Bu akim profilinin kontrol ve noradrenalinle inkiibe

edilen kardiyomiyositlerden tamamen farkli oldugu gézlenmistir (Sekil 3.5).

A B
1.5+
EI_\ —_
s s
g g
e g
v ¥
© ©
Z =
K NA  BRL+NA ' K NA  BRL+NA

Sekil 3.4. Pik (Inak-pik - A) ve kararli durum (Inak-ss - B) akimlari (pA/pF). (OrtalamatS.E. *,
p<0.05 kontrol vs. noradrenalinle inklibe edilen kardiyomiyositler; *, p<0.05 ; **, p<0.01.) n
sayilari, K=9; NA=6; NA+BRL=6

150 0

K aK”
0K aK”
100 4
50
A h c

Sekil 3.5. Kontrol (A), noradrenalinle inkiibe edilen (B) ve BRL+noradrenalinle inkiibe edilen
(C) kardiyomiyositlerden kaydedilen érnek membran akim traseleri.

Y
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Gozlenen degisikliklerin Na*/K* pompasi aracili olup olmadiginin kontroliinii yapmak
amaciyla ayni protokol pompay! inhibisyonunu saglayan 20 yM ouabain varliginda
da tekrarlanmistir. Bu kosullar altinda, ektraselliiler K konsantrasyonun degismesi
pompa akiminda herhangi bir farkliiga yol agmamaktadir (Sekil 3.6). Bu durum
kaydedilen disa dogru akimin tamamen Na’/K* pompa aktivasyonuna bagli olarak
gerceklestigini kanitlamaktadir.

OUA = 0K~ OUA = 4K~

Imemb
pA)

ﬂ”'

Sekil 3.6. Ouabain varliginda kaydedilen membran akim trasesi 6rnegi.

3.3. Hiicre i¢i Na* Konsantrasyon Olgiimii

Bazal [Na']; floresan siddeti Glgiimi Oncesinde kardiyomiyositlerin boya ile yukli
olup olmadiklari kontrol edilmigtir. Bu amagla éncelikle hiicrenin daha sonra da bos
bir alanin eksitasyon spektrumu &lgtimustir. Olglimler sonucunda tim gruplara
iliskin kardiyomiyositlerin yaklasik 8 kat farkla yuklendikleri gézlenmistir (Sekil 3.7).
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A B
10 1o
8 8
E E
_5 6 I'lz 6
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3 30 B0 40 40 40 330 360 380 400 420 440
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10+
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SBFl ile yiiklenmig
E kardiyomyositler
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g
o 41
3
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Sekil 3.7. Kardiyomiyositlerin SBFI ile ylklenme durumunun goésterimi. (A) kontrol, (B)

noradrenalin, (C) noradrenalin+BRL tedavili grup.

Daha sonra yiiklenmis kardiyomiyositlerde bazal [Na™]; floresan siddeti dlguilmustr.
Kontrol, noradrenalin ve noradrenalin+BRL 37344 tedavili hiicrelerin bazal floresan
siddeti ortalama degerleri sekil 3.8’de gosterilmistir. NA tedavili hiicrelerde hafif bir
artis olmasina karsin gruplar arasi floresan siddetleri arasinda anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir.

0.7
0.6
05
0.4

0.3

Bazal Na* (Fa49/380)

0.2

0.1

0.0

[ NA NA+BRL

Sekil 3.8. Kardiyomiyositlerin bazal [Na']; floresan siddeti ortalama degerlerinin gruplara
gére dagihmi. Degerler ortalamatSEM olarak belirtiimistir. n sayilarn, K=4; NA=5,
NA+BRL=6.
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Bazal Na* (F349/330)
o
% %

_ —cC
NA
0.2 — NA+BRL

0 20 40 60
zaman (s)

Sekil 3.9. Kardiyomiyositlerin bazal [Na®]; floresan siddeti 6rnek gdsterimi.

3.4. Hemodinamik Parametreler

Kateter ile elde edilen basing-hacim grafikleri (PV loop) analiz edilerek kalbin tim
hemodinamik parametreleri hesaplanmistir. Kalbin sistolik fonksiyonunu gdsteren
kasilma hizi, sistol sonu basin¢ gibi parametrelerin noradrenalin tedavili ratlarda
arttig1 bulunmustur (Sekil 3.10). Ayrica, kalbin diyastolik fonksiyonuna ait fikir veren
parametrelerden gevseme hizinin azaldidi, diyastol sonu basincin (EDP) ise arttigi
g6zlenmistir (Sekil 3.11). Bunlara ek olarak, kalp atim hizi ve kardiyak output (kalp
debisi) da artmistir (Sekil 3.12). EDP haricindeki bitliin parametrelerin BRL 37344
tedavisi ile kontrol dizeylerine geri dondigu goézlenmistir. Noradrenalin tedavili
ratlarda artan EDP degeri ise BRL tedavisiyle bir dlglide azalmasina karsin kontrol
diizeyine ulasmamistir. Ote yandan ejeksiyon fraksiyonu, sistol ve diyastol sonu
hacim ile atim hacmi de@erlerinde ise gruplar arasinda farklilik bulunmamistir (Tablo
3.1).
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Sekil 3.11. Ratlarin diyastol sonu basing (EDP) ve gevseme hizi degerleri (dPmin). ***,
P<0,001
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Sekil 3.12. Ratlarin kalp atim hizi (KAH) ve kardiyak output (CO). ***, P<0,001
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K NA NA+BRL
(n=7) (n=5) (n=5)
KAH (atim/dk) 242,844,4™ 35524199 268,418, 5**
ESP (mmHg) 96,714,8 136,043,6 92,544, 2%+
EDP (mmHg) 4,940,8™ 13.6£2.5 11,4413
dPmax (mmHg/sn) | 7272854047 1 141606413178 | 83504595 5
dPmin (mmHg/sn) | 99821251 1 giso 648142 | -4769,6+466,0%**
ESV (ul) 112,9+10,8 123,4+11,9 106,3+10,5
EDV () 336,5+14,8 360,1+12 322,3+15,3
SV () 223,6+17,9 24564175 207,9+11,3
CO (ml/dk) 54,044 3 87,0482 55,543 2%
EF (%) 65.8+3,4 66,1+3,6 66,3+2,4
SKB (mmHg) 101.546.6 133.9+17.4 105.1+4.7
DKB (mmHg) 76.6£5.7 98+13.8 72.945 1
OKB (mmHg) 93.2+6.3 121.946.3 94.4+4.0
Tau Weiss (ms) 14,1412 12,4414 154417
Tau Logistic (ms) 17,1418 16,112 20,941,1*
Tau Glantz (ms) 14,9418 12,9+0,9 11,406
Tau Mirsky (ms) 19,3+1,9 154413 17 4414

Tablo 3.1. Ratlarin in vivo hemodinamik parametreleri. KAH, kalp atim hizi; ESP, sistol sonu
basing; EDP, diyastol sonu basing; dPmax, kasilma hizi; dPmin, gevseme hizi; ESV, sistol
sonu hacmi; EDV, diyastol sonu hacmi; SV, atim hacmi; CO, kardiyak output; EF, ejeksiyon
fraksiyonu. Degerler ortalama +SEM olarak gdsterilmigtir. *, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001,

noradrenalin tedavili gruba gére anlamli farklilk.
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Bazal hemodinamik parametreler kaydedildikten sonra 5 saniyelik basilar
uygulayarak preload (6nyik) degisimine kalbin yanitverirligi incelenmistir (Tablo
3.2). PRSW artisi kontraktilitenin NA tedavili ratlarda arttigini géstermektedir. Bu
artis BRL tedavisiyle kontrol dizeylerine geri dénmektedir. Ees de sistolik
performansin bir gdstergesidir. Hipertrofik ratlarda bu parametrenin de arttigi ve
BRL tedavisiyle geri donduagu gézlenmistir. EDPVR grafiginin edimi olan ve sertligi
ifade eden deger de NA tedavili ratlarda artmistir. Bu deger BRL tedavisiyle
azalmistir ancak bu azalma istatiksel olarak anlamli degildir. Ayrica afterload’un bir
gostergesi olan arteryel elastisite (Ea) degerinin de hipertrofik ratlarda arttigi, BRL

tedavisiyle de kontrol diizeylere geri ddndigi gézlenmistir (Sekil 3.13).

%

1007 ——

PRSW
(mmHg)
Ees
(mmHg/pl)

NA  NA+BRL ' K NA  NA+BRL

0.006+

Katilk

Arteriyel Elastisite (E )
(mmHg/ul)

NA  NA+BRL ' K NA  NA+BRL

Sekil 3.13. Vena cava lzerine basi uygulanarak degisen preload ile kalbin yanitverirligi
arasindaki iligkiyi ifade eden parametrelerde gruplar arasinda gézlenen farkliliklar.
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K NA NA+BRL
PRSW (mmHg) 64,645,2* 89,3154 64,915,4*
Ees (mmHg/ul) 0,2940,04 0,4410,08 0,3410,05

Katihk

0,0023+0,0004*

0,0044+0,0005

0,0031+0,0005

Ea (mmHg/ul)

0.39+0.04*

0.59+0.07

0.42+0.02*

Tablo 3.2. Vena cava Uzerine basi uygulanarak degisen preload ile kalbin yanitverirligi
arasindaki iliski. Degerler ortalama +SEM olarak gosterilmistir. *, p<0.05, **, p<0.01,
noradrenalin tedavili gruba gére anlamli farklilk.

Sekil 3.14’te gruplara ait birer PV loop 6rnegi gorilmektedir. Hipertrofik ratlarin

basing-hacim grafiklerinin ince ve dar bir profil sergiledigi, BRL tedavisiyle ise bu

profilin tekrar kontrol grafiklerine benzemeye basladid1 gérulmektedir.

B oxooE B k.x &
P ) Sy o S P T

Pressurs (AmHg)

Puokman

400
Comp Ch1 (L)

Fressurs (mmbig)

Comp Ch 1 (ul)

NA+BRL

&0
Comp Ch (u)

Sekil 3.14. Kontrol, NA- ve NA+BRL-tedavili ratlardan elde edilen 6rnek birer pressure-
volume loop’u (PV loop). Tablo 1’deki degerler bu loop’larin analizlerinden elde edilmisgtir.




68

Hipertrofik ratlarin kan basinglarinin da kontrollere gére arttigi gézlenmistir. Bu artis

Bs-AR stimilasyonuyla kontrol diizeylerine geri donmustiir. Ancak gruplar arasi bu
farkhliklar istatiksel olarak anlamli degildir (Sekil 3.15).

200 150

SKB (mmHg)
DKB (mmHg)

K NA  NA+BRL

NA+BRL

OKB (mmHg)

0
NA+BRL

K NA

Sekil 3.15. Ratlarin kan basinci degerleri. SKB, sistolik kan basinci; DKB, diyastolik kan
basinci; OKB, ortalama kan basinci.

3.5. Na'/K* ATPaz Enzim Aktivitesi

Hemodinamik parametleri dlgllen ratlarin  kardiyak hicre membranlarinda

biyokimyasal olarak Na*/K* ATPaz enzim etkinligi olgtilmustir. Hipertrofik kalplerde
Na’/K* ATPaz enzim etkinliginin anlamli olarak azaldigi gézlenmistir. BRL tedavisi
ise bu azalmayi kontrol dizeylere geri déndirmektedir (Sekil 3.16). (Kontrol:

5.2610.74, NA-tedavili: 2.41+0.33; NA+BRL tedavili: 5.271£0.42 (umol/mg/s)).
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Na*/K* ATPaz Aktivitesi
[umol Pi/s/mg protein]

NA NA+BRL

Sekil 3.16. Gruplar arasi Na'/K" ATPaz aktivitesindeki farkliliklar. n sayilari, K=7; NA=11,
Na+BRL=6. **, p<0.01 anlamli farklilik.

3.6. Protein Ekspresyonlari

ilk olarak biitiin kalp lizatlarindan hipertrofi belirteci olan ANP protein ekspresyonlari
Olctimustar. Hipertrofik ratlarda ANP dizeyleri beklendigi gibi artmistir. BRL tedavisi
ise ANP ekspresyonlarini azaltmaktadir. (Kontrol: %100, NA-tedavili: %141;
NA+BRL tedavili: %107).

ANP/GAPDH
(rolatif yogunluk)
3

0

K NA  NA+BRL

Sekil 3.17. ANP protein ekspresyonu. n sayilari, K=6; NA=5, Na+BRL=6. *, p<0.05, **
p<0.01 anlamh farkhlik.
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Daha sonra hiicre membran lizatlarinda B3-AR ekspresyonlari incelenmistir. Asiri
sempatik aktivasyon beklendigi gibi B3-AR ekspresyonunu %140 oraninda arttigi
gozlenmistir. Selektif B3-AR stimilasyonu ise bu orani kontroller diizeyine geri

déndarmastdr.

300

B3-AR/GAPDH
(rolatif yogunluk)

K NA  NA+BRL

Sekil 3.18. B3-AR protein ekspresyonu. n sayilari, K=5; NA=6, Na+BRL=5. *, p<0.05, anlamli
farklilik.

Calismamizda ayrica tim kalp homojenatlarinda Na'/K* pompa alt Unite
ekspresyonlari da incelenmistir. istaiksel olarak anlamli olmamasina ragmen
hipertrofik rat kalplerinde a1 alt Unite ekspresyonunun artma, a2 alt Unite
ekspresyonunun ise azalma trendinde oldugu gdézlenmistir. Bu dedisiklikler, BRL
tedavisiyle kontrol dizeylerine geri ddnmektedir. f1 alt Unite ekspresyonlarinda ise

gruplar arasinda bir farkllik gézlenmemistir.
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(rélatif yogunluk)
g

K

Sekil 3.19. NKA alt Unite protein ekspresyonlari. n sayilari, K=5; NA=6, Na+BRL=5. *,
p<0.05, anlamh farkhlik.
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4. TARTISMA

Kardiyak fonksiyonlarin duzenlenmesinde ¢ok ©Onemli bir rol oynayan f3-
adrenoseptér (AR) alttiplerinden [(s;-ARler, B4- ve [B-adrenoseptdrlerin tersine,
negatif inotropik etkiye aracilik etmektedir. B;-AR’lerin bu etkilerini elektrofizyolojik
olarak L-tipi Ca™ kanal inhibisyonu ve K' kanal aktivasyonu (zerinden
gerceklestirdigi  dustnulmektedir. Ote yandan, kisa bir sire 6nce Bs-AR
stimilasyonunun NKA (Na*/K* ATPaz) etkinligini arttirdi§i gosterilmistir. Bs-AR’lerin
etkileri saglikl kalpte belirgin olmamakla birlikte, sempatik agsiri aktivasyonla iligkili
kardiyak patolojilerde sayilarinin arttig1 ve etkilerinin gticlendigi 6éne surtlmektedir.
Bu noktadan yola c¢ikarak, Bs;-AR’lerin sempatik asir aktivasyon durumunda
aktivitesinin azaldi§i bilinen Na’-K* pompasi Uzerindeki etkilerinin arastiriimasi

amaglanmigtir.

Sempatik aktivasyon noradrenalin varliginda gercgeklestirilmigtir. Kalp yetmezliginin
sempatik sinir sistemi aktivitasyonuna ve buna bagh olarak dolasimdaki katekolamin
dizeylerinde artisa neden oldugu bilinmektedir (Dzimiri, 1999; Steinberg, 1999).
0.52+0.06 ng/ml olan normal plazma noradrenalin duzeylerinin kardiyopulmoner
resustasyon sirasinda 7.37+1.8 ng/ml’e ¢iktigi bildirilmigtir. Siddetli kalp yetmezligi
olan hastalarda artan sempatik tonls ve noradrenalin dizeyleri, mortalite riskini
arttirmaktadir (Cohn, 1995). Dinlenme sirasinda yetmezlikli kalpten saliverilen
noradrenalin konsantrasyonlarinin da saglikh bir kalbe oranla yaklasik 50 kat fazla
oldugu saptanmigtir (Ganguly ve ark., 1987). Miyokardiyal hipertrofiye yol acan
durumlar da genellikle artan plazma katekolamin duzeyleriyle iligkilidir (Morgan ve
Baker, 1991; Bugaisky ve ark., 1992). Cok sayida g¢alismada in vivo ve in vitro
olarak a ve B adrenerjik stimllasyon sonucu kardiyomiyosit hipertrofisi gelistigi
gosterilmistir (Drews O. ve ark., 2010; Li Y. ve ark., 2011). Dogal katekolaminler,
ventrikller kardiyomiyositlerde hem a4-AR hem de B+-AR’leri stimile etmektedir.
Noradrenalinle induklenen selektif sol ventrikil hipertrofisinin  as-AR-aracili
vazokonstriksiyon sonucu artan afterload ile B-AR-aracili artan miyokardiyal
kontraktiliteye bagli olarak gelistigi bildirilmistir (Leon-Velarde ve ark., 2001). Ote
yandan bir baska ¢alismada da noradrenalinle indiklenen hipertrofinin a4-AR aracili
oldugu gdsterilmistir (Simpson, 1983). Bunu dogrulayan bir bagka ¢alismada da, a4-

AR’lerin selektif stimulasyonunun, B-AR’lerden farkh olarak, hipertrofinin temel
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Ozelligi olan hlcresel protein ve RNA sentezi artisina yol actigi belirtiimistir (Fuller
ve ark., 1990; Decker ve ark., 1993). Neonatal rat kardiyomiyositlerinde farkl
konsantrasyonlarda noradrenalinle stimule edilen hipertrofi B-AR antagonisti
propranolol ya da a,-AR antagonisti yohimbin ile bloke edilememistir, buna karsin
nonselektif a-AR antagonisti fentolamin ve selektif as-AR antagonisti prazosin ile
hipertrofik yanitin inhibe oldugu gosteriimistir. Ote yandan in vivo olarak
izoprenalinle hipertrofi gelistigi ve propranolol ile bu etkinin antagonize edildigini
g6steren calismalar da bulunmaktadir. in vivo izoprenalin uygulamasi indirekt olarak
servikal sempatik gangliada adrenerjik sinir uglarindan noradrenalin salimini ve
tirozin hidroksilazi aktive ederek hipertrofiyi stimile etmektedir (Langer, 1981). Bu
nedenle ndéron icermeyen kalp hicrelerinde yapilan bir baska c¢alismada ise

izoprenalinin hipertrofiyi indiiklememesi mantiksal gérinmektedir (Simpson, 1983).

Calismamizda ilk olarak ratlardan izole edilen kardiyomiyositler in vitro olarak 3 saat
streyle 10 uM noradrenalin ile inkiibe edilerek sempatik sistemin aktive edilmesi
amaglanmigstir. Daha dnceki ¢calismalarda, 2 saatlik noradrenalin inklibasyonunun 3-
AR desensitizasyonu ile artan a4-AR duyarliidina yol agtigi gosterilmistir (Chang ve
ark., 1981). Bu nedenle, 3 saatlik inklbasyonun uygun olacagi dusunudlmastir.
Oksidasyonu engellemek amaciyla noradrenalin dozlari 100 yM askorbik asit ile
hazirlanmigtir. Diger bir grup hicrede ise noradrenalinden 1 saat énce ortama 100
nM BRL 37344 eklenerek Bs;-AR’ler uyariimistir.

ik bakista hiicrelerin, her ikisi de Bs-AR agonistik etki gdsteren iki maddeyle
(noradrenalin ve BRL 37344) inkube edilmesi paradoksal gdérunmektedir. Ancak
noradrenalinin hipertrofik etkinligini a-ARler Uzerinden godsterdigini bildiren ¢ok
sayida ¢alisma vardir (Simpson, 1983; Fuller ve ark., 1990; Decker ve ark., 1993).
Buna ek olarak, Bs-AR’lerin BRL 37344’e affinitesinin NA’den yaklasik 10 kat fazla
oldugu bildirilmistir (Hoffman ve ark., 2004). Germack ve Dickenson (2006) da BRL
> |SO > NA potens sirasinin daha dnce de gosterildigi gibi (Strosberg, 1997; Atgie
ve ark., 1997) Bs-ARler icin karakteristik oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica patolojik
durumlarda sayilarinin arttigi bilinen Bs-AR’lerin hipertrofi durumunda da BRL ile
uyariimak Uzere ortamda daha fazla miktarda bulunacaklarini distinmek
mantiksaldir. Benzer sekilde, Atgie ve arkadaslari (1998) (Bs-AR agonisti CL 316
243’Un adipoz dokuda enerji tuketimi ve lipolitik aktivite Gzerinde fizyolojik hormon
noradrenaline goére daha etkin oldugunu go6stermislerdir. Bu durum CL’nin

noradrenaline gore daha spesifik olmasi, daha yuksek in vivo yarilanma dmrine
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sahip olmasi ve sadece Bs-AR’lere baglanmasina karsin noradrenalinin B4-AR, Bo-
AR, Bs:-AR ve a-AR’lere baglanmasiyla aciklanmistir. Ote yandan, Bs-AR
agonistlerinin turler arasinda farkli etkiler gosterdigi bilinmektedir. BRL 37344’Un
ratlarda etkin olan tek B;-AR agonisti oldugu bildirilmistir (Gauthier ve ark.,1999). Bu
nedenle ¢alismamizda (3:-AR agonisti olarak BRL 37344 tercih edilmistir.

Hilcre buydkliginin bir goéstergesi olan hicre kapasitans degerlerinin
noradrenalinle inkibe edilen hicrelerde kontrollere gére anlamli olarak arttigi, BRL
varliginda ise geri dondugu goézlenmistir (Sekil 3.1). Bu bulgu, asin katekolamin
varliginda hucrelerde hipertrofi geligtigini, Bs;-AR stimulasyonunun ise bunu

Onledigini distindirmektedir.

Daha sonra hicrelerin NKA akimlari 6lgllmuistir. Bunun igin 6nce hicreler K
icermeyen bir sollisyonla perfiize edilmis bdylece Na*/K* pompasi inhibe edilmistir.
Bir stire sonra 4mM K" igeren soliisyona gegilerek pompa aktive edilmis ve ortaya
cikan akim degisikligi NKA akimi olarak kaydedilmistir (Despa ve Bers, 2003). Bu
kosullarda iki fazli bir akim ortaya cikmistir: ilk olarak 4 K*a gecilir gecilmez gelisen
bir pik akim ve sonrasinda yavasc¢a azaldiktan sonra sabit bir degere ulasan kararli
durum (steady state) akimi (Sekil 3.3). Noradrenalinle inkiibe edilen hiicrelerde her
iki degerin de azaldid1 gozlenmigtir. Bu bulgu, onceki calismalarla tutarhdir.
Gergekten de asir katekolamin varliginda NKA’in etkinliginin azaldigini ve buna
bagll olarak Na* overloadu gelistigini gosteren ¢ok sayida calisma bulunmaktadir
(Ellingsen ve ark., 1994; Jelicks ve Siri, 1995; Despa ve ark., 2002; Pogwizd ve ark.,
2003).

Ote yandan ilging olarak Bs-ARler BRL ile uyarildiginda akim, pompa aktive edilir
edilmez bir pik yapmak yerine yavas yavas artarak kararl bir duruma ulagsmaktadir
(Sekil 3.5). Akim kaydi boyunca kaydedilen pik akim degerlerinde noradrenalinle
inkiibe edilen hiicrelere gore bir degisiklik olmamasina karsin, kararli durum akim

degerlerinin BRL tedavisi ile kontrol degerlerine geri dondugu gozlenmigtir.

Bu ilging bulgu, Bs-AR’lerin hiicre igi Na* dlizeyleri (izerinde nasil bir etkisi oldugunu
merak etmemize neden olmustur. B;-AR aracili olarak yavasca arttiktan sonra
kararli duruma ulasan bu akim daha sonra intraselliler Na® dizeylerini
azaltabilecegi gibi, Bs-AR’lerin esas olarak hiicre i¢i Na® diizeylerini arttirarak
sekonder olarak Na*/K* pompasini aktive etmesi de s6z konusudur. Bundgaard ve

arkadaslari (2010) Na* igermeyen siperfuzatlar kullanarak BRL ile indiklenen NKA
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aktivasyonunun degismedigini gOstererek Bs-AR-aracili Na® ice alim olasiligini
elemiglerdir. Bu noktanin aydinlatimasi amaciyla ayrintih  hicre igi Na*
konsantrasyonlarinin olculmesi gerekmektedir. Ne yazik ki, gaismamizda pompa
inhibisyon/aktivasyon protokolt sirasinda patch klamp ile es zamanh olarak
goérintileme deneyleri gerceklestirilememistir. Bu nedenle yukaridaki sorunun yaniti

elimizdeki bulgularla net olarak verilememigtir.

Calismamizda yalnizca bazal intraselliler Na* diizeyleri 6lgtiimustir (Sekil 3.8). Na*
floresans degerleri, NA tedavili grupta artmis, BRL tedavisiyle ise azalmis
gbzikmesine karsin gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilk
g6zlenmemistir. S6zU edilen anlamsizligin degisik nedenleri olabilecedi de g6z ardi
ediimemelidir. Ornegin, sodyum goriintiileme deneylerinin her birinin sonunda farkli
konsantrasyonlarda ekstraselliiler Na* kullanilarak bir kalibrasyon egrisi gizilmelidir.
Boylece elde edilen Na* floresans degerlerinin karsilik geldigi bir intraselliler Na*
konsantrasyon degeri hesaplanmaldir. Bu durumda 0.1 birimlik bir floresans
farkliigr yaklagsik 10 mmol/L’lik bir konsantrasyon farkliligina denk gelebilmektedir
(Despa ve ark., 2002). Ne var ki, calismamizda kalibrasyon egrisi ¢izilememis ve

Na® konsantrasyonlari hesaplanamamistir.

Ote yandan, [Na']; dizeylerindeki en ufak bir degisiklik pompa aktivitesinde gok
daha buyuk degisikliklere neden olmaktadir. Bu durum, pompanin algiladigi sodyum
konsantrasyonunun sitozolik sodyumdan farkli oldugunu dastndirmektedir (Fuller
ve ark., 2012). Gergekten de, patch pipetiyle kontrol edilen sitozolik ‘bulk’ bdlge ile
‘bulanik bolge’ (fuzzy space) diye adlandirilan sub-sarkolemmal bdlge arasinda bir
Na® gradienti oldugundan s6z edilmigtir (Bers ve ark., 2003). Kardiyak aksiyon
potansiyeli sirasinda Na® kanallari aracili Na* akimi, subsarkolemmal bdlgedeki
[Na*]sm konsantrasyonlarinda, bulk [Na*]’a gbre 60 kat fazla bir artis olusturmaktadir
(Weber ve ark., 2003). Hucrelerin uyariimasi sirasinda [Na']s»’'nin 40 mM arttigi,
bulk [Na*]/de ise bir degisiklik olmadigi bildirilmistir (Bers ve ark., 2003). Pompa
aktivasyonu sirasinda gdézlenen pik akimin da bu konsantrasyon farkindan
kaynaklandigi éne siraimustir (Su ve ark., 1998). Pompa aktivasyonu sonrasinda
[Na*]sm konsantrasyonlari azalirken, bulk [Na*]; konsantrasyonlarindaki degisimin ise
Olctlemeyecek kadar kiguk oldugu bildirilmistir (Bers ve ark., 2003). Calismamizda
Na" floresans deg@erlerinde anlamli bir farklilik gérilmemesinin bir nedeninin de bulk

[Na™yun 6lgiimii olabilecegi distiniiimektedir.
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Gozlenen akimin gercekten Na'/K* ATPaz aracili olup olmadigini anlamak igin
deneyler pompanin inhibitérii olan ouabain varliginda da tekrar edilmistir. Ouabain
varhginda gergekten de 0 K* - 4 K* protokoli akim degerlerinde herhangi bir
degisiklige yol agmamistir. Bu bulgu, kaydedilen akimin Na'/K* ATPaz aracili
oldugunu kanitlamaktadir (Sekil 3.6).

Daha sonra, kisa sureli in vitro inkibasyonla g6zlenen bu etkilerin uzun sureli in vivo
tedaviyle etkilerinin incelenmesine karar verilmistir. Bu amagla, ratlara 14 gin
stureyle 4 mg/kg/gin dozda noradrenalin uygulanarak hipertrofi modeli
olusturulmustur. Calismamizda kontrol ve noradrenalin tedavili gruplara ek olarak
dclncl bir grubun tedavisine ise noradrenaline ek olarak 10 mg/kg/gin dozda BRL
37344 eklenmistir.

2 hafta sureyle tedavi edilen ratlarin ilk olarak in vivo hemodinamik parametreleri
incelenmistir. Basing-hacim iligkisini gdsteren ‘P-V loop’ analizleri intakt ventrikiler
fonksiyonun belirlenmesinde vyararli bir yaklagimdir. Bu yontemle sistolik ve
diyastolik performanslari ayrintili olarak incelenen ratlarda noradrenalin ile
hipertrofinin  indiklendigi  goérilmektedir. BRL tedavisiyle ise hemodinamik
parametrelerin neredeyse tekrar kontrol dizeylerine dondigl goézlenmistir. Kalbin
sistolik fonksiyonunu gdsteren sistol sonu basing ve kasilma hizi degerleri hipertrofik
ratlarda artmistir (Sekil 3.10). Ote yandan, kalbin diyastolik fonksiyonunu gdsteren
parametrelerden gevseme hizinin azaldigi, diyastol sonu basincin ise arttigi
gozlenmistir (Sekil 3.11). BRL tedavisi, diyastol sonu basing haricindeki tim
degerleri kontrol dizeylere geri dondirmektedir. Diyastol sonu basing degerinin ise
BRL tedavisiyle bir miktar azaldigi, yine de tam olarak kontrol dizeylere geri
donmedigi belirlenmigtir. Bunlara ek olarak, kalp atim hizi ve kardiyak output
degerleri de hipertrofi durumunda artmig, BRL tedavisiyle ise kontrol dizeylerine
geri dénmustir (Sekil 3.12). Ote yandan sistol ve diyastol sonu hacimler, ejeksiyon

fraksiyonu ve Tau degerlerinde ise gruplar arasi anlaml farklilik bulunmamistir.

Daha sonra, vena cava Uzerinde basilar uygulanarak preload degisimine kalbin
yanitverirligi incelenmigstir. Bu sekilde elde edilen ylk-bagimsiz (load-independent)
indeksler, artan kalp atim hizi ya da hipertrofi gibi kosullardan badimsiz olarak
ventrikll kontraktilitesindeki gercek degisiklikleri ifade etmektedir. Hipertrofik ratlarda
PV looplarin kontrollere gore degisik bir profil sergiledigi dar ve uzun bir bigime

donistigu gdézlenmektedir. Bu ratlarda artan PRSW ve Ees degerleri sistolik
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performansin arttigini géstermektedir. Ees, ESP-hacim iliskisine ait grafigin egimi,
PRSW ise SW ve EDV iligkisinin egimidir. Bu parametrelerin artmasi artan sol
ventrikil  inotropisinin  bir kanitidir. Ote yandan, diyastolik fonksiyonun
degerlendiriimesinde kullanilan EDP-hacim iligkisine ait grafigin egimi ise kalbin
katiligini ifade etmektedir (Demarco ve ark., 2011). Bu degerin de hipertrofili ratlarda
arttigr  gozlenmistir. Bu durum kalbin ¢ok kasildigini ancak gevseyemedigini
gostermektedir. BRL tedavili ratlarda ise bu katilik durumu istatiksel olarak anlamli

olmasa da bir azalma trendi gostermektedir (Sekil 3.13).

LVESP/SV oraniyla hesaplanan arteryel elastisite degeri (Ea) afterload’'un bir
gostergesidir. Noradrenalin tedavisiyle Ea artmaktadir. Bu artisin ay-AR-aracili
vazokonstriksiyona bagll olarak gelisebilecegi distinilmektedir. Bu hipotez,
noradrenalinle induklenen hipertrofinin as-AR-aracili oldugunu kanitlar niteliktedir.
BRL tedavisi ise Ea’daki bu artisi geri déndiirmektedir. Ote yandan EDP degeri ise
preloadun bir gdstergesi olarak degerlendiriimektedir. Bu parametrenin NA tedavili
ratlarda artmasi hipertrofide preloadun da arttigini géstermektedir. Ne var ki, diger
parametrelerin tersine EDP degeri BRL tedavisi ile geri ddnmemistir. Bu durum

BRL’nin preload Gzerine bir etkisi olmadigini dusundurmektedir.

Calismamizda gozlenen sistolik performanstaki artis dnceki caligmalarla tutarhdir
(Laycock ve ark., 1996; Leon-Velarde ve ark., 2001). Ratlara kronik uygulanan
noradrenalinin artan serbest oksijen radikalleriyle iligkili olarak kontraktiliteyi arttirdigi
ancak akut noradrenalin yanitlarini azalttid1 bildirilmigtir (Laycock ve ark., 1995).
Hipertrofide gdzlenen sol ventrikil kontraktilite artisinin artan afterload sonucu
gelisen kompansatuar bir yanit oldugu disiniimektedir (Leon-Velarde ve ark.,
2001; DeMarco ve ark., 2011). Ote yandan, mekanik kasiimalardaki artisin, hiicre
blylmesine neden olan myozin sentezi artisiyla iliskili oldugu bildiriimistir (Zierhut
ve Zimmer, 1989). Hipertrofiyle iligkili olarak gdzlenen sistolik kontraktilitedeki artig
ve diyastolik gevsemedeki bozukluklar kompanse erken dénem kalp yetmezligi
tablosunu yansitmaktadir. Ne var ki, ilerleyen donemde sistolik performans da
bozularak kalp yetmezligi gelisecegini disinmek mantiksaldir (Doggrell ve Brown,
1998).

Ratlarin kan basing degerleri de incelenmistir. Hipertansif etkili oldugu bilinen
noradrenalin tedavisi gercekten de hem sistolik hem de diyastolik kan basinglarini

arttirmistir. BRL tedavisi kan basinci Gzerindeki bu etkiyi geri dondurmastur. Ne var
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ki, istatiksel olarak gruplar arasi bir anlamlilik bulunmamigtir (Sekil 3.15). Tedavi
suresi uzatilarak ya da noradrenalin konsantrasyonu arttirilarak kan basinci

uzerindeki etkinin daha belirgin olabilecegi dusinulmektedir.

in vivo élgiimler sonrasinda ratlarin kalpleri gikarihp tartilmistir. Hipertrofi belirteci
olarak kullanilan kalp agiriginin vicut agirhigina oranlanarak hesaplanan degerin
gercekten de noradrenalin tedavili ratlarda %28 arttig1 bulunmustur. Bu oran diger
c¢alismalarda bulunan oranlarla uyumludur (Laycock ve ark., 1995). BRL 37344
tedavisi ile kalp agirhgi/vicut agirhgr oranindaki artis %20 azalmaktadir (Sekil 3.2).

Daha sonra bu kalpler biyokimyasal ve molekiler ¢alismalar i¢in kullaniimigtir.

ilk olarak bu kalplerin biyokimyasal Na*/K* ATPaz enzim aktivitesi dlglilmistir. Kisa
sureli noradrenalin inkibasyonu ile elektrofizyolojik olarak elde edilen sonuglara
paralel olarak uzun sireli noradrenalin tedavisinin de Na*/K* ATPaz etkinligini %55
oraninda inhibe ettigi, BRL tedavisinin ise bu inhibisyonu tamamen duzelttidi

gOzlenmistir (Sekil 3.16).

Calismamizda gerek in vitro olarak kisa sureli noradrenalin inkibasyonunun Na/K
pompa akimini gerekse in vivo uzun sireli noradrenalin tedavisinin asiri katekolamin
stimilasyonu sonucu Na/K pompa aktivitesini azalttigi gozlenmistir. Ote yandan,
akut noradrenalin uygulamasinin Bs;-AR-aracili olarak ouabain duyarli Na/K pompa
akimini arttirdigini gésteren galismalar da bulunmaktadir (Glitsch, 2001; Bundgaard
ve ark., 2010). Bu farklilik, calismamizda amagclandigi Gzere sempatik sistem asiri
aktivasyonu sonucu adrenerjik reseptér yolaginin desensitize oldugunu ve (4-AR-
aracih gelisen gelisen oksidatif modifikasyonlarin pompayi inhibe etmis olabilecegini
distndirmektedir. B1-AR-aracili yolaklar NADPH oksidazi aktive ederek superoksit
(O27) olusumuna yol agmaktadir. O, lerse NKA inhibisyonu ile ge¢ Na* kanal
aktivasyonuna neden olmaktadir. B;-AR aktivasyonunun B4-AR’lerin bu etkilerini,
cGMP aracii cAMP degredasyonuna bagli olarak 6nledigi diastnutlmektedir
(Galougahi ve ark., 2012) (Sekil 4.1).



79

Adrenerjik
Hlperaktlwte

W%’WWL . WW’W "7 EErpreenen
ﬁéﬁééﬁﬁﬁﬁ!ﬁﬁ i é éﬁﬁﬁ?&éﬁ

cAMP s
\ ‘1’ Y S
cGMP .
PKA —)PKC:‘ l; ‘gi

Mitokondri
v Ca? ’
VATP <4

* Late Na*

Sekil 4.1. Kalp yetmezliginde redoks-bagimli B-AR sinyal yoladi ve [Na']. (Galougahi ve
ark., 2012)

Patolojik hipertrofide fetal gen ekspresyonlarinin arttigi bilinmektedir (Bernardo ve
ark., 2010). Calismamizda da klasik bir patolojik hipertrofi belirteci olan ANP
dlzeylerinin noradrenalin tedavili ratlarda arttigi gozlenmigtir. Noradrenalinle

indUklenen hipertrofi durumu BRL tedavisiyle geri ddnmektedir (Sekil 3.17).

Ote yandan, normal fizyolojik kosullarda fonksiyonel olmamasina karsin, kronik
katekolamin maruziyetinden sonra Bs-AR etkinliginin arttigi bildiriimistir. Ornegin,
neonatal kardiyomiyositlerde 24 saat slreyle noradrenalin inkiibasyonunun (;-AR
MRNA ve protein ekspresyonlarini %156 ve %169 oraninda arttirdigi gosterilmistir
(Germack ve Dickenson, 2006). Benzer sekilde calismamizda da hipertrofik rat
kalplerinde Bs-AR protein ekspresyonunun %141 oraninda arttigi bulunmustur. BRL

tedavisi ise bu artisi tamamen geri dondurmektedir (Sekil 3.18).

Calismamizda birbirlerinden bagimsiz olarak regile olduklari ve farkli etkilere
aracllik ettikleri bilinen Na*/K* pompa alt inite ekspresyonlari da incelenmistir (Sekil
3.19). NKA protein ekspresyonlarinin plazma membrani yerine tim kalp
homojenatlarinda saptandiklari bildiriimistir (Yin ve ark., 2014). Bu nedenle,
¢alismamizda da tim kalp homojenizasyonundan elde edilen lizatlar kullanilmigtir.
Sitozoldeki ‘bulk’ [Na®]; dlzeylerini diizenledikleri bilinen a1 alt Unitesinde anlamli
olmayan bir artig gozlenmigtir. o alt Gnitesiyle birlesmeyi kolaylagtiran (1
izoformlarinin ekspresyon dizeylerinde ise bir degisiklik gdzlenmemistir. Ote

yandan, a2 alt unite ekspresyonu ise hipertrofik ratlarda azalmaktadir. Ne var ki, bu
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azalma da istatiksel olarak anlamli degildir. o2 alt Gnite ekspresyonunda gdzlenen
azalma dnceki ¢alismalarla da tutarlidir. Hipertrofik yetiskin rat kalbinde, a1 ve 31 alt
unitelerinde higbir degisiklik gézlenmedigi halde a2 alt Unitesinin azaldigi gézlenmis
ve bu azalma miktarinin hipertrofinin derecesiyle orantili oldugu bildirilmistir
(Charlemagne ve ark., 1994). Ote yandan rat kardiyomiyositlerinde yapilan bir bagka
¢alismada noradrenalin ile uzun sireli a-AR aktivasyonunun, a2 alt Gnitesi mRNA ve
protein dizeylerinde azalmaya; izoprenalinle B-AR aktivasyonunun ise a1 alt Gnitesi
MRNA ve protein dizeylerinde artisa neden oldugu bildiriimistir. a- ve B-AR
aktivasyonuyla olugan bu iki zit etkinin kardiyak miyositlerin NKA fonksiyonu
Uzerinde bir denge saglamaya yonelik olabilecegi dustnulmektedir. a-AR
aktivasyonunun PKC yolag Uzerinden yalnizca a2 alt Unitesini hedef aldigi
bildirilmistir (Yin ve ark., 2014). Ayrica, NKA a2 alt {nitesindeki azalmanin, Ca*"
gecisindeki artisa bagl olarak hiperkontraktil 6zellikler tasidigi gosterilmistir. Selektif
a2 inhibisyonu global [Na']; konsantrasyonunu degistirmeksizin, NCX aracili Ca**
atimini yavaslatarak kontraktiliteyi arttirmaktadir (Despa ve ark., 2012). Bu
calismada total NKA ekspresyonlari dedismeksizin inhibe olan a2 alt Unitesini
dengelemek Uzere a1 alt Gnitesinin stimile oldugu bildirilmistir. Correll ve
arkadaslarina ait bir baska calismada da a2 overekspresyonunun ise pompa Na*
affinitesini arttirdiyi ve daha etkin bir Na® atilimi sayesinde antihipertrofik etki
gosterdigi bildiriimistir (2013). NCX ve NKA’In birbirlerine yakin lokalize olduklari ve
etkileserek miyosit Na* ve Ca®* konsantrasyonlarinin diizenlenmesinde birlikte gérev
yaptiklari bilinmektedir. a2 overekspresyonunun NKA aktive edici etkisi, NCX
aktivasyonuna ve Ca™ atliminin da kolaylastirimasina yol agmaktadir.
Calismamizda hipertrofik ratlarda gézlenen a2 alt Unitesindeki azalmanin BRL
tedavisiyle dizeldigi gézlenmistir. B3-AR stimilasyonunun antihipertrofik etkinliginin

artan a2 alt Unite etkisine de bagl olabilecegi diisiniimektedir.

Na*/K* pompa fonksiyonunun diizenlenmesinde oksidatif modifikasyonlar énemli bir
rol oynamaktadir. PKA ve PKC-aracili yolaklarin NADPH oksidaz aktivasyonuna
bagli olarak pompayi regile ettigi bilinmektedir. Bu oksidatif yolak B; altinitesi
glutatyonilasyonu sonucu pompa inhibisyonuna yol agmaktadir. Pompa inhibisyonu
sonrasinda intraselliiler Na* diizeylerindeki 1mli bir artis, Ca*?u ve buna bagli
olarak da kontraktiliteyi arttirmaktadir. Ancak, Na® dizeylerindeki daha blyik
artislar diyastol sirasinda sarkoplazmik retikulumdan Ca*?la indiiklenen Ca*?

salimini arttirarak kontraktil disfonksiyona ve aritmilere neden olmaktadir. Klasik
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Na’/K* pompa inhibitéri kardiyak glikozid kullaniminin ileri dénem kalp
yetmezliginde artan mortaliteyle iliskili olduklari bilinmektedir. Ote yandan, yiksek
sitozolik Na™la iligkili olarak artan Na® atimina yol agacak tedavi yontemlerinin
yetmezlikte vyararli olabilecegi dusindlmektedir. ACE inhibitorleri, aldosteron
antagonistleri ve NO dondrlerinin pompa stimulasyonuna yol actigi bildirilmigtir. -
blokerlerin klinik yararlarinin da Na* atimini arttirmalariyla iligkili olabileceginden s6z
edilmistir (Rasmussen HH, 2009). Bs:-AR stimulasyonunun da geri déndsimli (4
altiinitesi glutatyonilasyonunu onleyerek Na*/K* pompasini aktive ettigi gézlenmistir
(Bundgaard H. ve ark., 2010).

Benzer sekilde, galismamizda da Bs-AR aktivasyonunun azalan Na*/K* ATPaz
etkinligini arttirarak kardiyak hipertrofinin erken déneminde gdzlenen artan sistolik
ve azalan diyastolik fonksiyonlari duzenledigi gozlenmigtir. Ne var ki, kalp
yetmezliginin daha sonraki asamalarindaki rolleriyle ilgil detayll incelemeler
yapilmasi gerekmektedir. Bs-AR-aracili artan Na'/K* pompa akimina bagh olarak
olusacak Na® diizeylerindeki azalmanin saglikli kalpte negatif inotropiye aracilik
ederken yetmezIikli kalpte negatif inotropik etki olusturmayacagi 6éne sirtlmektedir.
Bs-AR upregulasyonu ile iligkili yetmezlik modelinde reseptdr aktivasyonuyla
g6zlenen negatif inotropinin azaldigi ve hemodinamik parametrelerin iyilestiginin

g6zlenmesi bunun kaniti olarak gosterilmistir (Bundgaard ve ark., 2010).

Kalp yetmezligi, gelismis Ulkelerde goérulen en onemli kardiyovaskuler hastaliktir.
GunUmuzde yalnizca ABD’de her yil 300.000 6lime neden olan kalp yetmezligi
sikigi her gegen giin artmaktadir. Ote yandan kalbin artan isylkiine yanit olarak
gelisen ancak zamanla kalp yetmezligi ve malign ritm bozukluklarina neden olan
hipertrofi tablosunun yetmezlik gelisimi icin en dnemli risk faktori oldugu bildirilmigtir
(Berenji ve ark., 2005). Kalbin yapisal, metabolik ve fonksiyonel ‘remodeling’ine
neden olan patolojik hipertrofinin dnlenmesi kalp yetmezligi gelisimi ve ani 6lim

riskinin engellemesi acisindan énemlidir.

Bu nedenle, B3-AR aktivasyonu aracili olarak hipertrofinin énlenmesi kalp yetmezIigi
gelisiminin  6nlemesi yoninden o©énem tasimaktadir. Benzer sekilde, Bs-AR
aktivasyonunun kardiyak disfonksiyonu o6nledigini gosteren ¢ok sayida calisma

bulunmaktadir. Wang ve arkadaslari (2013) ratlarda basing-overload’u ile
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indUklenen hipertrofi modelinde gelisen kardiyak disfonksiyonun (;-AR agonist
benzeri etkileri olan otoantikorlarla iyilestirildigini gdstermiglerdir. Bu koruyucu
etkilerinin Bs;-AR-aracili negatif inotropi ve kronotropiye bagl olarak miyokardiyal
oksijen tuketimi ve kalsiyum overload’'unun azalmasi sonucu ortaya cikabilecegdi
bildirilmigtir. Ayrica, BRL 37344’Un spontan hipertansif ratlarda noradrenalin salimini
azalttigi gosterilmistir (Berg, 2014). Ote yandan, Zhang ve arkadaslari (2014) Bs-AR
agonistik etkinligi olan nebivololin, eNOS ve nNOS aracili olarak myokardiyal
infarktlis hasarini ve apoptozu 6nledigini géstermislerdir. Genel gérisin tersine, bu
calismada myokard infarktisl geciren farelerde (3;-AR ekspresyonlarinin azaldigi,
nebivolol tedavisi ile ise geri dondugu bildirilmigtir. Beta 3-AR agonistlerinin tip 2
diyabetik hayvan modellerinde de anti-diyabetik etkinlik gosterdidi ve ayrica kronik
tedavinin hiperglisemi, hiperinstlinemi ve hiperlipidemiyi dnledigi gézlenmistir (Dolan
ve ark., 1994; Yoshida ve ark., 1994). MOXCON calismasi da dogal olarak olusan
Bs-AR ligandindaki azalmanin zararli olabilecegini 6ne surmektedir. Diyabetik
hayvanlarda da kardiyak B;-AR’lerin sayilarinin arttigi bilinmektedir (Dincer ve ark.,
2001). Diyabet tedavisinde kullanilan tiazolidindionlarin (TZD) kalp yetmezligine yol
actigi gosterilmistir (Singh ve ark., 2007). Duslik doz TZD kullaniminin B;-AR
downregtilasyonuna yol actigi ve yetmezligin buna bagh olarak gelisebilecegi dne
surtlmektedir. Buna ek olarak, aritmojenik kdpek kalp yetmezligi modelinde 30
gunlik BRL 37344 tedavisinin QT intervalini kisaltarak ventrikiler tasikardi sikhgini
azalttigr gosterilmistir. BRL 37344 ayrica bu hayvanlarda, kalp agirigini ve bir
hipertrofi/yetmezlik markeri olan NCX protein dizeylerini de azaltmaktadir (Zhou ve
ark., 2008).

Ote yandan, bu bulgularin tersine Bs-AR aktivasyonunun kardiyak disfonksiyonu
daha da Kkotilestirdigini gosteren c¢alismalar da bulunmaktadir. Zhao ve
arkadaslarinin  (2012) calismasinda ratlarda aortik konstriksiyonla gelistirilen
yetmezlik modelinde atriumlardaki 3;-AR ekspresyonunun arttigi bunun da atrial
remodeling ve ventrikiler disfonksiyona yol ac¢tigi gdsterilmistir. Bir bagka ¢alismada
ise Bs-AR antagonistlerinin ‘pacing’le indiklenen kalp yetmezligi modelinde egzersiz
performansini arttirdigi  gosterilmistir (Masutani ve ark., 2013). Ayrica, kalp
yetmezliginde artan PDEZ2 aktivitesinin B3-AR aracil olarak inotropik rezervi daha da
azaltarak sistolik disfonksiyonu kétulestirdigi 6ne surtlmustir (Mongillo ve ark.,
2006).
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Kalp yetmezliginde eskiden kontrindike olan B-blokerlerin artik klinikte kullaniimaya
baslanmasinin temel mantigi sempatik sinir sistemi etkinliginin asirn arttig
durumlarda kardiyomyositlerin korunmasidir. Sempatik sinir sistemi etkinligindeki
asin artisin myokardda progresif bir hasara neden oldugu ve bunun (-blokerle
onlenmesinin bazi kalp yetmezIigi tiplerinde yararli oldugu gosterilmigtir. B;-AR’lerin
de aslinda [-blokerlerle saglanmaya c¢alisilan etkiyi olusturmak icin kalpte
yerlestiklerini disinmek olanaklidir. B;-AR’ler, B4-/B2-ARler icin gerekenden cok
daha yuksek katekolamin konsantrasyonlarinda uyarilabilmekte ve negatif inotropik
etkiye aracilik etmektedirler. Buna ek olarak, downregulasyona direnclidirler ve
kardiyak patolojilerde upreglle olurlar. Bu &zelliklerine dayanarak bu reseptér
alttipinin, yukarida da belirtildigi gibi sempatik sinir sistemi etkinliginin agiri arttig
durumlarda kardiyomyositlerin korunmasi amaciyla devreye sokulan bir koruyucu
mekanizma oldugu distntlmektedir. Son yillarda tGglncl kusak olarak adlandirilan
vazodilator etkili B-blokerler de hipertansiyon tedavisinde kullaniimaya baslanmistir.
Bu ilaglarin karakteristigi $4-(nebivolol) ve [4-/B2-(busindolol) AR'leri bloke etmeleri
ve Bs-AR’leri ise uyarmalaridir. Bir baska anlatimla, vazodilatér ézellikleri Bs-AR
stimulasyonundan kaynaklanmaktadir. Benzer bir yaklagimla, kardiyak f(3-AR
uyarisinin myokardiumda NO saliveriimesine yol acarak kalbin oksijen tlketimini
azaltacagl ve kalp yetmezliginin erken asamalarinda vyararli olabilecegi one
suralmagstar (Rozec ve ark., 2003). Bunlara ek olarak, Bs-AR’lerin tlr bagimli
farmakolojik  6zellikleri hayvan c¢alismalarinin  klinik  kullanimdaki  édnemini
kisitlamaktadir. B4/ B.-AR blokerleriyle kombine kullanimlariyla, B;-AR’lerin hedef
dokudaki disik ekspresyon dizeyleri, biyoyararlanim ve segicilik sorunlarinin
Ustesinden gelinmeye calisiimaktadir. Ancak insan calismalariyla daha saglam
bilgiler elde edilebilecegi géz énlinde bulundurularak son vyillarda klinik ¢calismalara

agirlikh olarak yogunlagiimaktadir.
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5. SONUG VE ONERILER

Calismamizda in vitro olarak kisa sureli (3 saat) ve in vivo olarak uzun sureli (2
hafta) noradrenalin inkilbasyonunun hem elektrofizyolojik olarak hem de
biyokimyasal olarak 6lgiilen Na*/K* ATPaz pompa akimi ve enzim etkinligini azalttig
g6zlenmigtir. Ote yandan, in vivo noradrenalin tedavisi uygulanan ratlarda kalp
agirhgr ve ANP duzeyleri artmaktadir. Gelisen hipertrofi sonucu sistolik fonksiyonun
arttigi, diyastolik fonksiyonlarin ise bozuldugu gézlenmistir. Tedaviye ;-AR agonisti
BRL 37344 eklendiginde NKA akim ve enzim aktivitesinin kontrol dizeylere geri
dondugu saptanmistir. Ayrica, kalp agirhgr ve ANP dlzeylerinin iyilestigi, in vivo

hemodinamik parametrelerin ise duzeldigi belirlenmigtir.

Calismamizda, noradrenalin tedavisi ile artan afterload’a bagli kompensatuvar bir
yanit olarak artan kontraktilitenin, B;-AR agonist tedavisi ile azaldigi gézlenmistir.
Gozlenen bu negatif inotropik etkinin kalp yetmezliginin erken dénemlerinde yararli
olabilecegi dislinilmektedir. Ne var ki, negatif inotropik etkili Ca*™ antagonistleri gibi
sistolik fonksiyonun azaldigi yetmezlik durumlarinda Bs-AR’lerin de zararli
olabilecegi dusunulmektedir. Buna karsin, koyun yetmezlik modelinde f(3;-AR
agonistlerinin negatif inotropik etkilerinin ortadan kalktigi ve bozulan hemodinamik
parametreler Uzerinde olumlu etkileri oldugu bildirilmistir. [B3;-AR agonistlerin
terapdtik rollerinin daha iyi anlagilabilmesi igin kalp yetmezliginin farkli evrelerindeki

etkilerinin ayrintil olarak arastiriimasi gerekmektedir.

Hipertrofi ve kalp yetmezliginde hicre igi [Na'], konsantrasyonlarinin arttigi
bilinmektedir. Yiiksek [Na*]; konsantrasyonlari, hiicresel Ca®" dengesini, kardiyak
metabolizmayi ve oksidatif durumu olumsuz ydnde etkilemektedir. Buna karsin,
NKA stimiilasyonu sonucu [Na*]; diizeylerinin azalmasi NCX aracili Ca®* disa atimini
arttirarak SR’a alinacak sitozolik Ca?** diizeylerinin ve buna bagl olarak
kontraktilitenin azalmasina neden olmaktadir. Calismamizda Bs;-AR-aracili NKA
stimalasyonunun hipertrofide arttigi gézlenmistir. Ne var ki, s-AR’lerin koruyucu etki
mekanizmalarinin tam olarak anlasilabilmesi amaciyla hiicre ici Na* ve Ca?®'
dlizenlenmesindeki rollerinin ayrintili olarak incelenmesi gerekmektedir. Ote yandan,
hipertrofi ve kalp yetmezliginde gozlenen [Na']; artigi igin iki olasi agiklama
bulunmaktadir: hiicre igine artan Na* girisi ya da hiicre digina azalan Na* atimi. Son

yillarda, kalp yetmezligi patolojisinde ge¢ Na® kanallarinin rolii Gzerinde
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durulmaktadir. Calismamizda, tek hiicre disina atim mekanizmasi olan Na'/K*
pompaslyla B3-AR’lerin etkilesimi incelenmistir. Ne var ki, Bs-AR’lerin hicre igine
Na® aliminda rol oynayan mekanizmalarin, dzellikle de ge¢ Na* kanallari (izerindeki
etkilerinin de arastinimasi bu reseptor alttipinin terapétik potansiyelinin

anlasilabilmesi agisindan yararli olacaktir.
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OZET

Kardiyak Hipertrofide Beta 3-AR’lerin Na*/K*-ATPaz Enzimi Uzerindeki Etkisi

Negatif inotropik etkiye aracillk eden Bs;-AR’lerin etkileri saghkli kalpte belirgin
olmamakla birlikte, sempatik asiri aktivasyonla iligkili kardiyak patolojilerde
ekspresyonunun arttigi ve etkilerinin gtclendigi 6ne surllmektedir. Bs-AR’lerin
saglkl kalpte kardiyak pompa (1 alt Unitesi Uzerindeki oksidatif modifikasyonu geri
dondirerek artan Na*/K* akimina aracilik ettikleri gosterilmistir. Ne var ki, bir patoloji
varliginda Bs-AR’lerin NKA Uzerindeki etkileri henlz bilinmemektedir. Bu nedenle
calismamizda sempatik sistem aktivasyonu sonucu gelisen rat hipertrofi modelinde
Bs-AR'lerin Na*-K* pompasi (zerindeki etkilerinin arastirimasi amaglanmistir.
Oncelikle, taze izole edilmis rat kardiyomiyositlerinde kisa (3 saat) streli, in vitro
noradrenalin inkiibasyonunun Na*/K* pompa akimini azaltti§i ve istatiksel olarak
anlamh olmamakla birlikte hiicre ici Na® floresans diizeylerinde hafif bir artis
olusturdugu gdzlenmistir. Ortama (3;-AR agonisti BRL 37344 eklendiginde ise
pompa akimindaki azalma geri donmekte ve Na® dlzeylerindeki artis ise
azalmaktadir. In vitro olarak elde edilen bu bulgunun in vivo etkilerinin incelenmesi
amaciyla ise ratlara 2 hafta sureyle noradrenalin tedavisi uygulanarak hipertrofi
modeli gelistiriimistir. Bu ratlarin kardiyak fonksiyonlari sol ventrikil basing-hacim
analiz yontemiyle incelenmistir. Kalp agirigi/beden agirhidi orani artan noradrenalin
tedavili ratlarin sistolik fonksiyonlarini gosteren ESP ve dPmax; diyastolik
fonksiyonlarin gostergesi olan EDP degerlerinin arttigi ve dPmin degerinin ise
azaldigi gézlenmistir. Ote yandan kalp atim hizinin da hipertrofik ratlarda arttigi
gozlenmistir. Buna ek olarak, ylk-bagimsiz kontraktilite indeksleri PRSW ve Ees
degerleri ile ventriklil katihginin da noradrenalin tedavili ratlarda arttigi gdézlenmigtir.
Afterload’'u tanimlayan Ea parametresi de hipertrofik ratlarda artmaktadir.
Noradrenalin tedavisiyle gelisen sistolik performans artisinin afterload artisina karsi
gelisen kompensatuvar bir yanit oldugu distnilmektedir. B;-AR agonisti BRL 37344
tedavisiyle ise bu parametrelerin kontrol dizeylerine geri ddondugu goézlenmigtir. Ne
var ki, ratlarin sistol ve diyastol sonu ventriklil hacimleri ile atim hacmi arasinda bir
farkhlik bulunmamustir. Hipertrofik rat kalplerinde ayrica, Na*/K* pompa aktivitesi
azalmaktadir. Noradrenaline ek olarak BRL 37344’lin tedaviye eklenmesiyle Na*/K"
pompa aktivitesi dizelmektedir. Ayrica, hipertrofi belirteci bir gen olan ANP
dlzeylerinin de noradrenalin tedavisiyle arttigi, B;-AR stimllasyonuyla ise azaldigi
g6zlenmistir. Hipertrofik ratlarda Bs;-AR ekspresyonlari artmakta, BRL tedavisiyle ise
bu artig geri donmektedir. Ote yandan, hipertrofide NKA alt Unitelerinden [B1
ekspresyonlarinda bir degisiklik olmaksizin a1 altlnitesinde hafif bir artis, a2 alt
unitesinde ise hafif bir azalma gézlenmistir. B;-AR agonist tedavisi ise bu
degisiklikleri geri dondirmektedir. Spesifik Bs-AR agonizminin Na'/K* pompa
stimilasyonu aracili antihipertrofik etkilerinin gdésterildigi ¢alismamiz, hipertrofi
tedavisine yeni bir potansiyel terapdtik yaklasim sunmaktadir. Buna ek olarak,
hipertrofi patofizyolojisinin daha iyi anlasiimasina da katki saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: hipertrofi, Na’/K* ATPaz, beta 3-AR, noradrenalin, basing-hacim analizi
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SUMMARY

The Effect of Beta 3-ARs on Na'/K’-ATPase in Cardiac Hypertrophy

Bs-ARs mediate negative inotropic effects, the physiological role of which is not clear
in healthy heart. They are known to be upregulated in cardiac pathologies
associated with sympathetic overactivation and their effects become more
prominent. B3-ARs are shown to stimulate cardiac Na*/K* pump via the reversal of
an oxidative modification in the regulatory $1 subunit of the pump in healthy heart.
However, their effects on the pump in the presence of a cardiac pathology are still
not known. For this purpose, we aimed to investigate the effects of B3-ARs on Na*-
K" pump in hypertrophy related to sympathetic overstimulation. Firstly, we observed
a decrease on Na'/K* pump current and a slight increase on Na" fluorescence on in
vitro, short term (3 hours) noradrenaline incubated freshly isolated cardiomyocytes.
When B;-AR agonist, BRL 37344 is added, pump current and Na® fluorescence
values returned to control values. To determine the in vivo effect, we treated rats
with noradrenaline for 2 weeks and hypertrophy was induced. Cardiac function of
these rats was investigated by the method of left ventricle pressure-volume analysis.
Systolic function parameters ESP and dPmax, diastolic function parameter EDP
were found to be increased and dPmin to be decrased in noradrenaline-treated rats
with higher heart weight/body weight ratio. Heart rate was also increased in these
rats. Moreover, load-independent contractility indexes PRSW, Ees and stiffness
were increased in hypertrophic rats. On the other hand, BRL 37344 improved these
parameters. However, end systolic, end diastolic ventricle volumes and stroke
volume were not different among groups. Na*/K* pump activity was also increased in
hypertrophic rats. In addition to noradrenaline, when BRL 37344 was also added to
the treatment, Na*/K* pump activity returned to control values. Moreover, ANP which
is an hypertrophy marker, was increased with hypertrophy and decreased with 3z-
AR stimulation. In hypertrophic rats, an increase was observed in $3-AR expression
which was decreased by BRL treatment. On the other hand, NKA (31 subunit was
not changed, however a slight increase in a1 subunit and a slight decrease in a2
subunit were determined. Our study which shows spesific in vivo B;-AR agonism
has an antihypertrophic effect via the stimulation of Na’/K* pump may be a
promising therapeutic option for hypertrophy and provides better understanding of
the pathophysiology of hypertrophy.

Key Words: hypertrophy, Na'/K* ATPase, beta 3-AR, noradrenaline, pressure-volume
analysis
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