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1.GIRIS

1.1 Beta Adrenerjik Reseptorler

B-adrenerjik reseptorler (3-AR) G proteini ile kenetli reseptérler ailesinin dnemli  bir
Uyesidir. Hlcre membrani Uzerinde bulunan bu reseptorler c¢esitli ilaglarin,
nérotransmitterlerin ve hormonlarin etkisine aracilik etmektedirler. 1980’li yillarda 3-
AR’ler sadece Bi- ve B.-AR olarak siniflandirimaktaydi (Lands ve ark., 1967).
Buglin ise en azindan kardiyovaskuler sistem fonksiyonlarinin dizenlenmesinde
gbrevli 3 tip B-AR (Bi-, B2-, B3-AR) oldugu bilinmektedir (Bylund ve ark., 1994).
Ayrica dérdinci bir B-AR (putatif B4-AR) daha olabilecegi gectigimiz yillarda sadece
farmakolojik ve fizyolojik verilerle gosterilmistir (Kaumann ve Molenaar, 1997).

Bilinen G¢ alttip B-AR yapisinda bir ekstraselller glikozillenmis N- terminal
bdlgesi, sitozolik karboksil C-terminal kuyrugu, 3 ekstraselller ve 3 intraselller
kivrimla birbirine baglanmis 7 transmembran segment bulunmaktadir. Bdyle bir
yapinin olmasi B-AR’lere ylksek afinite ve stabilite saglamaktadir. B-AR’lerin
ekstraselller aktif bdlgesine ligandin baglanmasi, reseptérin membrana gémuli
olan 6. segmenti ile sitoplazmik 3. kivrim arasindaki iyonik etkilesmeyi bozar ve G
proteini ile kenetlenmeye neden olur. intraseliller 3. kivrim ayni zamanda reseptor

fosforilasyonu, desensitizasyonu ve reseptdr “cycling”’nden de sorumludur.

Butln B-AR alt tipleri memeli kalbinde bulunan hiicre membrani proteinlerinin
bir parcasidir. Bi-AR’ler 477 amino asitten olugsmustur ve kalbin bitin bélimlerinde
bulunmaktadir. 413 amino asitten olusan B.-AR’ler ise 6zellikle sinus digimuinde ve
atrioventrikUler bélgelerde yUksek oranda bulunmaktadir. Bu dagihm B2-AR’lerin
kalp atimi ve ritminin kontrol edilmesinde énemli oldugunu géstermektedir. Her iki
atrium ve ventrikilde B1-AR/B.-AR orani yaklasik 3/1 dir.

Kalpte 6teki alt tiplere gére daha distk miktarda bulunan Bs;-AR’ler 402 amino
asit icermektedir. Yag dokusunda biylk oranda bulunan bu reseptdrler enerji
metabolizmasi ve termogenezisin dizenlenmesinde rol oynamaktadirlar. Koroner

damar vyataklarinda da bulunan [(s;-AR’lerin ayni zamanda insan ventrikdl



preparatinda kardiyodepresan etkiye aracilik ettigi saptanmistir. ilk kez Gauthier ve
arkadaslari (1996) tarafindan bulunan séz konusu etki, selektif B3-AR agonisti ile ya
da B¢ ve B2-AR antagonisti varliginda izoprenalinle gdsterilmistir.

Katekolamin

- ' .

B,-AR B,-AR B5-AR

!
¢‘/$ o

N eNOS

(J (Translokasyon/Fosforilasyon)
PKA
T |
ATP :
Adenilatsiklaz NO T
Myokard: Kontraktilite 1 Myokard: Kontraktilite N
0,-ihtiyact 1 0,-Ihtiyact 4
Aritmojenite 1 Aritmojenite
Sonug: Vazokonstriksiyon Sonug: Vazodilatasyon

Sekil 1.1: Kalp kasinda B-AR’lerin sinyal transdiksiyon kaskadlari. PKA, protein kinaz A,
eNOS, endotelyal nitrik oksit, NO, nitrik oksit (Pott ve ark., 2006).

1.1.1. B+-AR ve B,-AR’lerin fonksiyonlardaki roli

Kalpteki B-AR ve onlarla kenetli olan sinyal ileti yolaklari néronal olarak salgilanmig
ve dolagimdaki katekolaminlerin kalp Uzerindeki inotropik, kronotropik, lusinotropik
ve dromotropik etkilerine aracilik etmektedir (McDewitt, 1989; Brodde ve Michel,
1999). Baslangigta B-AR’lerin sadece f:+-AR oldugu dusintimesine karsin,
radioligand baglama ve farmakolojik caligsmalar kalpte B.-AR varligini da ortaya
cikarmistir. insan ventrikillerinde total B-AR’lerin %70-80'ni Bi-AR’ler, %20-30’'nu



ise Bo-AR’ler olusturmaktadir. Sican kardiyomiyositlerinde ise B.-AR orani insan
kalbindekinden daha fazladir (%30-40) (Lands ve ark., 1967; Xiao ve ark., 1998).

Genel olarak hem (¢ hem de B,-AR’lerin uyariimasinin Gs proteininin
(stimdlatér etkinlikteki G proteini) ve buna bagh olarak adenilat siklaz enziminin
aktivasyonu sonucu intraseliler cAMP (siklik adenozin mono fosfat) duizeyini
arttirdid1 bilinmektedir. cAMP, PKA’y1 (Protein kinaz A, cAMP badimli protein kinaz)
aktive ederek internal Ca*™ diizeylerini kontrol eden proteinlerin ve kontraktil anahtar
elementlerin fosforilasyonuna neden olmaktadir. Sarkolemma membranindaki L tipi
voltaj bagimli Ca*™ kanallari (Cav1.2) bu anahtar elementlerden biridir ve
fosforilasyonu sonucunda agcilarak hlcreye Ca*™ girisine izin verir. Ekstraselller
ortamdan hucre icine kalsiyum girisi ryanodin reseptorlerini (RyR) aktive ederek

++3

sarkoplazmik retikulumda depolanmis Ca*"un sitozole salinimina neden olur. Bu
aktivasyonun Ca*™_kalmodulin bagimh kinaz Il (CaMKIl) ve PKA tarafindan RyR’nin
fosforilasyonu ile olustugu gdsterilmistir. Hlcre ici Ca™ dlzeyindeki artis ve PKA
tarafindan myozin hafif zincirin fosforilasyonu sirasiyla kalsiyuma kargi kontraktil
flamentlerin yanit verirligini ve myozinin aktine afinitesini artirmaktadir. Bunun

sonucunda kontraktil yanit olusmaktadir (George ve Pitt, 2006).

Kalbin gevsemesi sirasinda PKA tarafinda fosforile olan Troponin | (Tn I),
troponin C’nin (Tn C) kalsiyuma karsi duyarlihgini azaltir. Sitozoldeki serbest Ca™
sarkoplazmik retikulumdaki (SR) SR Ca™ ATP az (SERCa2) enzimi araciliiyla aktif
transport ile SR tarafindan geri alinir. SERCa2 enziminin aktivitesi diizenleyici bir
protein olan fosfolamban tarafindan saglanmaktadir. Bu proteinin PKA ve CaMKI|
tarafindan fosforilasyonu SR’ye Ca™ geri aimmni artinr ve kalp kasi gevser.
SERCa2'nin aktivitesinin fosfolamban ile diizenlenmesine ek olarak, CaMKIl de
dogrudan SERCa2yi fosforile edebilmektedir. Ca'™ ayni zamanda aktivitesini
artirmak icin SERCa2ye direkt olarak baglanmaktadir. Hucre igindeki Ca*™
konsantrasyonunun dengeli bir sekilde saglanmasi kalbin normal olarak kasiimasi
ve gevsemesi igin gereklidir (Machackova ve ark., 2005).

B1-AR ve Bo-AR’lerin uyariimasi sonucu olusan ve yukarida acgiklanan genel
sinyal ileti mekanizmasi icinde Bi-AR aktivasyonu sonucu olusan cAMP sinyali
kardiyomiyositlerde yaygin olarak dagilmakta ve tam bir kontraktil yanit
olusturmaktadir. Buna karsin, birgok memeli tOri kardiyomyositlerinde B,-AR
stimtlasyonu sonucu olusan cAMP sinyalinin blyUklik ve fonsiyonel agidan belirli



bir bélgede sinirli kaldigr ve bunun da daha kiglUk bir pozitif inotropik etkiye yol
actigi saptanmistir (Xiao ve ark., 2004, 1994; Kuschel ve ark., 1999a, 1999b; Chen-
Izu ve ark., 2000; Kaumann ve ark., 1996, 1999; Altschuld ve ark., 1995; Kutnetsov
ve ark., 1995; Zhou ve ark., 1997; Rybin ve ark., 2000). Bunun nedeni 3;-AR
stimulasyonu sonucu kardiyomiyositteki tim L tipi Ca** kanallarinin agiimasi , B>-AR
stimulasyonu sonucu ise sadece reseptdre yakin L tipi Ca™ kanallarinin aktive
olmasi olabilir (Zhang ve ark., 2003). Ote yandan B;-AR’den farkli olarak B,-AR’in
lusinotropik etkisi bulunmamaktadir. Memeli kalbinde B.-AR ile aktive olmus cAMP
sinyalinin lokalizasyon mekanizmasinin aydinlatimasina yoénelik c¢alismalarda G
proteini ile kenetlenme agisindan Bi- ve B.-AR arasinda énemli bir fark oldugu
anlasiimistir. Buna gore yetiskin sican kardiyomiyositlerinde B:-AR’in sadece G; ile
kenetlendigi, B>-AR’in ise hem Gs hem de pertusis toksinine duyarll G; ile
kenetlenebildigi saptanmigtir (Xiao ve ark., 1995). Bu bulguyu destekler sekilde
miyositler pertusis toksin ile inkibe edildiginde B.-AR aracihgiyla L tipi Ca™
kanallarinin daha yaygin olarak acgildigi ve ;-AR stimulasyonuna benzer kontraktil
yanitlarin olustugu gézlemlenmistir (Zhang ve ark., 2003).

Bo-AR ile G; proteininin kenetlendigi HEK293 hiicrelerinde (Daaka ve ark.,
1997) ve daha énemlisi insan miyokardiyumunda (Kilts ve ark., 2000; Pavoine ve
ark., 2003) da gosterilmistir. HEK293 ve kardiyomiyositlerinde yapilan ¢alismalarda
PKA-aracili B,-AR fosforilasyonunun B,-AR_G; kenetlenmesi igin 6n sart oldugu
anlasiimistir (Daaka ve ark., 1997; Zou ve ark., 1999). B,-AR aracili kontraktil
yanitlarin zamana bagliligi neonatal kardiyomiyositlerde de goésterilmistir (Xiang ve
ark., 2002; Cohn ve ark., 1984). SdOyle ki; agonist baglanmasi miyositlerin
kasilmasinda baslangicta kii¢lk bir artis olusturmus ve bunu uzun sireli bir azalma
izlemistir. Buna gb6re silrekli agonist stimulasyonu sirasinda B.-AR_G proteini
kenetlenmesi Ggden Gi'ye ddnusmektedir. PKA bagdimli B.-AR_G; sinyalinin
fosfoinosit 3 kinazi (PI3K) aktive etmesi ve bunun da fonksiyonel olarak
Gs_AC_cAMP_PKA aracili protein fosforilasyonunu inhibe ederek pozitif inotropik ve
lusinotropik etkileri azaltmasi olasi gérinmektedir (Xiao ve ark., 2004, 1994,1998;
Kuschel ve ark., 1999a, 1999b; Chen-lzu ve ark., 2000; Jo ve ark., 2002). Bu
yUzden B.-AR sinyalinin zamana bagli olarak Gsden Gi'ye dénmesinin inotropik
yanitlar agisindan reseptér desensitizasyonuna yardimci olabilecegdi disunebilir.

Bi- ve B-AR’ler arasindaki diger bir énemli fakllik ise, Bi-AR’lerin sirekli
sinyalizasyonunun miyositlerde apopitozise neden olurken B.-AR’lerin uyariimasinin



bu apopitotik sinyallere karsi koruyucu olmasidir (Communal ve ark., 1999; Zaugg
ve ark., 2000; Chesley ve ark., 2000). 3s-AR aracili proapopitotik sinyal L tipi Ca*™*
kanallarindan Ca*™* girisine ve CaMKIlI'nin aktivasyonuna baghdir (Zhu ve ark.,
2003). Bo-AR’lerin apopitozise karsi koruyucu etkilerinin ise G; aracili etkilerinden
kaynaklandigi distnllmektedir, clnkl pertusis toksin uygulamasi ile G; bloke
edildikten sonra koruyucu etki ortadan kalkmaktadir (Communal ve ark., 1999).
Buna ek olarak, Gg,, PI3K, Akt (protein kinaz B) ve ekstraselller sinyal dizenleyici
kinazin (ERK) B2-AR’lerin antiapoptotik etkisiyle iligkili oldugunu gdsteren calismalar
da bulunmaktadir (Xiao ve ark., 2004; Shizukuda ve Buttrick, 2002)

Fare ve sigcan kardiyomiyositlerinde yapilan membran fraksiyon ¢alismalarinda
B1-AR’lerin daha ¢ok sarkolemada, B.-AR’lerin ise kaveolada (Rybin ve ark., 2000)
predominant olarak yerlestigi gdsterilmistir (Rybin ve ark., 2000; Xiang ve ark.,
2002), Kaveola, kolesterol ve glikosfingolipidlerce zengin plazma membraninin
spesiyalize olmus kompartimanlaridir ve kaveolinler ile regiile edilirler. ik olarak
Balijepalli ve arkadaslari (2006), L tipi Ca™ kanallarinin miyositlerde kaveolada
bulunduklarini ve B.-AR’ler Uzerinden bu kanallarin uyarilabilmeleri igin intakt
kaveolaya gereksinim oldugunu gdstermislerdir. Sukroz dansite gradient
uygulamalarinda kalpte bulunan predominant kaveolin izoformunun kaveolin-3 (Cav-
3) oldugu ortaya koymustur (George ve Pitt, 2006). B>-AR sinyalizasyon yolaginin
tim komponentleri de (Gs,Gj,adenilat siklaz ve PKA) Cav-3 ile birlikte bu fraksiyonda
belirlenmistir. ilging olarak, kaveolanin 10mM metil-B-siklodekstrin (MBCD) ile tahrip
edilmesi ya da Cav-3'lin inhibe edilmesi sonucunda B.-AR aracih L tipi Ca™ kanal
aktivasyonu ortadan kalkmaktadir, bu da kaveolar lokalizasyonun esansiyel
oldugunu gdstermektedir (George ve Pitt, 2006). Cav-3 geni cikarilmis farelerde
(Woodman ve ark., 2002; Petrashevskaya ve ark., 2004) kalp yetmezligi gelismesi
B.-AR’lerin  ve kaveolanin regllasyondaki 6nemini ortaya koymaktadir.
Petrashevskaya ve  arkadaglarn (2004), kalp  yetmezligine  Cav-3
“‘downregulasyon”unun eslik ettigini géstermistir. Kaveolanin destabilizasyonu ya da
kaybinin kalp yetmezligine neden oldugunu varsayildiginda, B.-AR’lerin buradaki
rolG ayri tutulamaz. Bu durumda B.-AR_G; sinyalinin artmis olmasi yetmezlIikli kalpte
B1-AR_CaMKII sinyalizasyonuna bagli apoptosis ve bunun sonucu olusan
kardiyomiyopati ve kontraktil disfonksiyona karsi koruyucu bir mekanizma olarak
aciklanabilir (He ve ark., 2005).
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Sekil 1.2: B4- ve Bo-AR’lerin G proteini aracili etkileri. PTX, pertussis toksin, G;, inhibitér G
proteini, Gg, stimile edici G proteini, CaMKIl, Ca™-kalmodulin bagimli protein kinaz I, PKA,
proteinkinaz A, PI3K, fosfatidilinositol 3 kinaz, AC, adenilat siklaz, PKB, proteinkinaz B, B-
ARK-ct, a peptid beta adrenerjik reseptdr kinaz (Xiao ve ark., 2004)

1.1.2. B-AR’lerin Agonist Bagimli Desensitizasyonu

Desensitizasyon biyolojik sistemlerin ya da reseptérlerin surekli olarak agonist
stimilasyonuna maruz kalmasi sonucu cevapverirligini kaybetmesi olarak
tanimlanmaktadir (Lefkowitz, 1998). Bu olay, hiicre membranindan reseptdr kaybi,
yani reseptdr “downregllasyon”u seklinde ya da reseptdr fosforilasyonu sonucu
reseptdr-G proteini kenetinin bozulmasi seklinde gerceklesebilir (Rockman ve ark.,
2002).

Bu fenomen daha c¢ok B.-AR’ler igin distnlUlmektedir. Buna karsin, burada
bahsedilen mekanizmalar fosforilasyon ile reglle olan diger G protein kenetli
reseptdrler icin de uyarlanabilir (Hoebeke, 1996). B.-AR’ler model olarak
alindiginda, kenetsizlenme, internalizasyon ve “downregilasyon” olaylarinin



reseptdér diizeyindeki desensitizasyonla iligkili oldugu bulunmustur (Lefkowitz ve
ark., 1998).

Fosforilasyon sonucu gerceklesen reseptdr desensitizasyonu cok kisa stirede
(dakika) G protein aracili ikincil ulak sinyalizasyonunun azalmasina yol agmaktadir.
Protein kinazlari aktive eden cAMP veya DAG (diagilgliserol) gibi ikincil ulaklar
GPCR'lari (G protein kenetli reseptérler) fosforile edebilir ve agonist
stimilasyonundan bagimsiz olarak (non-agonist-spesifik) desensitizasyona neden
olabilir. Bu olay heterolog desensitizasyon olarak adlandiriimaktadir (Salazar ve
ark., 2007).

PKA ve PKC B.-AR’leri fosforile ederek direkt olarak reseptorin Ggg
proteininden ayrilmasina neden olmaktadir. Bircok resept6r ve agonistin ayni ikincil
ulaklan kullandigr dustndliurse, bu kinazlar tarafindan gercgeklesen fosforilasyon
farkh reseptorlerin kendi aralarindaki “crosstalk”unun duzenlenmesindeki temel
mekanizma olarak kabul edilebilir (Wang ve Dhalla, 2000).

Agonist spesifik ya da homolog desensitizasyon ise ligand ile aktive olan
reseptérler GPCR kinazlar (GRK) ile etkilestidi zaman gergeklesmektedir. GRK’larin
substrati sadece agonist ile baglanmis reseptérlerdir. GRK’'nin GPCR'in C terminal
kuyrugundaki reziddlerini fosforillemesi direkt olarak reseptér_G protein etkilesimini
inhibe etmez, fakat, arrestinler (B-arrestin 1 ve 2) gibi belli “scaffold” (yapisal)
proteinler icin baglanma bdlgesi olusturur (Wang ve Dhalla, 2000). Arrestinlerin
baglanmasi ise G protein kenetlenmesini bozmaktadir (Rockman ve ark., 2002;
Sibley ve Lefkowitz, 1985). Beta arrestin adenilat siklaz aktivitesini engelleyerek -
AR’lerin katekolaminlere yanitverirliligini azaltmaktadir (Shenoy ve Lefkowitz, 2005).

Bugline kadar GRK’larin en az 6 alttipi belirlenmistir (Premont ve ark., 1995).
Bunlar arasinda GRK2, GRK3 ve GRKS5 kalpte biytk él¢cide eksprese olmaktadir.
GRK5’in membrana bagli bir protein oldugu, GRK2 (BARK1) ve GRK3'lUn (BARK2)
ise sitozolik proteinler oldugu bilinmektedir (Wang ve Dhalla, 2000). Kalpteki alttipler
icinde de en ¢ok calisilani ve en énemlisi GRK2'dir. Kalp yetmezliginde B-AR
dizeylerindeki azalma ile beraber, BARK ekspresyonlarinin 3 kat arttig
gOsterilmistir (Ungerer ve ark., 1993). Ayrica BARK’'In overeksprese edildigi
farelerde reseptdér desensitizasyonunun artmasi sonucu B-adrenerjik stimtlasyona
yanitin azaldigi bulunmustur (Koch ve ark., 1995). Buna karsin, BARK’In kompetetif



peptid inhibitéri olan BARK-ct ile inhibe edildigi durumlarda miyosit kontraktilitesi ve
B-adrenerjik yanitverirlik artmistir (Koch ve ark., 1995; Akhter ve ark., 1998).

Desensitizasyonda rolli olan diger bir faktér de G proteininin Gg, alttnitesidir.
Gg, alttnitesi sinyalizasyonu PI3K, adenilat siklaz, fosfolipaz C, potasyum kanallari
ve GRK’lar Gzerinden gerceklesmektedir (Rybin ve ark., 2000; Ford ve ark., 1998;
Prasad ve ark., 2000; Morris ve ark., 1999; Koch ve ark., 1994; Luttrell ve ark.,
1995,1997; Koch ve ark., 1995). Gg, altlinitesi BARK Uzerindeki etkisi ile GPCR
desensitizasyonunu indUklemektedir. Agonist stimllasyonuna bagli olarak Gg,
altiinitesinin  heterotrimerik G proteininden ayrilmasi  BARK’'In membrana
translokasyonuna aracilik etmektedir (Salazar ve ark., 2007).

1.1.3. Reseptor Sekestrasyonu ve internalizasyonu

Fosforilasyon sonucu normal sinyal yolagi ile iletimi kesilen (uncoupled) reseptérler,
sarkolema membranindan “endozom” adi verilen hucre i¢i kompartimanlara
tasinirlar. Bu proses sirasinda B-AR plazma membranindan bir vezikll fraksiyonuna
yer degistirir. Bu vezikil fraksiyonundayken reseptér defosforile olarak tekrar plazma
membranina ddénebilir (Wallukat, 2002). Reseptdrin bu sekilde yer degistirmesi
sekestrasyon ya da internalizasyon olarak adlandiriimaktadir. Bu olayi kontrol eden
mekanizmalar tam olarak aciklanmamig olmakla birlikte, BARKIn B-AR
sekestrasyonunda rol oynadigini ortaya koymaktadir. Ruiz-Gomez ve Mayor (1997),
B1-AR overekspresyonunun [,-AR internalizasyon hizini ve duizeyini artirdigini
bildirmistir. Ote yandan, GRK ile reseptdr fosforilasyonunun sekestrasyon igin
mutlak bir gereklilik olmadigi ancak daha ¢ok 3-arrestinlerin reseptére baglanmasini
artirdigi saptanmistir (Lohse ve ark., 1990). Buna gbére [B-arrestinler agonist ile
uyarildiktan sonra GRK ile fosforile olmus B.-AR’nin sadece G proteininden
ayrilmasina neden olmamakta, fakat ayni zamanda fosforilasyon olusmaksizin

agonist-reseptér kompleksinin dogrudan sekestrasyonuna da yol agmaktadir.

Desensitizasyona neden olan bir dider mekanizma ise B-AR’lerin
“‘downregullasyon”udur. Reseptdr “downregulasyon”u kenetsizlenmeye (uncoupling)
oranla daha yavas (saatler ya da gunler icinde) gerceklesmektedir. Bu durum uzun
sUre agoniste maruz kalma sonucu total reseptdr sayisindaki azalma olarak tarif



edilmektedir (Mills, 2002). Cesitli kardiyovaskiler hastaliklarda artan sempatik
aktivite sonucu B-AR “downregllasyonu’nun olustugu bilinmektedir. Benzer sekilde,
bu durum B-AR agonisti ilacglarla uzun sdreli tedavinin bir yan etkisi olarak da
gbrllebilmektedir. Yapilan calismalar arrestin araciligiyla internalizasyona ugramis
reseptérlerin  lizozomal degredasyonunun reseptdér  “downregilasyonu”nun
mekanizmalarindan biri oldugunu ortaya koymaktadir (Gagnon ve ark., 1998). Buna
ek olarak, hastalik durumunda ve reseptdr sentezinin azaldigi hicrelerde mRNA
dizeyinin azalmasinin B-AR “downregulasyonu”yla iligkili oldugu gdzlenmigtir.
(Danner ve Lohse, 1997; Bouvier ve ark., 1989; Hadcock ve Malbon, 1988;
Hausdorff ve ark., 1990).

B-AR regulasyonuyla ilgili bircok ¢alisma B.-AR alt tipi Gzerinde yapilirken,
Bouvier ve arkadaslari (1998), Bi- ve Bs-AR alttiplerinin desensitizasyonunu
incelemistir. S6z konusu arastirmada sadece B:-AR’lerin diizenleyici etkisini B>-AR
alttipine benzer bir yolak Uzerinden g0sterdigi anlasilmistir. Bs-AR’lerin
regulasyonunun 34- ve B.-AR’lerden farkli olmasi kismen Bs-AR’lerin 3. sitoplazmik
kivriminda PKA ya da BARK icin fosforilasyon alanlarinin olmamasiyla agiklanabilir.
Buna ek olarak, s6z konusu reseptorlerin karboksi terminal ucu da
bulunmamaktadir. Bs-AR igin 2. sitoplazmik kivrim kenetsizlenmeye yardimci olabilir.
Ancak sekestrasyon yapamadigi goérilmektedir. Bu veri iki yolagin molekiler

mekanizmasinin birbirinden farkl oldugunu distindirmektedir.

Reseptér modifikasyonuna ek olarak, cAMP dlzeylerinin ayarlanmasindan
sorumlu 6teki proteinlerdeki degisiklikler uzun sireli agonist uygulamasi sonrasi -
AR’deki yanit kaybina katkida bulunabilir. Kalp hiicrelerinde gdsteriimemis olmasina
karsin, Oteki bircok sistemde B-AR yolaginin uzun slreli aktivasyonu Gg,/nin
membran digina ¢ikmasina ve yikiminin artmasina neden olmaktadir (Levis ve
Bourne, 1992; Wedegaertner ve Bourne, 1994). B-AR sinyalinin azalmasina katkida
bulunabilecek o6teki mekanizmalar olarak adenilat siklaz ve PKA’nin azalmig

aktivitesi, artmigs CAMP metabolizmasi ve artmis G, ekspresyonu distnulebilir.
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1.1.4. B;-AR’ler ve Kardiyak Fonksiyonlardaki Rolu

Bs-AR molekuler yapisi ve farmakolojik profili agisindan B4- ve B.-AR alttiplerinden
farkhdir. Bu alttipin stimulasyonu kardiyovaskuler sistemde spesifik etkiler
olusturmaktadir. insan Bs-AR’leri kodlayan gen ilk defa 1989'da klonlanmigtir
(Emorine ve ark., 1989). Bugun icin sican, fare, sigir, maymun, kdpek (Strosberg,
1997), koyun ve keci gibi diger tirlerde de bu gen klonlanmig bulunmaktadir.
(Forrest ve Hickford, 2000). B4- ve B.-AR’leri kodlayan genlerden farkh olarak (33-
AR’leri kodlayan gen intronlar icermektedir.

Bs-AR’ler de diger B-AR’ler gibi 22 ve 28. amino asitler arasinda 7
transmembran bdlge ve 3 hiicre i¢i ve 3 hiicre digl kivrim ile karakterize G proteini
ile kenetli siperfamilyanin bir Uyesidir (Rozec ve Gauthier, 2006). Biitiin B-AR’lerin
N terminali ekstraselllerdir ve glikozillenmistir, C terminali ise intraselllerdir. TM3
(transmembran3),TM4, TM5 ve TM6 transmembran bdlgeleri ligand baglanmasi igin
gereklidir (Strosberg ve Pietri-Rouxel, 1996). 3.ekstraselller kivrimdaki Cys110 ve
Cys189 arasindaki disllfid bagi da ligand baglanmasi ve reseptér aktivitesi igin ¢ok
gereklidir (Moffett ve ark., 1993). Amino asit dizilimi B- ve B>-AR’ler ile Bs-AR’ler
arasinda insanda ve siganda %40-50 oraninda benzerlik gdstermektedir. insan ve
sican Bs-AR’leri %79 oraninda benzerdir, en blylk benzerlik transmembran
bélgelerinde (%94), en az benzerlik ise C terminal kuyrugunda ve 3.intraselller
kiviimdadir.

Yukarida da belirtildigi gibi agonist stimilasyonu sonucu Bi- ve B.-AR’lerin
desensitizasyonu isgal edilen reseptérlerin fosforilasyonu, kenetsizlenme ve
internalizasyonla iligkilidir. B1- ve B>-AR’lerin C terminal bélgesinde bulunan serin ve
treonin rezidileri GRK ve PKA tarafindan fosforilasyona ugramaktadir. B4- ve B.-
AR’lerin tersine, Bs-AR’ler PKA fosforilasyon alani tagimamaktadir ve C terminal
kuyrugunda daha az serin ve treonin rezidileri vardir. Bs-AR’lerin bu nedenlerle kisa
sureli agonist aracili desensitizasyona rezistan oldugu gdsterilmistir (Rozec ve
Gauthier, 2006). Benzer sekilde, B+- ve B.-AR’lerden farkl olarak Bs-AR’lerin sirekili
uyariimasi fonksiyonel etkilerini ya da B3-AR baglanma bélgesi sayisini
degdistirmemektedir (Rouget ve ark., 2004). Bu veriler sempatik sinir sisteminin
surekli aktivasyonu sonrasi neden Bi- ve B.-AR aracili yanitlar azalirken (3;-AR
aracili yanitlarin korundugunu agiklayabilir (Rozec ve Gauthier, 2006).
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Bs-AR’ler farmakolojik olarak bazi kriterlerle karakterize edilmektedir; 1)
BRL37344, CL316243, SR58611 gibi selektif B3-AR agonistlerine yiksek afinite ve
potens gostermelidir (Arch ve Kaumann, 1993; Emorine ve ark., 1994; Strosberg ve
Pietri-Rouxel, 1996); 2) CGP12177A (Liggett, 1992; Kaumann ve Molenaar, 1996),
busindolol (Liggett ve ark., 1993) ve pindolol (Blin ve ark., 1993) gibi ¢esitli B;-AR
ve/veya B.-AR antagonistlerine karsi parsiyel agonistik aktivite géstermelidir; 3)
propranolol ve nadolol gibi konvensiyonel B-AR antagonistlerine atipik olarak disik
afinite gostermelidir (Rozec ve Gauthier, 2006). 4) Selektif B3-AR antagonistleri
(SR59230A) ile yanit bloke edilmelidir.

Bs

&_/

0
|

YyCAMP MAPK ? AcGMP

Sekil 1.3: B3-AR potansiyel intraselller sinyalizasyon yolaklari. eNOS, endotelyal nitrik oksit
sentaz, AC, adenilat siklaz, MAPK, mitojen aktive protein kinaz. (Gauthier ve ark., 2000)

Bs-AR’ler katekolaminlerle aktive olmaktadir, fakat, bu etki B1- ve B.-AR’ler igin
gereken konsantrasyonlardan daha yiksek konsantrasyonlarda (1uM lik K; degeri
ile) gorulmektedir (Strosberg, 1997). Bu durum Bs;-AR’lerin yilksek katekolamin
konsantrasyonlarinda aktive oldugunu diastndirmektedir. Bs-AR’ler 2 farkli siniftan
selektif agonistlere ylUksek afinite ve potens gdstermektedir. Bunlardan biri
feniletanolamin grubudur; bu gruptaki agonistler; BRL37344 (Arch ve ark., 1984),
SR58611A (Bianchetti ve Manara, 1990), CL316243 (Dolan ve ark., 1994) dir. Buna
karsin BRL37344 ve SR58611A gibi bazi bilesiklerin Bi- ve B.-AR’lere karsi da
distk afinite gosterdikleri bildirilmistir (Dolan ve ark., 1994). Ikinci grup
ariloksipropanolaminlerdir. Bu grupta da CGP12177A (Pietri-Rouxel ve Strosberg,
1995; Lenzen ve ark., 1998) ve siyanopindolol bulunur. CGP12177A bir B+- ve B»-
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AR antagonistidir ve Bs;-AR’lere karsi da zayif agonistik etki géstermektedir.
GPCR’lerle yapilan calismalarda genellikle gézlemlenen, CGP12177A’nin bir 33-AR
agonisti olarak efikasite ve potensinin B;-AR ekspresyon dizeyine bagh olarak
dramatik olarak degistigidir (Wilson ve ark., 1996).

Bs-AR agonistlerinin etkisi calisilan tiire gére degismektedir. Ornegin, insan ve
rodentlerde B3;-AR agonistlerinin potensi ve efikasitesi farklilik gdstermektedir
(Rozec ve Gauthier, 2006). Ayrica secilen metod da bu agonistlerin etkisini
degistirebilmektedir (Rozec ve Gauthier, 2006).

Bs-AR’ler bupranolol gibi nonselektif B-AR antagonistleri ile bloke olmaktadir
(Langin ve ark., 1991; Galitzky ve ark., 1993). Bs-AR agonistleri icin tarif edildigi gibi
Bs-AR antagonistlerin glcleri de degisebilir. Rodentte Bs-AR’ler bu reseptérlerin
selektif antagonisti olan SR 59230A ile de bloke olmaktadir (Kaumann ve Molenaar,
1996; Manara ve ark., 1996; Kubo ve ark., 1997). Buna karsin, bu bilesigin
insandaki Bs-AR selektif antagonisti olarak kullanimi daha sinirhdir (Arch, 2002).
insan Bs-AR icin tanimlanan 2 antagonist (L-748,328 ve L-748,337) ise rodent B3-AR
icin disUk afinite gostermektedir (Candelore ve ark. 1999).

Oteki B-AR alttiplerinin aksine Bs-AR uyariimasi kontraktilitede belirgin bir
azalmaya neden olmaktadir (Gauthier ve ark., 2000). insanda yapilan in vivo
calismalar Bs;-AR agonistlerinin vazodilatasyon yapmalari sonucu aktive olan
barorefleks mekanizmalar Uzerinden B+- ya da B.-AR antagonistleri ile énlenebilen
pozitif kronotropik etki olusturdugunu gdéstermistir (Wheeldon ve ark., 1993, 1994).
Transplantasyon sonucu alinan insan endomiyokardiyal biyopsilerinde nonselektif
Bi- ve B.-AR antagonisti olan nadolol varhiginda izoprenalinin pozitif inotropik
etkisinin negatif inotropik etkiye déndiigu saptanmigtir (Gauthier ve ark., 1996). Ayni
calismada benzer sekilde, bazi B3;-AR agonistleri (BRL37344, SR58611A ve
CL316243) ile de negatif inotropik etki gérGlmustir. Bu agonistler 0.1nM-1uM
konsantrasyon araliginda ve nanomolar etki glicinde kontraktiliteyi azaltmiglardir.
Etki glcl agisindan siralama; BRL37344>SR58611A~CL316243>>CGP12177A
seklindedir (Gauthier ve ark.,1996). Daha 6nemlisi, prazosin ve nadolol varhiginda
ve patofizyolojik konsantrasyonlarda noradrenalin gibi bir katekolamin (;-AR
agonistlerin kardiyodepresan etkilerini taklit edebilmektedir (Gauthier ve ark., 1998).
Baska bir calismada [3-AR agonistlerin kardiyodepresan etkilerinin metoprolol (B+-
AR antagonisti) ya da nadololden (Bs- ve B.-AR antagonisti) etkilenmeyip,
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bupranolol (Bi-, B2- ve Bs-AR antagonisti) (Langin ve ark., 1991; Galitzky ve
ark.,1993) ile antagonize oldugu saptanmistir (Gauthier ve ark., 1996). Bs-AR’lerin
varhgi saglkli insan ventrikilinde PCR (Gauthier ve ark., 1996), Western Blot ve
immunohistokimya deneyleri ile de kanitlanmigtir (Moniette ve ark., 2001).

Bununla beraber, insan atrium ve ventrikilinde BRL37344 de dahil olmak
Uzere B3-AR agonistlerinin kardiyodepresan etkisini gésteremeyen calismalar da
bulunmaktadir (Kaumann ve Molenaar, 1997; Molenaar ve ark., 1997). Ayrica insan
atriumunda, Bs;-AR parsiyel agonisti ve dustk afiniteli 3-AR agonisti olan pindolol
sadece pozitif inotropik etki meydana getirmis ve bu etki B3-AR selektif antagonisti L-
748,337 ile bloke edilememistir (Joseph ve ark., 2003). Bu da etkinin B3-AR’ler
Uzerinden olmadigini diusdnddrmustdr. Ancak, insan Bs-AR selektif monoklonal
antikoru ile yapilan calismada insan atrial dokusunda Bs;-AR’lerin gdsterilmesi bu
hipotezi gecgersiz kilmaktadir (Chamberlain ve ark., 1999). Yakin zamanl bir
calismada, insan sag atrial trabekulasinda BRL37344’Un pozitif inotropik etki yaptigi
ve bu etkinin nadolol varliginda kayboldugu goésterilmigtir (Pott ve ark., 2003).
Etkinin nadolol varliginda ortadan kalkmasi bu dokuda BRL37344’Un etkisini 3s-
AR’ler Gzerinden degil de B1-AR ve Bo-AR’ler Gizerinden oldugunu digstndirmektedir.
Ayni ¢alismada insan ventrikill preparatinda oldugu gibi dogrudan negatif inotropik
etki g6zlemlenmemistir. Bu nedenle, insan atria preparatinda fonksiyonel roli kadar
Bs-AR’lerin varhdinin da daha iyi aydinlatilmasi gerekmektedir (Rozec ve Gauthier,
2006).

Bs-AR agonsitlerinin etkileri deneysel olarak kullanilan tire gbre de
degismektedir. Genellikle bu agonistler ile hayvan deneylerinden elde edilen
sonuglar insandan elde edilenler kadar belirgin olmamaktadir. Ayrica kullanilan
yéntem de sonuglari etkilemektedir (Rozec ve Gauthier, 2006). Ornegin, kobay
atriumunda, SR58611A (Bianchetti ve Manara, 1990) ve CL316243 (Dolan ve ark.,
1994) kontraktilite ve kalp atim hizi Gzerine etki etmezken, Langendorff-perflize
kobay kalplerinde Bs;-AR’ler Gzerinden negatif inotropi gézlenmistir (Kitamura ve ark.,
2000).

Képeklerde Bs-AR agonistlerinin i.v. veriimesi B3;-AR aracili vazodilatasyona
yol acarak baroreseptér mekanizmalari uyarmakta ve pozitif kronotropik etki
gorilmesine neden olmaktadir (Tavernier ve ark., 1992), Denervasyon yapilan
hayvanlarda bu etkinin ortadan kalkmasi bu distnceyi desteklemektedir (Berlan ve
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ark., 1994; Shen ve ark., 1994, 1996). Sonraki bir calismada, kombine bir otonomik
blokasyondan sonra CL 316243‘Un kOpeklerde kalp atim sayisi Uzerindeki etkisi
kaybolmasina karsin, pozitif inotropik etki olusturdugu bulunmustur.

Kdpek papiller kasinda Bz-AR aracili negatif inotropi insan miyokardindakine
gbre daha azdir (kdpekte %30, insanda %50). Bu tirde Bs-AR agonistlerinin etki
glclh siralamasi da insandakinden olduk¢a farklidir (CGP12177A>BRL37344
~SR58611A>>CL316243) (Gauthier ve ark., 1999). Képek kardiyomiyositlerinde (3s-
AR agonistleri kontraksiyonda ve relaksasyonda doz bagimli olarak azalmaya neden
olmaktadir ve bu etki Bi-AR ya da B+/B.-AR antagonistleri uygulandiginda
degismemektedir ki, bu da, etkinin Bs-AR aracili oldugunu kanitlamaktadir. Buna
karsin, etki B3-AR antagonistleri bupranolol ve L748,337 uygulandiginda tamamen
ortadan kalkmaktadir (Rozec ve Gauthier, 2006). Bu bulgular képeklerde Bs-AR
transkript ve proteinlerinin de gésterilmesi ile desteklenmistir (Cheng ve ark., 2001).

Sican atriasinda B;-AR agonistleri (CL 316243, ZD2079 ve SR 58611A)
mikromolar konsantrasyonlarda kullanildiklarinda kronotropi ve inotropide bir
degisiklik olusturmazken, nanomolar konsantrasyonlarda kolon diz kasini
gevsetmektedirler (Kauman and Molenaar 1996, Cohen ve ark., 1999). Sigan
ventrikll dokusunda ise BRL37344 ile ancak c¢ok kuguk bir etki gdsterilebilmistir
(Gauthier ve ark., 1999). Bu veri sican miyokardinda ¢ok disik miktarda (3-AR
transkripti bulunmasiyla desteklenmistir (Gauthier ve ark.,1999). Dinger ve
arkadaslari (2001) ise ¢alismalarinda sican kalbinde B3-AR transkripti ve proteinini
gOstermiglerdir.

Saglikh kontrol farelerde (wild-type) Bs-AR proteinin olmadidi ve (3-AR
agonistlerinin kontraktilite Uzerinde higbir anlamli etki yapmadigi gdésterilmistir
(Tavernier ve ark. 2003). Bununla birlikte, insan Bs;-AR’leri overeksprese edilen
farelerde Bs-AR stimilasyonu sonucu insan ventrikuler dokularindan alinan etkiye
benzer sekilde negatif inotropik etki gézlenmistir (Tavernier ve ark., 2003). Bunun
tersine, in vivo yapilmis bir calismada B3-AR overeksprese edilen farelerde Bs;-AR
agonisti olan L755,507’'nin uygulanmasi pozitif inotropik etkiye neden olmustur
(Kohout ve ark., 2001). Kullanilan deneysel sartlar (ex vivo ya da in vivo) ve farelerin
genetik zemini (B6D2/F1 ya da B6S/F1 hibridi) gbzlenen farkliigi agiklayabilir
(Rozec ve Gauthier, 2006). Dikkate alinmasi gereken bir baska nokta da, birinci
calismada tek bir dizilim alinip (a single line of mice) ikincide bircok farkli transjenik
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diziden toplanan verinin kullaniimis olmasidir (Rozec ve Gauthier, 2006). Bunlara ek
olarak kullanilan Bs-AR agonisti ve dozu da sonuclarn etkileyebilir (Rozec ve
Gauthier, 2006).

Kalpte Bs-AR uyarilmasiyla olusan negatif inotropik etkinin mekanizmalari hala
cok iyi bilinmemesine karsin, bugine kadar elde edilen bulgular eksitasyon-
kontraksiyon kenetindeki ve transmembran iyon kanallari aktivitesindeki degisimler
ile ilgili oldugunu distndirmektedir (Rozec ve Gauthier, 2006). Bs-AR’lerin kalpteki
elektrofizyolojik etkileri henlz c¢ok iyi aydinlatilamamistir. Képek ve sigcan
kardiyomiyositlerinde ve spontan atan kobay kalbinde, BRL37344’Un negatif
inotropik etkisi L tipi Ca™ kanallarini inhibe etmesi ve hicre i¢i Ca*™ transientlerinin
amplitidinin azalmasi ile ilgili bulunmustur (Kitamura ve ark., 2000; Cheng ve ark.,
2001; Zhang ve ark., 2005b). insan endomiyokardiyal biyopsilerinde Bs-AR
agonistleri mekanik degisimler yaptiklar dozlarda ventrikller aksiyon potansiyelinin
repolarizasyon fazinda bir hizlanma ve amplitidde azalma meydana getirmistir
(Gauthier ve ark., 1996). Bu yanit sistik fibrozis transmembran kondiktans regulator
(CFTR) geninde meydana gelen mutasyon (Riordan ve ark., 1989) sonucu olusan
bir hastallk olan Kkistik fibrozisli hastalardan alinan ventrikil dokularinda
gbzlenememistir (Leblais ve ark., 1999). CFTR proteini kalpte eksprese olan bir
protein oldugu icin (Levesque ve ark., 1992; Warth ve ark., 1996), kistik fibrozisli
olan ve olmayan hastalardan alinan farkli sonuglarin sebebi kistik fibrozisli kalp
kasinda fonksiyonel olmayan CFTR kanallarindan akan kloriir repolarize edici
akimin (chloride repolarizing current flowing through CFTR channels) aktivasyonu
olabilir (Rozec ve Gauthier, 2006). B3-AR stimilasyonu sonucu aksiyon potansiyeli
repolarizasyonunun modulasyonu ayni zamandan potasyum kanallari Gzerindeki
etkisinden de kaynaklanabilir. Potasyum akiminin olaydaki roliine iligkin bulgular
celiskili gérinmektedir (Rozec ve Gauthier, 2006). Rekombinant bir sistemde ;-
AR’lerin potasyum kanali KvLQT1/MinK’y1 aktive ettidi belirtiimistir (Kathofer ve ark.,
2000). Buna karsin, bu calismada, tercihli 5-AR agonistleri kullaniimamigtir. Kobay
kardiyomiyositlerinde, BRL37344 potasyum kanal Kys'yi inhibe ederek aksiyon
potansiyel suresinin uzamasina neden olmustur (Bosch ve ark., 2002). Bu nedenle
Bs-AR’lerin repolarizasyondaki rolU icin de yeni bulgulara ihtiya¢ duyulmaktadir
(Rozec ve Gauthier, 2006).
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1.1.4.1. B;-AR ile Kenetli Sinyal Transdiiksiyon Yolaklari

Bi- ve B>-AR’lerin aksine Bs-AR’ler kalpte G; proteinleri ile kenetlidirler. Bu durum
insan ventrikller dokulari ile képek ve sican kardiyomiyositlerinin pertussis toksinle
inkUbe edildikten sonra B3-AR stimilasyonu sonucu olusan negatif inotropik etkinin
kaybolmasi ile kanitlanmigtir (Gauthier ve ark., 1999; Cheng ve ark., 2001; Zhang
ve ark., 2005b). Rodent adipositlerinde Bs-AR’ler Gs ve G; proteinlerinin her ikisiyle
de kenetli olabilir (Chaundry ve ark., 1994; Begin-Heick,1995). Yakin zamanda
rekombinant bir sistemde, fare Bs,-AR izoformunun hem Gs hem Giya; Baa
izoformunun ise sadece Gg'e baglandigi gdsterilmistir (Hutchinson ve ark., 2002).
Buna karsin, ginimuUzde kalpte Bs-AR’lerin iki farkli izoformunun olduguna ya da bu
iki izoformun sinyalizasyon yolaklarina iligkin yeterli kanit bulunmamaktadir (Rozec
ve Gauthier, 2006).

insan  ventrikiilinde G; proteininin  aktivasyonunun  adenilat  siklaz
inhibisyonuna yol agmadigi, ancak muhtemelen hem endotel hiicrelerinde hem de
ventrikiler miyositlerde eksprese olan eNOS U(zerinden (Gauthier ve ark., 1998)
nitrik oksit yolagini aktive ettigi bildirilmistir (Schulz ve ark., 2006). Bs3-AR geni
cikariimig farelerde izoprenalin ile saglanan kontraktil yanit kontrollerle (wild type)
karsilastirildiginda artmaktadir. Bu yanit L-NMMA (Ng-monometil-L-arginin
monoasetat) ile NOS inhibe edildikten sonra B3-AR geni cikariimig farelerde
degismezken, kontrol (wild type) farelerde artmaktadir (Varghese ve ark., 2000).
Ancak, kontrol hayvanlarin kalbinde [(3;-AR transkriptine ya da proteinine
rastlanmamis olmasi etkinin damarlardaki (3-AR’ler araciligi ile meydana
gelebilecegini dustindirmustir. Buna ek olarak, bu calismanin sonuclar kalpte
katekolaminlerin pozitif inotropik etkilerine kargi B3-AR/NO yolaginin bir negatif
“feedback” mekanizmasi olarak etki gdsterdigini ortaya koymustur (Rozec ve
Gauthier, 2006).

NO yapimi guanilat siklazi (soluble guanilat siklaz) aktive ederek hicre igi
cGMP (siklik guanozin monofosfat) diizeyinde artisa neden olmaktadir (Gauthier ve
ark., 1998). Sican ve kdpek miyositlerinde yapilan g¢alismalarda da bu yolagin
etkisine iliskin benzer sonuglar elde edilmistir (Cheng ve ark., 2001; Zhang ve ark.,
2005b). cGMP diizeyindeki artis asagidaki farkli hedefleri aktive edebilir:
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1) ¢cGMP bagimli protein kinaz G’nin aktivasyonu L tipi Ca*" kanallarini regile
ederek Ca™ akimini azaltabilir (Mery ve ark., 1991; Wahler ve Dollinger, 1995) ya
da Ca™ transientindeki degisimden bagimsiz olarak miyofilament proteinlerinin
kontraktil yanitini azaltabilir (Shah ve ark., 1994; Goldhaber ve ark., 1996; Yasuda
ve Lew, 1997), 2) cGMP ile aktive olmus fosfodiesterazlar (PDEIIl, Beavo, 1995)
cAMP dizeylerini azaltmaktadirlar (Mery ve ark., 1991).

Yukaridaki mekanizmalara alternatif olarak, NO, cGMP’den bagimsiz bir
sekilde, sitokrom C oksidaz (Torres ve ark., 1995), kreatin fosfokinaz (Gross ve ark.,
1996) gibi anahtar proteinlerin ya da L tipi Ca™ kanallarinin (Campbell ve ark.,
1996) kovalent modifikasyonlar! ile fonksiyonu reglle ediyor olabilir (Rozec ve
Gauthier, 2006).

) Sarkolemma

Sekil 1.4: B3-AR etki mekanizmalar (Pott ve ark., 2006)

insan atrial trabekulasinda, BRL37344'nin kontraktil yaniti Bs-AR’ler tizerinden
etkilemedigi, ancak, direkt olarak eNOS aktivitesini stimile edip NO yapimini
artirdigi saptanmigtir (Pott ve ark., 2003). Bu bulgu insan atriasindaki (s;-AR
stimilasyonu ile ventrikil miyokardindaki Bs-AR stimilasyonunun ayni fonksiyona
sahip olmadigini distndirmektedir. Bunun nedeni; (i) insan atria ve ventrikilindeki
kenetlenmenin farkh olmasi, (i) sag atriumdaki Bs-AR ekspresyonunun sol
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ventrikildekinden daha disik olmasi, (ii) eNOS’un atriumda overeksprese olmasi
(Bloch ve ark., 1999) olabilir (Rozec ve Gauthier, 2006).

Atrial B3-AR sisteminin burada B:- ve B.-AR’lerin agsiri stimilasyonu sonucu
meydana gelebilecek aritmi ya da sinls tasikardisine kargi koruyucu bir negatif
“feedback” mekanizma olabilecegi dusunilmektedir (Rozec ve Gauthier, 2006).
Buna karsin, Tavernier ve arkadaslarinin (2003), Bs-AR overeksprese edilmis
transjenik farelerde gosterdigi Bs-AR stimilasyonu ile gérilen kalp atimindaki artis
bu hipotez ile c¢elismektedir (Rozec ve Gauthier, 2006). Bu c¢eliskinin sebebi,
calisilan sag atrium dokularinin valvular ya da koroner hastaligi olan bireylerden
alinmis olmasi nedeniyle B3-AR yanitinin bu hastalik durumundan ya da kullanilan
ilaclardan etkilenmis olmasi seklinde agiklanabilir (Rozec ve Gauthier, 2006). Bu
sebeple de atrial Bs-AR’lerin fonksiyonu ile ilgili daha fazla ¢alisma gerekmektedir.

1.1.4.2. B;-AR’lerin Kardiyovaskiiler Patolojilerdeki Roll

Kalp yetmezIigi:

Kalp yetmezligine bagl olarak Bs;-AR’lerin “upregule” oldugu hem insanlarda
(Moniette ve ark., 2001) hem de kdpek kardiyomiyositlerinde (Morimoto ve ark.,
2004) gosterilmistir. Fakat, insanda, reseptdr dizeyindeki bu artis Bs-AR aracili
fonksiyonel yanitlarla ¢ok fazla értigsmemektedir. Soyle ki, yetmezlikli insan kalbinde
BRL37344 ile olusan negatif inotropik etkinin reseptér ekspresyonundaki artisa
ragmen azaldigi bulunmustur (Moniette ve ark., 2001).

Hayvan modellerinde ise kalp yetmezliginde gbzlenen Bs;-AR “upregllasyon’u
Bs-AR stimilasyonuna baglh negatif inotropik etkideki artigla koreledir (Cheng ve
ark., 2001; Morimoto ve ark., 2004; Zhang ve ark., 2005b). Bulgulardaki bu farklilk
degisik tlrler kullaniimasi, kalp yetmezliginin derecesi ya da yetmezlikli insan
kalbinde uygulanan farmakoterapi gibi cesitli nedenlere baglanabilir (Rozec ve
Gauthier, 2006).

Bs-AR’lerin  kalp yetmezligi patogenezindeki ©6nemi su 6zelliklerine
dayanmaktadir; (i) Bs-AR’ler Gy, proteini ile kenetlidir ve bu protein kalp
yetmezliginde “upreglle” olmaktadir (El-Armouche ve ark., 2003), (ii) Bs-AR’ler
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agonist aktivasyonuna bagl desensitizasyona géreceli olarak rezistandir (Strosberg,
1997), (iii) Bs-AR’ler ayni zamanda heterolog desensitizasyona da rezistandir, ¢linki
PKA ve BARK icin fosforilasyon bélgeleri yoktur (Strosberg, 1997), (iv) Bs-AR’ler B4-
ve Bo-AR’lerin  uyarildiklari  dozlardan ¢ok daha ylUksek katekolamin
konsantrasyonlarinda aktive olurlar (Pietri-rouxel ve Strosberg, 1995), (v) Bs-AR’ler
insanlarda kalp yetmezliginin son déneminde “upregule” olurlar (Morimoto ve ark.,
2004).

Yakin zamanh bir g¢alismada bir grup arastirici, neonatal sigan
kardiyomiyositlerinde noradrenaline kronik maruziyette Bs-AR’lerin fonksiyonel
olarak “upregule”, Bi- ve Bo-AR’lerin ise “downregile” oldugunu gdéstermistir
(Germack ve Dickenson, 2006). Yetmezlik olusmus sol ventrikiilde B;- ve Bs-AR (2-3
kat artig) dizeylerinde gbézlenen zit degisimler insanlarda kalp yetmezligindeki
fonksiyonel bozulmayi agiklamakta yardimci olabilir. $S6yle ki; hastaligin baglangig
déneminde Bs-AR’lerin  “upregllasyon”u kardiyomiyosit hasarin gelismesini
engelleyen kompensatuvar bir mekanizma olarak gérilmektedir. Benzer gekilde, Bs-
AR’leri overeksprese edilmis farelerde histolojik olarak miyosit hipertrofisi ya da
fibrojenez gérilmemesi B3-AR aktivasyonunun kalp yetmezliginde gérilen hasarda
rol olmadigini disindidrmektedir (Tavernier ve ark., 2003). Tersine B4-AR
transjenik siganlarda kronik (3;-AR stimilasyonunun hipertrofi, intestinal fibrosis ve
kalp yetmezligine yol acgtigr bulunmustur (Engelherdt ve ark., 2002). Bu da kalp
yetmezliginde, Ozellkle de hastaigin  erken  ddnemlerinde, Bs-AR
overekspresyonunun yikselen katekolamin dizeylerinin yol agtigi hasara karsi
koruyucu oldugunu destekleyebilir. Bs-AR stimilasyonuna bagh protektif etkinin
nedenleri; (i) L tipi Ca*™ kanallarinda dolayisiyla da kalsiyum “overload”’unda azalma,
(i) NO yapimina bagl olarak diastolik fonksiyonun iyilesmesi, (iii) negatif inotropik
etki sonucu hicre ici ATP ve kreatinin fosfat iceriginin korunmasi, (iv) arteriyel ve
vendz dilatasyon sonucu “afterload” ve “preload”’un azalmasina bagl olarak
vazodilatasyon gelismesi ve bunun da oksijen sunumu/tiketimi dengesini
iyilestirmesi (Rozec ve Gauthier, 2006) olabilir.

Saglikh bir kalpte, Bs-AR stimllasyonu ile olusan negatif inotropik etki stres,
fiziksel efor gibi yogun adrenerjik uyarim oldugu durumlarda kalpte koruyucu (safety
valve) olarak gérev yapmaktadir. Tersine, kalp yetmezlidi ilerledikge B3-AR uyarimi
zararh hale gelmektedir, c¢unkl Bs-AR’lerin sirekli uyariimasi miyokardiyal
depresyonu artirmaktadir. Sicanlarda gérilen yetmezlik tablosunda, Bs-AR
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agonistleri kalp fonksiyonunu belirgin olarak bozmakta ve kardiyomiyositlerde
apopitozise neden olmaktadir. Buna gére, eder Bs-AR dlzeyleri ¢cok yikselirse, bu
durum fonksiyon kaybina yol acabilir ve yetmezlikli kalpte goérllen fonksiyonel
bozulmaya zemin hazirlayabilir (Kong ve ark., 2004).

(a) Saglikl Kalp (b) Yetmezlikli Kalp

trends in Pharmacological Sciences

Sekil 1.5: Saglikh ve yetmezlikli kalp kasinda inotropik olarak zit etki gdsteren B-AR’lerin
hipotetik rolii. NO, nitrik oksit, AC, adenilat siklaz, eNOS, endotelyal nitrik oksit sentaz.
(Gauthier ve ark., 2000)

Hipertansiyon

Hipertansiyon temelde kismen pre- ve postsinaptik sempatik disfonksiyona bagh
olarak vazokonstriktér ve vazodilator mekanizmalar arasindaki dengesizlikten
kaynaklanmaktadir (De Champlain, 2001). insan (Michel ve ark., 1990) ve hayvan
(Feldman, 1987; Michel ve ark., 1990; Dogrell ve Surman, 1995) deneylerinde,
sistemik hipertansiyonda [-adrenerjik yanitta genel bir azalma gdzlenmistir.
Belirlenen esas bozukluklar; B-AR “downregilasyon”u, G proteini dlzeylerindeki
degisimler ve B-AR_G protein_efektdr kenetlenmesindeki hasarlardir (Werstiuk ve
Lee, 2000). Hipertansif sicanlarin farkli damar preparatlarinda yapilan ¢alismalarda
B-AR aracili yanitlarin degismedigi (Borkowski ve ark, 1992, Boonen ve ark., 1993)
ya da arttigi (Carvalho ve ark., 1987) bulunmustur. Bu farkh bulgular
hipertansiyonun siddetine (Borkowski ve ark., 1992), kullanilan prekonstrikt6ér ajana
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(Konishi ve Su, 1983; Carvalho ve ark., 1987) ve prekontraksiyon diizeyine (Konishi
ve Su, 1983; Carvalho ve ark., 1987) baglanmistir. Bu calismalardaki ortak nokta,
s6z konusu arastirmalarda nonselektif B-AR agonisti izoprenalinin kullaniimasi
nedeniyle gbézlenen B-AR aracili yanita hangi reseptér alttipinin ne kadar katkida
bulundugunun anlagilamamis olmasidir (Rozec ve Gauthier, 2006).

Bs-AR’lerin hipertansiyondaki roltne iliskin ¢ok fazla bulgu bulunmamaktadir.
Képeklerde yapilan perinefritik hipertansiyon modelinde B3;-AR stimilasyonunun
faydali oldugu gdésterilmistir (Donckier ve ark., 2001). 12 haftalik spontan hipertansif
sicanlarda B3-AR ekspresyonunun “upregule” oldugu (Rozec ve Gauthier, 2006),
fakat bu artigsin B3-AR aracih vazodilatasyon artigi ile batinuyle iligkili olmadidi
bulunmustur (Mallem ve ark., 2004).

Hipertansiyon tedavisinde [-blokerlerin roli dusunulirse, nebivolol, ayni
zamanda Bs;-AR agonistik 6zelligi de oldugu igin, iimh ya da siddetli esansiyel
hipertansiyonu olan hastalarda en uygun B-bloker olarak kabul edilebilir (Chruscinski
ve ark., 2003). Ayrica nebivololun NO donori 6zelligi de bulunmaktadir ve endotel
fonksiyonunu dulzeltici etkisi de tam olarak bu 06zelliginden kaynaklanmaktadir
(Thuillez ve Richard, 2005).

Koroner arter hastaligi

insanda Bs-AR’lerin mikrokoroner arterlerdeki lokalizasyonu koronaropatide
potansiyel bir roli oldugunu distndidrmektedir (Dessy ve ark., 2004). Buna karsin,
Bs-AR’lerin iskemi-reperflizyondaki rolli ve stimllasyonlarinin koruyucu mu yoksa
zararh oldugu tam olarak belirlenememistir. Bs-AR stimulasyonu negatif inotropik
etkisi nedeniyle kalbi asiri oksijen tiketiminden koruyabilr ve bdylece
kardiyoprotektif etki gdsterebilir (Rozec ve Gauthier, 2006).

Yapilan bir klinik c¢alismada Trp64Arg polimorfizminin koroner arter
hastaliginda énemli bir risk faktdrl olmadigi gésterilmistir (Stangl ve ark., 2001).

Koroner arter bypass’indan sonra, damarlarin asiri dizeyde katekolamine
maruziyeti sonucu vaskuler B-AR yanitlari belirgin olarak bozulmaktadir (Friedman
ve ark., 1995, Sellke ve ark., 1997). Bunun nedeni; B-AR’lerin Gs proteini-adenilat
siklaz kompleksinden ayrilmasi ve/veya adenilat siklaz Ozelliginin degismesi
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(Schranz ve ark., 1993, Booth ve ark., 1998) olabilir. Tersine, Bs-AR‘ler sadece ¢ok
yUksek katekolamin dlzeylerinde aktive olmaktadirlar (Pietri-Rouxel ve Strosberg,
1995). Bs-AR’lerin ise desensitizasyona rezistan oldugu bilinmektedir (lwase ve ark.,
2000). Koroner arter bypass’indan sonra Bs;-AR stimilasyonu koroner akigi artirir ve
Bs-AR agonistlerinin olusturdugu negatif inotropik etki miyokardiyal oksijen tiketimini
azaltabilir (Gauthier ve ark., 1996).

Cogu hasta koroner arter bypass’dan sonra asemptomatik olsa da, internal
meme arter graftlarindan saglanan kan akiminin maksimum egzersize dayanacak
kadar yeterli olmadigina dair veri bulunmaktadir (Kawasuji ve ark., 1993). Bu
noktadan hareketle, aragtirmalarin nebivolol, busindolol gibi Bs;-AR agonistik
etkilerinden kaynaklanan vazodilate edici 6zelligi de bulunan Gg¢lncl kusak f3-
blokerler Gzerinde yogunlastiriimasi gerekli gérinmektedir (De Groot ve ark., 2003;
Toda, 2003; Rozec ve ark., in press).

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus, mikroanjiyopati ve aterosklerozis gibi vaskiler komplikasyonlarin
eslik ettigi cok yaygin bir hastaliktir. insanlarda (Johnstone ve ark., 1993) ve
hayvanlarda (Turner ve White, 1996) yapilan calismalar diabette endotel bagimh
yanitlarin azaldigini g6stermektedir. 14 haftalik diabetik sicanlarda, B;-AR’lerin
mRNA ve protein dizeyleri azalirken, B3-AR mRNA ve protein dlzeylerinin arttigi
bulunmustur (Dincer ve ark., 2001). Kalpteki Bi-, Bo- ve Bs-AR protein diizeylerinin
orani kontrol siganlarda 62:30:8; diabetik siganlarda ise 40:36:23 bulunmustur
(Dincer ve ark., 2001). 2 haftalik insulin tedavisi diabetik sicanlarin artan Bs-AR
mRNA diizeylerini kismen azaltirken, protein dizeylerini belirgin olarak azaltmis ve
Bi-, Bo- ve Bs-AR alttipleri oranini 57:33:10 olarak degistirmistir (Dincer ve ark.,
2001). Bu bulgular kronik diabette gbézlenen kardiyak disfonksiyonu en azindan
kismen acgiklamaktadir. Selektif Bs-AR agonistlerinin, kronik uygulamalarinda
rodentlerde antidiabetik etki gosterdikleri bildirilmigtir (Arch ve Wilson, 1996).

Yakin zamanda Anabilim Dalimizda yapilan bir tez galismasinda diabetik
sicanlarin torasik aortasinda Bs-AR aracili gevseme yanitlarinin arttigr gosterilmistir
(Tay, 2006).

Bs-AR aracili yanitlarin sadece kardiyovaskuler sistemde degil, ayni zamanda
diiz kasta da gérildiigi bilinmektedir. Ozakca ve arkadaslari (2007), calismalarinda
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sican fundusunda katekolaminlerle olusan gevseme vyanitlarinin Bs-AR aracili
oldugunu ve bu yanitlarin diabette azaldigini géstermislerdir.

Bs-AR’lerdeki molekller varyasyonlar obezite, insulin rezistansi ve tip 2
diabete yol acabilmektedir. Trp64Arg polimorfizmi tip 2 diabetin erken déneminde
(Walston ve ark., 1995), tip 2 diabetik Japon hastalarda (Sakane ve ark., 1997,1998)
gbrllen diabetik retinopati ve nefropati ile ilgili bulunmustur. Yakin zamanda,
homozigot Bs-AR geni Trp64Arg mutasyonunun diabet ile iligkili oldugu gésterilmistir
(Xiu ve ark., 2004).

1.1.5. B4-AR’lerin (Putatif-Low Affinity State B;-AR) Kardiyak Fonksiyonlardaki
Roll

Yakin zamana kadar 3-AR ismi kardiyostimalan atipik B-AR’ler i¢in kullaniimaktaydi
(Molenaar ve ark., 1997; Kaumann, 1989, 1996). Fakat daha sonraki ¢calismalar ;-
AR’ler ile kardiyostimulan B-AR’lerin birbirinden farkli oldugunu ortaya koymustur
(Kaumann ve Molenaar, 1996; Malinowska ve Schlicker, 1996; Sarsero ve ark.,
1997; Kaumann ve ark., 1997). Bu nedenle kardiyostimilan etkili bu adrenerjik
reseptorler B4-AR’ler olarak adlandiriimaya baglamistir. Bu reseptdr sinoatrial
dagum, atrium ve ventrikil olmak Uzere kalbin birgok bdlgesinde eksprese
olmaktadir (Dzimiri, 1999). B4-AR’lerin ventrikliler miyositlerde Ca*™ transientini
artirarak aritmilere neden oldugu ve bu etkinin mekanizmasinin B4-AR’lerin ayni
etkiyi meydana getirdigi yolaklardan farkli oldugu bildirilmistir (Kaumann ve
Molenaar, 1997; lwami ve ark., 1998). Diger B-AR’ler gibi Bs-AR’ler de etkisini G
proteini ile araciligi ile ortaya koymaktadir (Bylund ve ark.,1998). B4-AR’ler
cogunlukla Gs_adenilat siklaz yolagi ile etki gdstermektedir (Kaumann ve Molenaar,
1998).

B4-AR’lerin varligi nonkonvensiyonel parsiyel agonistlerin birgok tirde in vitro
olarak kardiyostimilan etki g&stermesi ile kanitlanmigtir (Kaumann, 1989).
Nonkonvensiyonel parsiyel agonistler B4- ve B.-AR’lere yUksek afinite gdsteren (-
blokerlerdir ve katekolaminlerin etkisini bloke ettiklerinden ¢ok daha ylksek
konsantrasyonlarda kardiyostimulan etkilere neden olmaktadirlar (Kaumann, 1997).
Nonkonvensiyonel parsiyel agonistlerin kardiyostimilan etkisi Bs- ve B>-AR
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nonselektif blokeri olan propranolola rezistandir, fakat B- ve B.-AR’ler Uzerinde
propranololden (Lemoine ve Kaumann, 1983) biraz daha yuksek afinite gdsteren
bupranolol (Kaumann, 1989) ile antagonize edilebilmektedir.

B4-AR’lerin varhgi insan atriasinda da goésterilmistir (Kaumann, 1996; Sarsero
ve ark., 1997; Kaumann ve ark., 1997). Ayrica nonkonvensiyonel parsiyel agonistler
sicanda in vitro olarak B4-AR’ler Uzerinden tasikardiye neden olmaktadir
(Malinowska ve ark., 1996). Pindolol insanda (Man In’t Veld ve Schalekamp, 1981)
tasikardiye neden olmaktadir ve bu etkinin en azindan kismen B4-AR’ler Uzerinden
oldugu disunUlimektedir. Nonkonvensiyonel parsiyel agonistler B4-AR’ler Uzerinden
sadece kalp atim hizini artirmayip ayni zamanda kontraktiliteyi de artirmaktadir. Bu
etki CGP12177 ve siyanopindolol ile sican sol atriasinda (Kaumann ve Molenaar,
1997); hidroksibenzilpindolol, iyodosiyanopindolol ve CGP12177 ile kedi sag
ventrikil ve sol atriasinda (Kaumann, 1983); ve CGP12177 (Kaumann, 1996;
Sarsero ve ark., 1997; Kaumann ve ark., 1997) ve siyanopindolol (Sarsero ve ark.,
1997; Kaumann ve ark., 1997) ile insan sag atriumunda gésterilmistir. Yakin zamanli
calismalar insan ventrikller preparatlarinda CGP12177’in propranolol ile blokaja
rezistan pozitif inotropik ve lusinotropik etkilerini tespit etmiglerdir (Kaumann ve ark.,
1997). Ayrica gelincik kalp preparatlarinda da CGP 12177 belirgin kardiyostimilan
etki gbstermektedir ki bu da B4-AR calismalari i¢in ¢ok uygun bir model oldugunu
distndirmektedir.

B4-AR varligi ilk ortaya atildiginda bazi farmakolojik 6zellikleri bakimindan ;-
AR’lerinkine benzemekteydi. Mesela CGP12177’'nin (4-AR’ler (zerinden olan
kardiyostimilan etkisi ve kolon relaksan potansiyeli Bs-AR’ler (zerinden olana
benzerdir (Kaumann, 1997). Hem Bs;- hem de B4-AR’ler propranolol blokajina
rezistandir (Arch ve Kaumann, 1993). Bupranolol sadece nonkonvensiyonel parsiyel
agonistlerin kardiyak etkilerini antagonize etmekle kalmayip, ayni zamanda Bs-AR
selektif agonistlerin yag hticrelerindeki (rekombinant (3;-AR eksprese edilen konakgi
hicrede) (Arch ve Kaumann, 1993; Strosberg ve Pietri-Rouxel, 1996) ve insan izole
ventrikil preparatlarindaki etkilerini de antagonize etmektedir (Gauthier ve ark.,
1996).

Bs-AR selektif agonistler Bs,-AR’ler (lzerinden kardiyostimilan etki
gOsterememistir (Kaumann ve Molenaar, 1996). B3-AR selektif antagonisti
SR59230A (Manara ve ark., 1995) CGP12177’nin kardiyostimilan etkilerini, benzer
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agonistlerin kolon gevsetici etkilerini bloke ettikleri konsantrasyondan 0.9-2.4 log
Unite kaydirdigi dozlarda antagonize edebilmistir (Kaumann ve Molenaar, 1996).
Ayrica, B+-AR selektif antagonisti olan CGP20712A sigan atriumunda Bs-AR’lere de
ayni afinite ile etki etmis, ancak sigan kolonundaki Bs-AR’lere bdyle bir etki
gbstermemistir (Kaumann ve Molenaar, 1996).

insanda Bs-AR selektif antagonisti SR59230A (Manara ve ark., 1995, 1996)
CGP 12177’nin (Kaumann ve ark., 1997) atrial etkilerini insan kolonik Bs-AR’lerini
antagonize ettigi konsantrasyondaki denge disosiyasyon sabitinden 1000 kat daha
blylk dozda bile antagonize edememistir (De Fonti ve ark., 1996). B1-AR selekiif
agonisti (-)RO363 insanda atrial kontraktiliteyi sadece Bi-AR’ler lizerinden degil Bs-
AR’ler Uzerinden de artirmigtir (Molenaar, 1997). Ayrica bu agonist si¢can kolonik {3-
AR’lerin de parsiyel agonistidir ama buradaki etkileri atriadaki etkilerine gére daha
az potentdir (Molenaar, 1997). Saglikl bireylerde izoprenalinin gésterdidi pozitif
inotropik ve lusinotropik etki B:-AR selektif antagonisti atenolol ve B;- ve B.-AR
nonselektif antagonisti nadolole kismen rezistandir ki bu da B-AR aracili bir etkinin
olasi oldugunu dutsindidrmektedir (Wheeldon ve ark., 1993).

Bs- ve Bs-AR alttipi arasindaki farkhlklar benzerliklere baskin gelmektedir. 4-
AR’ler Bs-AR’lerden iki &nemli noktada ayrilmaktadir; kenetlenme ve
desensitizasyona yatkinlik. B4-AR’ler daha énce de bahsedildidi gibi hem sigan
atriasinda (Kaumann ve Lynham, 1997) hem de insan atria (Sarsero ve ark., 1997;
Kaumann ve ark., 1997) ve ventrikilinde (Kaumann ve ark., 1997) Gs_adenilat
siklaz yolagina baglanmaktadir; Bs-AR’ler ise G; proteini ile kenetledir (Gauthier ve
ark., 1996). CGP12177’'nin hem sigan (Kaumann ve Lynham, 1997) hem de insan
atriasindaki (Sarsero ve ark., 1997; Kaumann ve ark., 1997) etkilerinin nonselektif
fosfodiesteraz inhibit6rl ile potensiyalize olmasi etkinin cAMP bagimli bir yolaktan
oldugunu desteklemektedir. Ayrica, CGP12177 cAMP dlizeylerini (Kaumann ve ark.,
1997) ve PKA aktivitesini (Kaumann ve Lynham, 1997) sican atriumunda B4-AR’ler
Uzerinden go6stermektedir. B4-AR agonisti olan CGP12177 ile B+- ve B.-AR agonisti
olan izoprenalinin pozitif inotropik ve kronotropik etkilerinin PKA aktivitesindeki artis
(Kaumann ve Lynham, 1997) ile birbirine uyum gdstermesi bu reseptérlerin benzer
sekilde Gg_adenilat siklaz yolagl ile aktive oldugu ihtimalini glclendirmektedir
(Kaumann, 1997).
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Bs-AR’lerden (Nantel ve ark., 1993) farkli olarak B4-AR’ler bir miktar
desensitize olmaktadir (Kaumann, 1996). insan atriasinda CGP12177’nin B4-AR
aracili etkileri yavasca zayiflama egilimindedir. CGP12177’e bagh desensitizasyon
bupranolol (Kaumann, 1996) ile kismen engellenebilmektedir, bu da etkinin direkt
olarak B4-AR aracili oldugunu géstermektedir.

1.2. Tiroid Hormonlan

Tiroid hormonlari (TH), Tiroksin (T,4) ve 3,5,3’ triilyodotironin (T3), iyot iceren ve tiroid
bezinden salgilanan baslica hormonlardir. Gerek normal blylime ve gelismenin
saglanmasi igin, gerekse metabolik homeostazin korunmasi igin ¢ok blylk énem
tasimaktadirlar. T, ve Tz disinda, tiroid bezinin parafolikiler C hicrelerinden
kalsiyum homeostazinda rol oynayan Kkalsitonin hormonu salgilanmaktadir.

(Goodman and Gilman’s, onuncu basim).

Tiroid hormonlarinin salgilandigi tiroid bezi ilkk defa Galen tarafindan
tanimlanmis ve 1656 yilinda Wharton tarafindan “glandulae thyroidaeae” olarak
isimlendirilmigtir. Tiroid bezinin fonksiyonel énemi ise bezin blylmesi durumunda
kalpte ve g6zde ortaya cikan degisikliklerin farkedilmesi ile anlasilmistir (Goodman

and Gilman’s, onuncu basim).

1.2.1. Tiroid Hormonlarinin yapisi

T, ve Ts, treonin aminoasidinin iyot iceren tlrevleridir. Tiroksin ilk defa 1915de
Kendall tarafindan tiroid ekstresinden kristalize olarak izole edilmistir. Bundan 11 yil
sonra tiroksinin yapisal formuli Harington tarafindan gdésterilmis ve 1927 yilinda
Harington ve Barger hormonu sentezlemistir (Goodman and Gilman’s, onuncu

basim).

Tiroid hormonlarinin stereokimyasal &zelligi aktivitelerinin belirlenmesinde
blyuk énem tagimaktadir. Tiroid hormonunun hangi striktirel yapidayken daha aktif
oldugu yapilan calismalarda gésterilmistir (Jorgensen, 1964; Cody, 2000; Wagner
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ve ark., 1995). Bu caligsmalarin sonuglarina gére, 3' ucundan monosubstitiie
bilesikler (T3) 3, 5’ ucundan distbstitle (rT3) gruplara gére daha aktif olmaktadir.

Tiroksin (Ta)

| |
HO ~;©>— (o) ‘§©>\CH2 CHCOOH
|
NH2
| 1

3,5,3'-Triiyodotironin (T3)
I

HO@— 0 —;©>~CH2 CHCOOH
|
NH2
| |

3,3’,5'-Triiyodotironin (rT3)
|
HO 4%(:)} o AQ—CHz GHOOOH
NH2
| |
Sekil 1.6 : Tiroid hormonlarinin kimyasal yapisi (Goodman ve Gilman’s, onuncu basim)

1.2.2. Tiroid Hormonlarinin Sentezi

TH, tiroid folikuler kolloidinin buytk kismini olugturan bir protein olan tiroglobulinin
amino asit reziduleri olarak sentezlenmekte ve depolanmaktadir. Bu bakimdan tiroid
bezi blylk miktarlarda potansiyel hormon depolayabilmektedir ve ekstraselller
tiroglobulin miktari bez kitlesinin bir géstergesi olarak kabul edilmektedir.

Tiroid hormonunun sentez basamaklari su sekilde siralanabilir; 1) iyot
iyonunun beze alinmasi, 2) iyodun oksidasyonu ve tiroglobulinin tirozil gruplarinin
iyodinasyonu, 3) iyodotirozin rezidllerinin eter baglari ile birlesip (coupling)
iyodotironinleri olusturmasi, 4) tiroglobulinin proteolizisi ve tiroksin (T4) ve
triiyodotironin (T3) UGn kana salinmasi, 5) hem tiroid bezinde hem de periferal
dokularda tiroksinin triiyodotironine déntismesi (Goodman and Gilman’s, onuncu

basim).
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Sekil 1.7: Tiroid hormonlarinin sentezi (Katzung, sekizinci basim).

Yetigkin bir bireyde gunlik tiroksin yapiminin 70-90 ug, triiyodotironin
yapiminin ise 15-30 ug oldugu bilinmektedir. T; tiroid bezinden salinmasina karsin,
dolagimdaki T3'ln %80’inin kaynagi periferal dokularda T,0n metabolizasyonu
sonucu olusan Tzdir. S6z konusu dbénlsimi saglayan enzim iyodotironin-5*-
deiyodinazdir. Dénlsimun en fazla gercgeklestigi yer ise karacigerdir. Birgok
periferal dokuda kullanilan T3'lin kaynagi bu dénidsim sonucu agiga c¢ikan
hormondur. Bu dokulardan farkli olarak beyin ve hipofiz bezinde ise lokal olarak
sentezlenen T3 kullaniimaktadir. Normal kosullarda tiroksinin %41'i Ts'e, %38’i ters
Ts'e (rTs, reverse T3) dénlismekte, %21’i ise farkli yolaklarla metabolize olmaktadir.
Plazmadaki tiroksin miktari normalde 4,5 ile 11 ug/dl arasindayken, T; miktari
bundan 100 kat daha azdir (60-180 ng/dl) (Goodman and Gilman’s, onuncu basim).

1.2.3. Tiroid Hormonlarinin Taginmasi

TH kanda belirli plazma proteinlerine nonkovalent olarak baglanarak tasinirlar. Bu
tasiyicilarin baginda Tiroksin Baglayici Globulin (TBG) gelir. T4 bu baglayiciya
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yUksek afinite ile baglandigi halde T3'lin afinitesi daha azdir. T4, ayrica, Transtiretine
(transthyretin: tiroksin baglayici prealbumin) de baglanmaktadir. Bu tagiyicilar satiire
oldugunda ise albumin T, icin tasiyici gbrevi yapabilmektedir (Goodman and

Gilman’s, onuncu basim).

1.2.4. Tiroid Hormonlarinin Degredasyonu ve Atilimi

T,0n yarilanma émri 6-8 giindir. Hipertiroidizmde bu slre 3-4 giine kadar kisalir;
hipotiroidizmde ise 9-10 giline kadar uzar. T3 taslyici proteinlere daha az afinite ile
baglandig igin yari dmr0 yaklagik 1 ginddr. Tiroid hormonlarinin nondeiyodinatif
degredasyonunun yapildigi esas yer karacigerdir. Karacigerde metabolize olan
hormonlar safraya atilirlar; bunun yanisira bu hormonlar enterohepatik siklusa da
girmektedirler.

T,0n ana metabolizasyon yoladi deiyodinizasyon sonucu Tse ve rTse
doénasimdir. T ve rT; ise deiyodinizasyonla inaktif metabolitlerine dénltgurler

(Goodman and Gilman’s, onuncu basim).

1.2.5. Tiroid Bezi Fonksiyonunun Diizenlenmesi

Hipotalamustan tirotropin saliverici hormon (TRH) saliveriimesi sonucu 6n
hipofizden tirotropin (tiroid stimile edici hormon:TSH) saliverilir. TH negatif
“feedback” etki ile TSH yapimini etkileyebilir. Ozellikle Ts ile bu etki T, ile
oldugundan daha fazla gériimektedir.
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Sekil 1.8: Hipotalamus-hipofiz-tiroid ekseni (Katzung, sekizinci basim).

TSH saliminin kontroli ayni zamanda T, ile TRHIn ve de somatostatinin
etkileri arasindaki dengeye baglidir. Bununla birlikte; TH’nin ¢ok yilksek
konsantrasyonlari bile TSH salimini tamamen inhibe etmez.

iyot aliminin azalmasi plazma iyot konsantrasyonunu azaltacagi igin, tiroid
hormonu yapiminda azalmaya ve TSH saliminda artmaya yol agacaktir. Bitln
“feedback” mekanizmalarin iyot dlzeyindeki azalmaya yaniti ¢ok yavas
gelismektedir, ¢linkd tiroid bezinin iyot alma ve biriktirme rezervi ¢cok fazladir. Benzer
sekilde, plazma iyot dizeylerindeki artisa bagh olarak tiroid bezinin buyUkligi ve
damarlanmasi azalmaktadir. Diyetle alinan iyot miktarinin uzun sdreli olarak
azalmasi TSH’In sirekli olarak ve asir miktarda salgilanmasina yol acar ki, bu da
bezin damarlanmasinda artisa ve bezde hipertrofiye neden olur (Rang-Dale-Ritter,
Pharmacology, dérdinci basim).
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1.2.6. Tiroid Hormonlarinin Etki Mekanizmasi

1980’lerin ortalarindan bu yana TH’nin etkilerinin blyldk kismini nikleer reseptérler
(tm steroid hormon reseptdrlerini ve retinoik asit reseptdrind icine alan bir reseptor
stperfamilyasi tyesi) Uzerinden gdsterdigi kabul edilmektedir (Chin ve Yen, 1997;
Anderson ve ark., 2000). Bu modele gbre, T ylksek afiniteli nikleer reseptdrlere
kenetlenmekte, bu da daha sonrasinda spesifik genlerin promoter/regilatér
bélgelerindeki spesifik bir DNA dizilimine (tiroid hormon response element:TRE)
baglanmaktadir. Bu sekilde T; gen transkripsiyonunu ve sonugta protein sentezini
module etmektedir. Genellikle reseptér hormon olmadan da bazal durumda TRE'ye
baglidir. Bu durum gen transkripsiyonunun baskilanmasina neden olmaktadir. Buna
karsin, konstitif gen aktivasyonu olduguna dair érnekler de bulunmaktadir. Ts'ln
reseptdre baglanmasi baskilanmayi kaldirarak gen transkripsiyonunu aktive edebilir.
Hormonlarin reseptorleri ile etkilesmesi direkt uyarici ya da baskilayici etkilere
neden olabilir. T, de s6z konusu reseptdrlere baglanmakla birlikte T;'e gbére daha az
afinite gbstermektedir. Buna ek olarak, nikleer reseptbrlere baglanma yetenegi
olmasina kargin T4Un gen transkripsiyonunu degistirici etkisi bulunmamaktadir. Bu
nedenle, T, daha ¢ok bir prohormon olarak gérinmektedir ve TH'nin gdsterdigi
etkilerin asil T3 Uzerinden oldugu kabul edilmektedir (Goodman and Gilman’s,

onuncu basim).
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Sekil 1.9: Transkripsiyonun tiroid hormonlari tarafindan regllasyonu (Katzung, sekizinci
basim).
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TH baz etkilerini de mitokondriler icindeki reseptérler Gzerinden yaparlar. Bu
hormonlar bazi hicre tirlerinde mitokondrilerin oksidatif metabolizmasini, oksijen

tiketimini ve ATP olugsumunu artinirlar

1.2.7. Tiroid Hormonlarinin Etkileri

TH esas olarak blyime ve gelisme, kalorijenik, kardiyovaskiler ve metabolizma
Uzerinde etkiler olusturmaktadir .

1.2.7.1. Tiroid Hormonlarinin Bilyiime ve Gelisme Uzerindeki Etkileri

TH beyin gelisiminde kritik rol oynamaktadir (Bernal ve Nunez, 1995). THnin
eksikligi aktif noérojenez periyodunda (dogumdan sonraki 6 aya kadar) geri
déndsimstz mental retardasyona (kretinizm) neden olmaktadir ve bu duruma
beyindeki ¢oklu morfolojik degisimler de eslik etmektedir (Legrand, 1979). Bu ciddi
morfolojik degisimler ndronal migrasyonun bozulmasindan, aksonal uzantilarin
dizensizlesmesinden  (deranged axonal projections) ve  sinaptojenezin
azalmasindan kaynaklanmaktadir. Dogumdan itibaren 2 hafta boyunca tiroid
hormonu verilmesi durumunda bu morfolojik bozukluklarin ortaya ¢ikmasi
engellenebilmektedir (Goodman and Gilman’s, onuncu basim). Tiroid hormonu
eksikliginin, ¢ocuklarda daha ileri dbnemde gelismesi sonucu mental retardasyon
daha az olusmaktadir. Bu tip ¢ocuklardaki tipik bulgu lineer blyime bozuklugudur.
Gelisme cagindaki bireylerde bilyime esas olarak blylme hormonunun etkisi
altinda geligir, fakat, TH olmazsa blyime hormonlarinin etkinligi azalir (Tibbi
Farmakoloji, sekizinci basim).

TH'nin blyime ve gelisme Uzerindeki etkileri sadece beyinle sinirli degildir.
iskelet ve treme sistemi basta olmak (zere birgok dokunun fonksiyonu TH ile
dizenlenmekte ve eksikliginde bu dokularda bozukluk gézlenmektedir.
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1.2.7.2. Tiroid Hormonlarinin Kalorijenik Etkileri

Tiroid hormonuna bagli olarak bircok dokuda (kalp, iskelet kasi, karaciger, bdbrek)
oksijen tuketiminin arttigi (kalorijenik etki) gdsterilmistir. Beyin, gonadlar, dalak gibi
bazi organlar ise TH'nin kalorijenik etkilerine yanit vermez. Kalorijenik etki TH
tarafindan membrandaki Na-K-ATPaz'in stimilasyonu ile fazlasiyla iligkilidir. Bu
enzimin hicrenin Orettidi total oksijenin ¢odunu harcadigi bulunmustur. TH'nin

myokardi stimile etmesi kalorijenik etkinin yaklasik %30-40’indan sorumludur.

1.2.7.3. Tiroid Hormonlarinin Metabolik Etkileri

TH Kkolesterolln safra asitlerine dénisiminl stimile ettigi icin hipotiroidizmin en
belirgin bulgularindan biri de hiperkolesterolemidir. TH’nin karacigerde disuk
dansiteli lipoproteinin (DDL) spesifik baglanmasini artirdigi (Salter ve ark., 1998) ve
hipotiroidizmde hepatik DDL reseptér konsantrasyonunun azaldigi gdésterilmigtir
(Scarabottolo ve ark., 1986; Gross ve ark., 1987). Hepatositlerin ylzeyindeki DDL
reseptorlerinin sayisi plazma kolesterol dizeyinin dnemli bir belirleyicisi oldugu igin
hipotiroidizmde bu sayinin azalmasi da bu hastallkta g&zlemlenen
hiperkolesterolemiyi agiklamaktadir (Goodman and Gilman’s, onuncu basim).
Hipertiroidizm halinde lipid tirlerinin gogunun depo edilen miktari azalir ve plazma
dizeyleri diger; hipotiroidizmde ise bunun tersi gecerlidir.

T3 lipolizisi stimlle etmektedir. TH'nin bu etkisi, yag dokusu hUcrelerinde
adenilsiklaz enziminin lipolitik etkisine aracilik eden cAMP'yi yikan fosfodiesterazi
inhibe etmelerinin sonucudur (Tibbi Farmakoloji, sekizinci basim). Ayrica tiroid
hormonu malik enzim ve yag asidi sentaz gibi c¢esitli lipojenik enzimlerin
ekspresyonunu indiklemektedir. Hipotiroidili hastalarda yapilan bir calismada
uygulanan L-tiroksin miktarindaki ufak dalgalanmalar bile enerji metabolizmasinda
ciddi degisimlere neden olabilmektedir (Al-adsani ve ark., 1997).

TH, fizyolojik dozda insulinin etkinligini potansiyalize ederek glukoz
utilizasyonunu ve karacigerde glikojen sentezini artirirlar. YUksek dozlarda
verildiklerinde ya da asirn dizeyde salgilandiklarinda ise glukagonun ve
katekolaminlerin etkinligini artirirlar; bdylece glukojenolizisi ve glukoneojenezi
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stimiile ederler ve hiperglisemi olustururlar. insulinin yikimi Gzerine de etkilidirler;
hipotiroidizmde insulin yikimi azalir ve insulin duyarlih@i artar, hipertiroidizmde ise

insuline duyarhhk genellikle azalir (Tibbi Farmakoloji, sekizinci basim).

TH fizyolojik dozlarda ya da hipotiroidizm durumunda protein sentezini
artirirlar.  Blyime  Uzerindeki olumlu etkileri de kismen bu 0&zellikten
kaynaklanmaktadir. Yliksek dozlarda veya hipertiroidizm durumunda ise protein
sentezini inhibe ederler ve katabolizmayi artirirlar (Tibbi Farmakoloji, sekizinci
basim).

TH bazal metabolizma hizini yikseltirler ki bunun en tipik belirtisi agiri terleme
ve sicaga dayaniksizliktir (Tibbi Farmakoloji, sekizinci basim).

1.2.7.4. Tiroid Hormonlarinin Kardiyovaskiiler Etkileri

TH’nin kardiovaskiler sistem (zerinde 6nemli etkiler gosterdigi ve bu hormon
dizeyindeki bozukluklarin kardiyovaskiler hastaliklara neden oldugu bilinmektedir
(Parry 1825). Kardiyovaskuler fonksiyonun dizenlenmesi kadar kas gelisimi icin de
TH'nin gerekli oldugu yapilan arastirmalarla saptanmistir (Dieckman ve Solaro
1990). Ote yandan, kardiyak hipertrofi (Kinugavave ark., 2001b), kalp yetmezligi
(Hamilton ve ark., 1990; Klein ve Ojamaa, 2001; Ascheim ve Hryniewicz,2002;
Danzi ve Klein, 2002), miyokard enfarktiisii ve kronik iskemik kalp hastaligi
(Franklyn ve ark., 1984; Ojamaa ve ark., 2000) gibi patolojik durumlarda TH
dizeyinde degisiklikler oldugu gdsterilmistir. Buna ek olarak, antiaritmik ilaclarla
uzun sdreli tedavi (Trip ve ark., 1991; Moolman, 2002) ve diyet (Haddad ark.,
1997a) gibi faktdérlere bagl olarak TH bozukluklar siklikla gérulebilmektedir.
Bununla birlikte, TH dizeyi ve kardiyak fonksiyon bozuklugu arasindaki neden-
sonug¢ iligkisi acik bir sekilde ortaya konulmamistir. Kalbin genomik ve fenotipik
ekspresyonunun TH’ya son derece duyarl oldugunun anlagiimasi, TH dizeyindeki
degisikliklerin kalpte gen ekspresyonunu ve sonrasinda kalp fonksiyonunu
etkileyebilecegini géstermektedir (Morkin, 1993; Ojamaa ve ark., 1996; Danzi ve
Klein, 2002). Bu nedenle kalp hastaliklarinin patogenezinde asiri ve yetersiz TH
dizeyi damar sisteminden bagimsiz olarak kalpteki molekller degisikliklerden

sorumlu olabilir.
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Yukarida da belirtildigi gibi tiroid hormonlarinin organizmadaki etkilerinden
sorumlu olan Tz hormonudur. Kalp fonksiyonu (zerinde T3z hormonunun neden
oldugu degisiklikler bu hormonun dogrudan ya da dolayli etkilerinden kaynaklanabilir
ve bu etkilere T3 hormonunun nlkleer ya da ekstranlikleer mekanizmalar aracilik
etmektedir. NUkleer T; etkileri hormonun miyositlerdeki spesifik nikleer reseptérler
ile etkilesiminden kaynaklanmaktadir. Buna karsin, ekstrantkleer T; etkileri nikleer
reseptériine baglanma ve protein sentezindeki artistan bagimsiz olarak hizli bir
sekilde hidcre membranindan amino asitler, seker ve kalsiyum gibi iyon transport
fonksiyonu Gzerinden gerceklesmektedir (Danzi ve Klein, 2002).

Cizelge 1.1 : Tiroid hormonunun kardiyak gen ekspresyonu Uzerindeki etkileri (Klein ve
Danzi, 2007)

Pozitif regiile olanlar Negatif regiile olanlar
e MHC, e MHCg
e SERCa2 e Fosfolamban
¢ Na'/K* ATPaz ¢ Adenilat siklaz katalitik
altiniteleri
e B1-AR

e Tiroid hormon reseptdr al
e Atrial natridiretik hormon

e Na'/Ca™ exchanger
e Voltaj bagimh K* kanallari

(Kv1.5, Kv 4.2, Kv4.3)

Genel olarak kalp ritmi sistolik kasilma ve diyastolik gevseme seklinde
olusmaktadir. Kasilma ile ilgili islemler inotropik mekanizmalar, gevseme ile iligkili
mekanizmalar /lusinotropik etkiler olarak tanimlanmaktadir. T; belirgin olarak
diastolik gevsemeyi kisaltmaktadir, bitiin memeli tirlerinde hipertiroidili kalpler daha
yiksek hizla gevserken (artmis lusinotropik etki), hipotiroidi durumunda diastol
slresi uzamaktadir (Mintz ve ark.,, 1991). Sitozoldeki serbest Ca™
konsantrasyonunun azalma hizina bagl olarak miyofibrillerin ince filamentlerindeki

++3

troponin C’ye sunulan Ca™un azalmasi diastolik gevsemeye neden olan kritik

olaylardan biridir.
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Sekil 1.10: T3’0n kardiyomiyositlerdeki etki bolgeleri. (Kisa ¢izgilerle gdsterilen oklar ¢cok
basamakli yolaklar ifade ediyor) (Klein ve Ojamaa, 2001).

Cesitli kalsiyum pompalar ve iyon “exchanger’lari (Na*/Ca*™ gibi) sitozolik
Ca™ duzeyinin azalmasina yardimci olurlar. Sarkoplazmik retikulum Ca*™*-ATPaz

(SERCa2) diastol sirasinda sarkoplazmik retikulum Iimenine Ca™ geri alim
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(reuptake) hizindan sorumludur; bir baska anlatimla, kontraksiyondan sonra
miyokardiyal relaksasyon hizinin baslica belirleyicisidir (Dillman, 1990; Kiss ve ark.,
1994).

Sarkoplazmik retikulum miyofibrilleri gevreleyen vezikuler bir yapidir. Buradaki
kalsiyum pompasini kodlayan gen belirgin oranda T3’e duyarlidir (responsive). S6z
konusu genin regulatér bélgesinde 3 tane TRE tanimlanmigtir (Rohrer ve ark., 1991;
Zarain-Herzberg ve ark., 1994; Hartong ve ark., 1994). T; in vivo kosullarda
SERCaz2 transkripsiyonunu belirgin olarak artirmaktadir. Bu etkinin direkt olarak Tj
aracili oldugu miyosit kaltarlerinde Tgz'0n transkripsiyonu artirict  etkisi ile
gOsterilebilir.

SERCa2'nin performansi fosfolambanin ekspresyon  dizeyinden
etkilenmektedir; ekspresyon attikca SERCa2 aktivitesi azalmaktadir (Kiss ve ark.,
1994). Bu agidan bakildiginda; tiroid hormonunun SERCa2 ekspresyonunu
“‘upregtle”, fosfolamban ekspresyonunu ise “downregule” ettigi ve bu sekilde
miyokardiyal relaksasyonu artirdigi birgok c¢alismada ayrintili olarak goésterilmigtir
(Dillman, 1990; Kiss ve ark., 1994). Ayrica fosfolamban geni silinmis (knock out)
farelerde kontraktilitenin arttigi ve tiroid hormon tedavisinin bu duruma fazladan bir
etkisinin olmadig! gdsterilmistir (Kiss ve ark., 1996).

Sarkoplazmik retikulumun kalsiyum kanali olan ryanodin kanalinin mRNA
ekspresyonu da TH tarafindan belirgin sekilde artmaktadir (Arai ve ark., 1991).
Ryanodin kanallarinin sayisinin artmasi sistolde sarkoplazmik retikulumdan
kalsiyum saliminda Ts'e bagml olarak artisa neden olmaktadir. Bu durum,
hipertiroidili sicanlardaki sistolik kontraktil fonksiyonun artmasindan blyik élctide
sorumludur. Buna karsin; SR’daki Ca*™ baglayici bir protein olan kalsekestrin tiroid
dizeyindeki degisimlerden etkilenmemektedir.

Hacre ici Ca™ dizenlenmesinde rol oynayan sarkoplazmik retikulum
proteinleri (SERCa2, fosfolamban, ryanodin reseptdrleri) diginda (Dillmann, 1990;
Kiss ve ark., 1994), TH tarafindan transkripsiyonel diizeyde ekspresyonu etkilenen
proteinler icinde en genis olarak tanimlananlar miyozin agir zincir (MHC)
izoformlaridir (Morkin, 1993; Ojamaa ve ark., 1996b). Bunun tipik érnekleri sigcan ve
tavsan kalbinde yapilan galismalarda gosterilmistir (Morkin, 1993; Ojamaa ve ark.,
1996b). Bir kasin kasilma hizini yansitan miyozin ATPaz aktivitesi MHC,, (ylksek
ATPaz aktivitesine sahip) ve MHC; alttipleri (dusik ATPaz aktivitesine sahip) ile



38

duzenlenmektedir. T; hormonu MHC, ekspresyonunu uyarirken, MHCg gen
ekspresyonunu azaltmaktadir.

Hipotroidizm durumunda kalbin kasilma islevinde disik ATPaz aktiviteli
miyozin etkindir. Bu durum hipotroidili sican papiller kasinda kasiima hizinin
azalmasina neden olmaktadir (Morkin, 1993). Tersine, hipertroidili sican kalbinde
artmis MHC,, aktivitesi nedeniyle hizli bir kasilma gérilmektedir. Bunlara ek olarak,
yakin zamanda yapilan bir ¢alismada MHC, ve MHC; genlerinin pre-mRNA ve
mRNA’ya normal transkripsiyonu disinda zit bir sarmal transkripsiyonu daha
saptanmistir ve bu sarmal “B-RNA antisense”i (3-RNA AS) olarak adlandiriimistir
(Haddad ve ark., 2005). Bunun énemi MHCg'nin transkripsiyonuna midahale ederek
B mRNA’sinin birikmesine engel olmasidir (Haddad ve ark., 2005). ilging olarak bu
B-RNA AS’nin hipotiroidizmde azaldigi bulunmus ve bu azalmanin MHC, formundan
MHCg formuna kaymayi agiklayabilecegi 6éne strtlmustir (Haddad ve ark., 2005).
Rodentlerdeki kadar Gzerinde durulmasa da bu regilasyonun varligi insanda da
gosterilmigtir (Ladenson ve ark., 1992). insanda MHC; izoformu MHC, izoformuna
gb6re daha yaygin bulunmaktadir (Magner ve ark., 1988; Ladenson ve ark., 1992) ve
iki izoform arasindaki oran tiroid hormonundan ¢ok fazla etkilenmemektedir
(Ladenson ve ark., 1992).

Tiroid hormonu, kalpte ince filamentlerin bir parcasi olan aktinde belirgin artisa
neden olmaktadir. Kalici ve agir hipertiroidi vakalarinda iskelet kasindaki aktinin
olusumu da artmaktadir. Yine bir ince filament parcasi ve regulator protein olan
troponin I'nin diizeyi geng erigkinlerde TH ile yukselmektedir.

Tiroid hormonlart Na’_K*_ATPaz, Na'_Ca™_exchanger ve voltaj bagiml
potasyum kanallari (Kv1.5, Kv4.2, Kv4.3) gibi gesitli plazma-membran iyon
tastyicilarini da hem transkripsiyon hem de posttranskripsiyon dizeyinde etkileyerek
miyokardin elektrokimyasal ve mekanik yanitlarini koordine etmektedir (Gick ve ark.,
1990; Ojamaa ve ark., 1999). Na*_K*_ATPaz da sarkolemada lokalize olmustur ve
indirekt olarak kalsiyum konsantrasyonunu etkilemektedir. Tiroid hormon tedavisi ile
bu pompanin a ve B alt Unitelerinin dizeyinin arttigi goésterilmigtir. Birgok ATP
bagimh (consuming) iyon pompasindan yalnizca Na* K* ATPaz hipertiroidili
kalplerde oksijen tiketiminin artisina katkida bulunmaktadir.

Tiroid hormonunun ekstrantikleer ya da nongenomik etkileri hormonun nikleer

bir kompleks olusumuna gerek duymamakta ve ¢ok hizli gerceklesmektedir. T5'lin
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nukleer reseptdrler Gzerinden olan etkilerinin ortaya ¢ikmasi 0,5 ile 2 saat alirken,
iyon akimi tzerinden olan etkileri birka¢ dakikada gerceklesir (Davis ve ark., 1993,
2002). Ornek olarak, T3 kardiyomiyositlerde yavas inaktive olan Na* kanallarinin 4
dakika icinde aktif hale gelmesini saglamaktadir. Miyositlerde sarkolema hicre
membraninda bulunan kalsiyum pompasinin (Ca**-ATPaz) izole membran
fraksiyonlarinda tiroid hormonundan etkilendiginin saptanmig olmasi, THnin
ekstranikleer etkisi aracihigiyla da hicre i¢ci Ca™ homeostazini dizenledigini
gOstermektedir (Davis ve Davis, 1996). Buna ek olarak, T; sarkolemadaki
Na’_K*_ATPaz aktivitesini artirmaktadir.(Orlowski ve Lingrel, 1990). Ote yandan, T;
hormonunun plazma membranindan seker ve amino asit transportu tzerine etkisi
hakkinda sinirli sayida bilgi bulunmaktadir (Segal, 1989). TH ylksek oranda lipofilik
bilesikler olduklarindan plazma membranin fosfolipid yapisi iginde yogun olarak
bulunmaktadirlar. Bu nedenle spesifik iyon kanallarini etkileyebilmektedirler. THnin
kalp Gzerindeki bazi nongenomik etkileri dGnemlidir.

Eutiroid durumunda TH plazma membraninda bulunan iyon pompalari ve
kanallar Gzerinde homeostatik etki gdéstermektedir. Bunlar arasinda Na*/H" antiport
(NHE) ve Ca*™ pompasinin stimulasyonu bulunmaktadir. Dolagimdaki tiroid hormon
miktari rélatif olarak sabit oldugu icin, hormonun NHE ve Ca*™-ATPaz Uzerindeki
etkileri bu tasiyicilarin bazal aktivitelerine katkida bulunur. Bu etkiler miyokardiyal
eksitabilite ve aksiyon potansiyel siresinin dizenlenmesinde rol oynamaktadir. (Sun
ve ark., 2000). Tiroid hormonlarinin NHE, TRE, iceri acilan K* kanali ve aksiyon
potaniyeli Gzerindeki nongenomik etkileri primer olarak Tj; kalsiyum pompasi ve
serin fosforilasyonu Uzerindeki etkileri ise primer olarak T, aracilidir.

Aslinda tiroid hormonlarinin genomik (TR bagimli) ve nongenomik etkileri
birbiri ile baglantihdir. Ornegin; T, nongenomik olarak tiroid hormon reseptériinin
serin fosforilasyonuna yol acar ve bu reseptorler Gzerinden SERCa2 genini
etkileyerek protein aktivitesi Uzerine nongenomik etkiler olusturur (Bottinelli ve ark.,
1995; Tielens ve ark., 1996; Lin ve ark., 1999).

Sempatomimetik ajanlar ve tiroid hormonlari benzer semptomlara yol
acmaktadirlar; bunlar arasinda tagikardi, kasilma guct ve hizindaki artis sayilabilir.
Hipertiroidili hastalarin sempatolitik ajanlar ile tedavi edilmesi tagsikardi tablosunu
dizeltmektedir. Bu go6zlemler, Ts;'Gn bazi etkilerinin sempatoadrenal sistem
aktivitesinin artis1 ya da dokunun normal sempatomimetik uyariya karsi duyarlilik



40

veya cevapverirlik artisina bagh oldugu hipotezinin dogmasina neden olmustur
(Bilezikian ve Loeb, 1983). Hipertiroidili hastalarda B-adrenerjik stimilasyon
sonucunda sol ventrikil kasinin kasilma hizinin arttiginin gésterilmesi (lzumo ve
Mahdavi, 1988) ve tirotoksikozda plazma ve idrar katekolamin dizeyinin normal
(Coulombe ve ark., 1976) ya da azalmis olmasi (Retge ve ark., 1985) bu hipotezi
destekleyen bulgulardir.

Klinik bulgular adrenerjik aktivitenin arttigini  gbsterse de, calismalar
hipertiroidizmde serum katekolamin dlzeylerinin azaldigini, hipotiroidizmde ise
tersine arttigini kesin olarak géstermektedir (Levey, 1971; Coulombe ve ark., 1997;
Levey ve Klein, 1990; Polikar ve ark., 1990).

Hipertiroidili kalpte sempatoadrenal sistemin duyarhihidinin artmasi B-AR’lerin
sayisindaki artistan kaynaklanabilir (Stiles ve Lefkowitz, 1981; Hammond ve ark.,
1987; Hohl ve ark., 1989). Buna ek olarak, sempatik sinyal transdiksiyon sisteminin
diger komponentlerinin diizeyleri de tiroid hormonlarindan etkilenmektedir. Ozellikle,
hipertiroidili domuzlarda yapilan ¢alismalarda Tj'Un stimilatér guanin ndkleotid—
regulatér protein miktarini belirgin olarak artirdigi belirtilmistir (Ransnas ve ark.,
1988). Benzer sekilde baska arastirmalarda da , B-AR’lerin ve Gs proteininin tiroid
hormonu tarafindan “upregile” edildigi bulunmustur (Ransnas ve ark., 1988;
Hammond ve ark., 1987). Ote yandan, tip V ve VI adenilat siklaz transkripsiyonu
tiroid hormon diizeyinden etkilenmemektedir (Ojamaa ve ark., 2000).

Yakin zamanda yapilan bir calismada, insan tip 2 iyodotironin deiyodinazin
fare kardiyomiyositlerinde eksprese oldugu ve lokal olarak T3 yapimin artirdigi
gOsterilmistir. Bu farelerde Giyz ekspresyonu azalmis ve cAMP miktari artmistir
(Carvalho ve ark., 2004). Bu durum B-adrenerjik sistemin yanitverirliginde artisa
neden olabilir.

Adrenerjik yanitverirligin  tiroid duzeylerinden etkilenmedigini gosteren
calismalar da literatirde yer almaktadir. 3 B-AR alttipi genlerinin silindigi farelerde
hipertirodizmde goérulen kardiyovaskuler etkilerin kontrol farelerdekine benzer
¢lkmasi (Bachman ve ark., 2004) sempatik sistem duyarlihdinin hipertiroidizmdeki
kardiyovaskdler etkilere katkida bulunmadigini distindirmektedir.

Daha dénce de belirtildigi gibi incelenen birgok tirde B1-AR’ler kalpteki toplam
adrenerjik reseptorlerin %70’ni olusturmaktadir. Ayrica, B-AR’ler sinoatrial d0gumde,
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onlari gevreleyen miyositlerde olduguna oranla 2 kat daha fazla bulunmaktadir
(Muntz, 1992). Sinoatrial digimde adrenerjik reseptér alttiplerinden baskin olani 8-
AR’lerdir (%75). Buna karsin, vaskiiler hiicrelerde B.-AR daha yogun olarak bulunur
(%75). Bu nedenle, miyositlerde T3 regllasyonundan sorumlu olan alttip Bi-AR’ler
olabilir. Gergcekten T3’lUin B4- ve B.-AR’ler Uzerindeki etkisi farklidir (Bahouth, 1991).
Ts B1-AR mRNA’larinda 4 kat artisa neden olurken, B.-AR mRNA’si (zerindeki
belirgin etki géstermemektedir. T3'in B1-AR gen transkripsiyonu Gzerindeki etkisi 30
dakikada baglayip artarak yaklasik 72 saat kadar strmektedir. 3;-AR mRNA’sindaki
artisl takiben B4-AR dansitesi 3 kat artmakta ve bu da 48 saat devam etmektedir. T
bu etkisini T5-TR kompleksini bir TRE’ye baglayarak gdstermektedir (Bahouth ve
ark., 1997). Buna karsin; B.-AR’ler T; uygulanmasindan ©6nemli Olgtde
etkilenmemektedir. Bu bulgular dokuda B1-AR geninin T3'e duyarli oldugunu B,-AR
geninin ise bu hormondan minimum etkilendigini géstermektedir. Hayvanlardan elde
edilen bu bulgulari insana uyarlamak igin henlz erken gérinmektedir, ¢unkd,
hipotroidili insanlarda kardiyak B:-AR geninin T; ile regulasyonu calisiimamigtir.
Buna karsin, miksédemde hipotiroidili bireylerde B,-AR mRNA’larinin T, tedavisine
yanit vermedigi saptanmistir (Ladenson, 1992).

Tiroid disfonksiyonu kan basincini degistirmektedir. Hipertiroidizmde atim
hacmi (stroke volume) arttigi igin sistolik basing artar, daha sonra periferal
vazodilatasyon sonucu diastolik basin¢ azalir; bu nedenle ortalama kan basinci
Uzerinde bu hastaligin etkisi minérdir (Klein ve Ojamaa, 1994; Streeten ve ark.,
1988; Bing ve ark., 1980). Bu durumun tersine; hipotiroidizmde diastolik basing
artmaktadir.

1.2.8. Hipertiroidizm ve Kardiyovaskiiler Etkileri

Hipertiroidizm serum T3 ve T, seviyelerinin yukselmesi ile karakterize bir hastaliktir.
Bu hastalik hormonlarin tiroid bezinde asiri sentezlenmelerinden, bezde depolanan
hormonlarin fazla salinmasindan ya da tiroid hormonu uygulamasindan
kaynaklanabilir (Mc Nally ve ark., 1989; Schaub ve ark., 1997). Hipertiroidizmin
gorllen sekilleri arasinda Graves hastalgi, toksik uni/multinodller guatr ve subakut
tiroiditis sayilabilir. Hastaligin genel bulgulari; bazal metabolizma hizinda yiukselme,
kilo kaybi, asiri terleme, sicaga dayaniksizlik, anksiyete, tremor, glgsuzlik, dispne
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ve istah artmasidir. Graves-Basedow hastaliginda bunlara ek olarak ekzoftalmoz ve
diger oftalmolojik bozukluklar da goérulebilir.

Hipertiroidizmde tedavi yaklagimi olarak, baslica 3 yol izlenir; 1) antitiroid ilacla
yapilan palyatif tedavi, 2) cerrahi girigsimle tiroidin bir kisminin c¢ikariimasi, 3)
radyoaktif iyotla tiroid folikll hiicrelerinin tahrip edilmesi.

Antitiroid amagcla kullanilan 3 c¢esit ilag bulunmaktadir; propiltiyourasil,
metimazol ve karbimazol. Bunlardan metimazolin gravimetrik etki glcl
propiltiyourasilden on kat daha fazladir. Karbimazol ise bir 6n ilagtir ve metimazole
doniiserek etkisini gosterir. Iyot eksikligi tiroid hormonlarinin sentezini azaltip TSH
salgisini artirarak guatr olusturdugu igin, iyodir tuzlari hipertiroidizmde antitiroid ilag

olarak kullanilabilirler. Radioaktif iyot (**'l)

de tiroid bezini kismen tahrip ederek asiri
hormon salgisini azaltmak amaciyla kullaniimaktadir (Tibbi Farmakoloji, sekizinci

basim).

Hipertiroidizmin  6énemli  kardiyovaskiler sonuglari arasinda dinlenme
sirasindaki tasikardi, apekste hiperkinetik atim, hiperdinamik sirkilasyon sayilabilir.
Ek olarak, kardiyak outputta, sol ventrikil kontraktilitesinde, relaksasyon hizinda,
kardiyak is yUku ve oksijen tiketiminde artis gérilmektedir (Dillmann ve ark., 1989;
Biondi ve ark., 2002; Moolman, 2002).

Hipertiroidili hastalarin %5-10'unda atrial fibrilasyon olusmaktadir (Sawin ve
ark., 1994; Auer ve ark., 2001) ve hormon diizeyleri normale déndigiinde bu durum
genellikle dizelmektedir (Nakazawa ve ark., 1982). Ancak, dénlisim hizi yas ve
aritminin strecine bagli olarak azalmaktadir (Nakazawa ve ark., 1982; Nordyke ve
ark., 1988). Bu nedenle tedavi stratejisi olarak énce hormon dlzeyleri normale
indirilmelidir. Buna ek olarak, B-AR blokerleri tagikardiyi dnlemek amaciyla tedaviye
eklenmektedir.

Daha 6nce de belirtildigi gibi, hipertiroidizmde genellikle sistolik arteriyel
basing artarken, diastolik arteriyel basin¢g azalmaktadir, bu nedenle ortalama
arteriyel basing genellikle degismemektedir (Graettinger ve ark., 1959; Theilen ve
Wilson, 1967; De Groot ve Leonard, 1970).
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Sekil 1.12: insanda hipertirodizme bagh olarak gorilen kardiyovaskiiler etkiler ve
mekanizmalari. SVR, sistemik vaskiler rezistans, RAAS, renin-anjiyotensin-aldosteron
sistemi, DAP, diastolik arteriyel basin¢, SAP, sistolik arteriyel basing, AP, arteriyel basing,
LVEDV, sol ventrikdl diastol sonu basing, LVESV, sol ventrikiil sistol sonu hacmi (Biondi ve
ark., 2002).

Hayvan modellerinde, artan T; dizeyleri kalpte MHC, transkripsiyonunu pozitif
olarak regile ederken, MHCg transkripsiyonunu inhibe etmektedir (Morkin, 1993;
Bottinelli ve ark., 1995; Ojamaa ve ark., 1996; Yagi ve ark., 2001). Hipertroidi
durumunda MHCg’in MHC,'e déntsimanin nedeni artmis metabolik ve fonksiyonel
ihtiyaca adaptasyon mekanizmasi olarak dugtndlebilir. Deneysel hipertiroidizmde
kasin MHC, igeriginin artip MHGCg iceriginin azalmasi miyozin ATPaz aktivitesinin
artisi ile iliskilidir (Jakab ve ark., 1994; Bottinelli ve ark., 1995; Wolska ve ark., 1997;
Yagi ve ark., 1991; Dillman, 2002).

Tiroid hormon tedavisi uygulanan sicanlarin kalbinde B-AR sayisinin ve
adenilat siklaz aktivitesinin arttigi pek ¢ok calismada goésterilmigtir (Bilezikian ve
Loeb, 1983; Pracyk ve Slotkin, 1991). Tirotoksikozlu sigcanlarin ventrikdl
membraninda B-AR baglama kapasitesinde gecici bir artis bulunmustur. Bu bulgu T4
tedavisine baslandiktan sonraki 1 ay icinde normale dénmustir (Zwaveling ve ark.,
1998). Daha az sayidaki bir grup calismaci ise tiroid hormon tedavisi sonucu B-
AR’de herhangi bir degisim gézlememistir (Novotny ve ark., 1999). Tirotoksikozun
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B1- ve B2-AR Uzerindeki etkisini gérmek i¢in ventrikil miyosit kiltirlerinde yapilan bir
calismada bu patolojinin daha cok (;-AR ekspresyonunu artirdigi bulunmustur
(Bahouth, 1991). Ayni calismacilar Bi-AR’lerin T3 ile transkripsiyon dizeyinde
etkilendigini g6stermistir. Bu ve benzeri bircok calismada B-AR sayisindaki artisa
dayanarak hipertiroidizmde miyokardin intrinsik adrenerjik yanitverirliginin asir
arttigini 6ne sirse de, B-AR’lerin "overeksprese" edildigi transjenik farelerde yapilan
yeni ¢alismalarda reseptér sayisinin 2-400 kat artmig olmasina ragmen baglanma
bdlgelerinde ve cAMP yapiminda bu oranda bir artis gézlenmemistir (Zolk ve ark.,
1998; Heubach ve ark., 1999). Bu da tirotoksikozda izlenen adrenerjik yanit artigi
icin reseptdrle kenetli 6teki sinyalizasyon asamalarinda da degisimler olmasi
gerektigini digtindirmektedir.

Novotny ve arkadaslari (1999), olgulanmamigs sican ventrikil miyositlerinde
tiroid hormon tedavisinin G¢'i artinp, Gyl azalttigi géstermistir. Tirotoksikozda
gb6zlenen bu degisim ratlar yetigkin hale geldiginde kaybolmaktadir. Zwaveling ve
Cols (1998) ise, tirotoksikozlu siganlarin kalbinde Gs protein dansitesinin arttigini,
fakat, izoprenalin ya da forskoline yanit olarak adenilat siklazda belirgin bir degisiklik

olmadigini bulmustur.

Tiroid hormon dizeyi ile adenilat siklaz aktivitesi arasindaki korelasyonun
kalpte (Pracyk ve Slotkin, 1991; Novotny ve ark., 1999), kahverengi adipoz dokuda
(Carvalho ve ark., 1996) ve beyinde (Wagner ve ark., 1994) gdsterilmis olmasi tiroid
hormonunun B-adrenerjik etkilerini, en azindan kismen adenilat siklaz ekspresyonu
ya da aktivasyonu Gzerinden diizenledigi fikrini desteklemektedir. Buna karsin sican
ventrikil membranlarinda tiroid hormon tedavisi ne Gs proteininde ne de
adenilatsiklaz aktivitesinde bir artisa neden olmamistir (Levine ve ark., 1990). Ek
olarak, tirotoksikozda tip V ve VI adenilat siklaz ekspresyonunu arastiran bir
calismada T, injekte edilen ratlarda miyokardiyal tip V ve VI adenilat siklaz
mRNA’larinin eutiroid siganlarla kiyaslandiginda artmadigi bulunmustur (Ojamaa ve
ark., 2000). Ote yandan, tirotoksikozlu siganlarin izole kalplerinin kullanildigi bir
baska galismada, ventrikil basincinin izoprenalin uygulandiginda artip, forskolin
uygulandiginda artmamasi reseptdr aktivasyonu ile tiroid hormon dizeyinin
korelasyonuna dikkat gekmektedir (Zwaveling ve ark., 1998).
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1.2.8. Hipotiroidizm ve kardiyovaskiiler etkileri

Hipotiroidizm T3 ve T, hormon dizeylerinin azalmasi ile karakterize bir sendromdur.
Birgok hastada hastaligin nedeni tiroid hormon sentezinin azalmasidir (Dillmann ve
ark., 1989). Hipotiroidizmin belirtilerinin hipertiroidizme gbére daha az belirgin olmasi
bir dezavantajdir, ¢linkl subklinik hipotiroidizm kardiyovaskiler hemodinamiklerin
bozulmasina yol agabilir (Biondi ve ark., 1999).

Tiroid bezinin olusmamas! veya tiroid hormonu sentez ve saliveriimesinin
konjenital bozuklugu gibi nedenlerle fétal yasamdan itibaren hormon yoklugu
kretinizm denilen hipotiroidizm tarind meydana getirir. Bu bireylerde mental ve
fiziksel gelismede gerilik ortaya ¢ikar. Bu patolojide TSH dlzeyi yukselmis, T; ve Ty
dizeyleri ise digmustir. Hipotiroidizmin erigkin tirli ise miksédem adini alr ve
tiroidektomi, tiroidit, otoimmun hastalik (Hashimoto Tiroiditi gibi) veya radyoaktif
iyotla tiroidin tahrip edilmesi gibi tiroiddeki primer bir bozukluga bagli olarak ¢ikar.
Hipotiroidizmde gug¢sizIUk, fiziksel ve mental etkinlikte yavaslama, apati, letarji, ciltte
ve ciltaltinda sisme, g6z kapag! 6édemi, terlemenin azalmasi ve ciltte kuruma, bazal
metabolizmada digsuklik, anemi, konstipasyon, soguga duyarhlik ve sa¢ dékilmesi
gibi belirtiler gérulur (Tibbi Farmakoloji, sekizinci basim).

Hipotiroidizmde tedavi yaklasimi olarak, replasman tedavisi uygulanir. Bu
amagla tiroid ekstresi, saf sentetik tiroid hormonlari veya hormon karisimi kullanilir.
Bu amagla kullanilan ilaglar; levotiroksin, liyotironin ve liyotriks’dur. Levotiroksin etki
sUresi daha uzun oldugu ve plazma duzeyi kararli oldugu i¢in tercih edilir. Liyotriks,
levotiroksin sodyum ve liyotironin  sodyumun 4:1 oranidir. Bunlarin yanisira

tiroglobulin de tedavi amaciyla kullanilabilir (Tibbi Farmakoloji, sekizinci basim).

Hipotiroidizmde gdérilen kardiyovaskdler belirtiler ise; bradikardi, kontraktilite,
ventrikller dolma, output ve atim hacminde azalma, diastolik disfonksiyon ve
sirkllasyon zamaninin uzamasidir (Wieshammer ve ark., 1989; Klein ve Ojamaa,
2001; Moolman, 2002). Hipotiroidizm genellikle kardiyak blytime ile ilgilidir, fakat
kardiyak hipertirofi cok fazla degildir ve tiroid dizeyi normale déndiginde tamamen
geri dénisimltdir (Yue ve ark., 1998; Klein ve Ojamaa, 2001; Danzi ve Klein,
2002).
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Hipotiroidizm gelismis hastalarin ¢ogunda standart EKG’de anomali
gb6rulmektedir (Fredlund ve Olsson, 1983; Klein ve Ojamaa, 2000). Bu hastalar,
Ozellikle de bir iskemik kalp hastaliginin eslik ettigi durumlarda ventrikiler aritmilere
daha yatkindir, ¢inki miyokardda elektrik dagilimi artmigtir (Fredlund ve Olsson,
1983; Klein ve Ojamaa, 2000).

Hipotiroidili hastalarda en sik karsilagilan anomali sol ventrikil diastol
fonksiyonunda bozulmadir ki, bu durum, miyokardiyal relaksasyonun yavaglamasi
ve erken ventrikller dolumun bozulmasi ile karakterizedir (Crowley ve ark., 1977;
Wieshammer ve ark.,, 1989). Kalbin &6nylkinin azalmasi, bradikardi ve
kontraktilitedeki hafif depresyon birlikte degerlendirildiginde hipotiroidizmde
gb6zlenen disik outputu acgiklayabilir (Crowley ve ark., 1977; Wieshammer ve ark.,
1989). Ote yandan, performansin azalmasi ile periferal ve proksimal vaskiler
fonksiyondaki anomaliler de bu patolojideki egzersiz toleransinin azalmasina
katkida bulunabilir (McAllister ve ark., 1995).

Hipotiroidizm genellikle miyokardiyal oksijen gereksiniminin azalmasi ile iligkili
olmasina ragmen, miyokardin mekanik is yeterliligi eutiroid dizeydekinden daha
koétadur ve tiroid dizeyi normale déndurildiginde dizelmektedir (Bengel ve ark.,
2000). Periferal vaskuler rezistansin ve arteriyel katihgin (stiffness) artmasi da,
miyokardin oksijen tuketimini belirleyen majér faktdrlerden biri olan, arkayUkin
artmasina katkida bulunmaktadir (Bengel ve ark., 2000). Performans dizeyine gére
miyokardiyal oksijen aliminin orantisiz olarak artmasi hipotiroidizmin iskemik kalp
hastaligi oldugu bilinen ya da sUphenilen bireylerde anginayr neden
kétllestirdigi/yolactigini - ve  tiroid hormon replasmanindan sonra anginal
semptomlarda iyilesme goérialdigini en azindan kismen agiklamaktadir (Keating ve
ark., 1960).

Hipotiroidizm MHC,, SERCa2a, B:-AR ve voltaj bagimh K* kanallari gibi Tz ile
pozitif olarak regile olan genlerin ekspresyonunda azalmaya neden olurken; MHCg
ve fosfolamban gibi T3 ile negatif olarak korele olan genlerin ekspresyonunu
artirmaktadir (Dillmann, 1990; Morkin, 2000; Danzi ve Klein, 2002).

MHC ekspresyonu tiroid eksikligine fazlasiyla duyarh oldugu igin bu degisim
MHC gen ekspresyonunun predominant olan MHC, alttipinden MHCg yoénine
cevrilmesine neden olmaktadir ki, bu sekilde degisen enerji gereksinimi karsisinda
sirkilatér fonksiyonun daha ekonomik kullaniimasini saglamaktadir (Baldwin ve
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Haddad, 2001). Baskin olan izoformun diger izoforma dénltsimu sirasinda MHGCg
mRNA ekspresyonu artmaktadir fakat bu artisin bir pre-mRNA artis sonrasinda
olmamasi MHCg “upregulasyon” mekanizmasinin kompleks bir yapi gésterdigine
dikkat cekmektedir (Haddad ve ark., 2003).

Hipotiroidizmli rodentlerde fenotipte gérilen bu kayma hem sistolik hem de
diastolik kontraktil fonksiyondaki azalmay1 énemli él¢ctide belirlemektedir (Dillmann,
1990). Hem kontraktilitedeki degisim hem de sol ventrikil SERCa2 ve MHC mRNA
dizeyindeki degisim T; tedavisi ile geri dénddrulebilmektedir (Haddad ve ark.,
1997a, 2003; Ojamaa ve ark., 2000; Klein ve Ojamaa, 2001; Danzi ve Klein, 2002;
Danzi ve ark., 2003). Buna karsin, insan kalbindeki durum daha farkhdir. Yetigkin
insan kalbinde normal kosullarda MHCg ekspresyonu %100’dlr (Reiser ve ark.,
2001; Lewinter ve Vanburen, 2002; Gupta ve ark., 2003), bu nedenle hipotiroidizm
gelismesi durumunda MHCg ekspresyonunda ekstra bir artis gérilmeyecektir ve
tiroid hormon tedavisi de bir farklilik yaratmayacakiir.

Hipotiroidizmin kendisi nadiren kalp yetmezligine yol agmakla beraber,
kolesterol ve ftrigliserid duzeylerindeki ylkselmeye bagl olarak aterosklerotik
koroner hastaligi gelisebilmektedir (Klein ve Ojamaa, 2001). ilging olarak, yiikselen
lipid degerlerine ragmen hipotiroidili hastalar arasinda miyokard enfarktlsl insidansi
daha yuksek degildir (Dillmann, 1989). Bunun nedeni bu bireylerde kalbin oksijen
tiketiminin azalip enerjinin daha etkin kullanilmasi ve hipodinamik durum olabilir.
Buna karsin, miyokard enfarkttisiinden sonra T3 seviyeleri rodentlerde %20 (Ojamaa
ve ark., 2000) ve insanlarda %53 (Franklyn ve ark., 1984) azalmaktadir. T3'0n
azalmasi T3 aracili (responsive) genlerin ekspresyonundaki degisimi de beraberinde
getimektedir. Bu durumda TSH ve T; duzeyleri genellikle normal arahginda
kaldigindan ve tiroid hastaligina dair bulgular da gérilmedigi icin bu patolojik durum
non-tiroidal bir hastalik olarak degerlendiriimektedir ve siklikla “disik T3 sendromu”
diye adlandiriimaktadir (Franklyn ve ark., 1984; Danzi ve Klein, 2002).

Hipotiroidizm bircok dokuda ve o6zellikle de kalpte B-AR aracili yanitlari
azaltmaktadir. Bu etkisi Uzerinden de kardiyovaskuler disfonksiyon geligsimine neden
olmaktadir (Bilezikian ve Loeb, 1983; Franklyn ve Gammage, 1996; Polikar ve ark.,
1993; Braverman ve Utinger, 1996). Tiroid hormon eksikligi B-AR sayisini azaltarak
(Dowell ve ark., 1994; Revelli ve ark., 1991; Wibo ve ark., 1995) katekolaminlere
duyarhhdin azalmasi ve yanitverirligin bozulmasi gibi bulgulara yol agmaktadir.
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Daha 6nce de aciklandigi gibi bu reseptérler agonistle kenetlendigi zaman GRK
tarafindan fosforile edilmektedir. Sonrasinda fosforile reseptér B-arrestin denilen bir
baska proteine baglanmakta ve G proteini ile reseptérin ayrilmasina ve sinyalin
sona ermesine neden olmaktadir. Bu yolak desensitizasyon olarak bilinmektedir.
GRK’lar icinde GRK2 en yaygin olarak bulunanidir. Bu enzimin ekspresyon
dizeyinin degismesi birgcok patofizyolojik olayda goérilen adrenerjik sistem
sinyalizasyon ve desensitizasyon degisimlerinde rol oynamaktadir (Aragay ve ark.,
1998; Mayor ve ark., 1998; Ungerer ve ark., 1993,1994; Gros ve ark., 1997;
Rockman ve ark., 1998; Garcia-Higuera ve Mayor, 1994). Hipotiroidizmin kalpteki
GRK2 duzeylerinde spesifik degisimlere neden oldugu ve bu patolojide degisen
adrenerjik sistem yanitlarina katkida bulundugu gésterilmistir (Penela ve ark., 2001).
Hipotiroidizm B-AR’lerde “downregilasyon’a, GRK2 ekspresyonunda da artisa
neden oldugu icin, reseptér/GRK2 orani belirgin 6l¢lide degisir; sonug¢ olarak
desensitizasyon artar ve kalan reseptérlerin sinyalizasyonunu bozulur (Penela ve
ark., 2001).

Bu bulgulardan farkli olarak bazi arastiricilar ise B-AR dansitesinin yetigkin
hipotirodili sigan kalbinde arttigini bulmuslardir (Brown ve ark., 1994).

1.2.9. Deneysel Hipotiroidizm

Deneysel hipotiroidizm iki sekilde olusturulabilmektedir; 1) cerrahi yéntemle (total
tiroidektomi) (Garcia-Fernandez ve ark., 1993), 2) kimyasal olarak (Penala ve ark.,
2001; Pantos ve ark., 2003; Brown ve Summers, 2001; Penela ve ark., 2001;
McAllister ve ark., 2005).

Kimyasal olarak kullanilan ajanlar tioamidler olarak bilinen propiltiyourasil ve

metimazoldur. Bu ajanlar hipertiroidizm tedavizinde rutin olarak kullaniimaktadir.

Tioamidler etkilerini ¢coklu mekanizmalar ile ortaya koymaktadirlar. Baslica
etkileri, iyod organifikasyonunu dizenleyen tiroid peroksidaz-katalize reaksiyonlari
inhibe ederek hormon sentezini engellemektir. Buna ek olarak, iyodotirozinlerin
kenetlenmesini bloke ederler. Iyodun beze alinmasini ise bloke etmezler.
Propiltiyourasil ve metimazol (daha az) T, ve Tj'Un periferal deiyodinizasyonunu
inhibe ederler. Bu ilaglar hormonun salimini degil de daha ¢ok sentezini etkiledikleri



49

icin etkileri ge¢ baslar ve siklikla tedaviden 3-4 hafta sonra T, tikenmis olur
(Katzung, sekizinci basim).

Deney hayvanlarinda hipotiroidizm olusturmak amaciyla metimazol 200-
500mg/L (Brown ve Summers, 2001; Penela ve ark., 2001; Ilwata ve ark., 2005) ,
propiltiyourasil 400-500mg/L (Pantos ve ark., 2003; McAllister ve ark., 2005)
dozlarda ve hayvanlarin icme sularina katilarak uygulanmaktadir. Etkiler genellikle 2
hafta icinde baglamaktadir. Bu ajanlarin uygulandidi hayvanlarda hipotiroidizmin
olustugunu izlemek amaciyla hayvanlardan kan 6rnegi alinarak hormon dizeylerine
bakilmaktadir. Buna kargin, genellikle bagvurulan yol hayvanlarin kilo alimini takip
etmektir (lwata ve ark., 2005). Hipotiroidizm olustugu taktirde hayvanlarin kilo alimi
durmakta ve kontrollerine oranla ¢ok kigUk kalmaktadir. Ayrica 6lum aninda tiroid
bezi ¢ikarilarak tartildiginda bu hayvanlarda bez kitlesinin arttigr gértlmektedir ki
bu da hipotiroidizm bulgularini dogrulamaktadir.

ilag uygulamasi ile hipotiroidizm veya hipertiroidizm olusturulan hayvanlar ilag
birakildigi taktirde hizli bir sekilde eski haline dénebilmektedir (Heron ve ark., 1997).
Ornegin, yetiskin hipertiroidili sicanlarin kardiyak membranlarinda artan beta
adrenoseptdr sayisi tiroid hormon uygulamasina son verdikten 2 hafta sonra eski
haline dénmustir (Heron ve ark., 1997). Benzer durum propiltiyourasil ile
hipotiroidizm olusturulan hayvanlarda da gértlmektedir (Heron ve ark., 1997).

Metimazol ile hipotiroidizm olusturulmus sicanlarda ortalama kan basinci ve
kalp atim hizi gibi parametrelerde ortaya ¢ikan degisimlerin zamana bagli oldugu ve
birinci haftadan sonra ortaya c¢iktigi gdésterilmistir (Ampong ve ark., 2002). Deneysel
hipotiroidizmde vaskller diz kasta kontraktilite bozulmaktadir. Hipotiroidizmin
kroniklestigi durumlarda da rat aortasinin ¢ok sayida vazokonstriktdre duyarliliginin
azaldigl bulunmustur (Sabio ve ark., 1994; Brown ve ark., 1994a,b; Delp ve ark.,
1995; Grieve ve ark., 1999).

3 hafta boyunca propiltiyourasil verilerek hipotiroidizm olusturulan sicanlarda
kardiyak disfonksiyon olustugu gézlenmis ve bu durum miyokardda ortaya ¢ikan
bazi degisimler ile iligkilendirilmistir (Ohga ve ark., 2002). Bu degisimler arasinda V3
izomiyozinin ve fosfolambanin artmis ekspresyonu, SerCa2 ve Ryanodin
reseptérinin azalmis ekspresyonu sayilabilir (Arai ve ark., 1991; Kiss ve ark., 1994;
Ohga ve ark., 2002).
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Hipotiroidizmin ve hipertiroidizmin kardiyak beta adrenoseptér aracili yanitlari
etkiledigi izole atria ve papiller kas deneylerinde gdésterilmistir (Kunos, 1997; Polikar
ve ark., 1990). Propiltiyourasil ile hipotiroidizm olusturulmus siganlarda
adenilatsiklaz aktivatéri forskoline kargl inotropik yanitlar incelenmigtir. Bu
hayvanlarda forskolin ile elde edilen maksimal yanitlarin arttigi ve dolayisiyla da
adenilat siklaz sisteminin de aktivite oldugu bulunmustur (Zwaveling ve ark., 1998).
Hipoitiroidizmin kardiyak beta adrenerjik reseptér sayisini da etkiledigi bilindigi igin,
bu deneyde ayrica sol ventrikill beta adrenoseptdr dansitesine bakiimis ve tedavi
sUrecinin  uzunlugundan bagdimsiz olarak dansitenin azaldigi gd&sterilmistir
(Zwaveling ve ark., 1998). Onceki calismalarda ise deneysel hipotiroidizme bagl
olarak beta adrenoseptdr dansitesindeki degisimle ilgili olarak ¢eliskili bulgular elde
edilmistir. Brown ve arkadaglar (1994), uzun sureli hipotiroidizm olan sigcanlarda
beta adrenoseptér dansitesinin arttigini gdstermistir. Buna karsin, genellikle
deneysel hipotiroidizmde beta adrenoseptér dansitesinin azaldid1 distnulmektedir
(Banerjee ve Kung, 1977; Stiles ve Lefkowitz, 1981; Fox ve ark., 1985).

Deneysel hipotiroidizmde bircok dokudaki “katekolamin turnover’inin tiroid
hormon dlizeyinden etkilendigi ve beta adrenoseptdr dansitesindeki degisime de bu
mekanizma ile katkida bulundugu distnilmektedir (Ishac ve ark., 1983; Gross ve
Lues, 1985). Propiltiyourasil uygulanan sicanlarda kardiyak noradrenalin
“turnover”inin arttigi gdésterilmis ve bunun da azalan beta adrenoseptér dansitesine

katkida bulundugu 6éne sirtlmdastir (Zwaveling ve ark., 1998).

Propiltiyourasil uygulanan ratlarda hem Gsa hem de Gi protein dizeylerinin
arttigr bulunmustur (Levine ve ark., 1990; Mishel-Reher ve ark., 1993). Levine ve
arkadaslarinin (1990), rat kalbinde Gsa mRNA’si Uzerinde tiroid hormonlarinin
etkisini gdsterememesine karsin, hipertiroidili domuz ve ratlarin miyokardiyal
membranlarinda Gg, ve G; protein dlzeylerinin arttiyi gézlenmistir (ransnas ve ark.,
1988; Michel-Reher ve ark., 1993).

Novotny ve arkadaslart (1999), eutiroidili ratlarda postnatal dénemde
ventrikller miyokardda G, ekspresyonunun belirgin olarak arttigini G
ekspresyonunun ise azaldigini gdstermistir. Hipotiroidizme bagli olarak postnatal
ddénemde sicanlarin beta adrenoseptér ve Gg, sayilari azalirken, Gige ve Gigs sayilari
belirgin olarak artmigtir. Bu degisimler hipotiroidili ratlarin kalbinde gd6zlenen
izoprenaline karg! inotropik yanit duyarlihginin azalmasini agiklayabilir (Novotny ve
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ark., 1990). Yetigkin olmayan hipotiroidili si¢canlarda stimllatér ve inhibitér G
proteinleri arasindaki relatif oranin ve beta adrenerjik reseptér sayisinin kardiyak
fonksiyonla korele oldugu bulunmustur (Novotny ve ark., 1990).

Deneysel hipotiroidizmin beta adrenoseptér dansitesindeki azalmayla beraber,
GRK2 dlzeylerinde de belirgin degisimlere yol acarak reseptér/GRK2 oranini
degistirdigi ve bu sekilde reseptér desensitizasyonuna ve kalan reseptérlerin
sinyalizasyonunun bozulmasina neden oldugu bildirilmistir (Penela ve ark., 2001).
GRK ailesinin bir bagka Uyesi olan GRK5 de kardiyovaskuler hlcrelerde GPCR
yanitlarini module etmektedir ve hipotiroidili rat kalbinde ekspresyonu artarak beta
adrenerjik reseptér sinyalizasyonunun azalmasina yol agmaktadir (Penela ve ark.,
2001). Sonug olarak, deneysel hipotiroidizmde gdzlenen adrenerjik yanitverirligin
azalmasinda GRK dizeylerindeki artigin da rol oynadigi sdylenebilir.

1.3.AMAC

Tiroid hormonlari kardiyovaskuler sistem Uzerinde ¢ok énemli etkiler gdstermektedir.
Tiroid hormonlari eksikliginin bradikardi, periferik vaskuller rezistans artigi ve
arteriyel hipotansiyon, konjestif kalp yetmezligi, miyokard enfarktlsi gibi cesitli
kardiyovaskiler semptomlara yol actigi cok sayida calismada gdésterilmistir.

Tiroid hormonlari ve adrenerjik sistem fizyolojik olarak esgudimli
davranmaktadir.  Hipotiroidizmin  B-adrenoseptér-aracili  yanitlari  azaltarak
disfonksiyon gelisimine katkida bulundugu bilinmektedir. Farkli deneysel
hipotiroidizm modellerinde miyokardiyal B+- ve B.-AR alttiplerinde degisimler oldugu
gbsterilmistir. Ne var ki, kalpteki Bs-AR alttipinin bu patolojiden ne dizeyde
etkilendigi, daha dogrusu etkilenip etkilenmedigi bilinmemektedir. Bs-AR’lerin kalpte
negatif inotropik etkiye aracilik ettigi ve hipotiroidili kalpte de inotropik yanitlarin
azaldigr dasindldigiande, hipotiroidizmde kalpte Bs-AR aracili yanitlarin artmig
olmasi beklenebilir. Bu noktadan yola ¢ikarak, ¢calismamizda, hipotiroidili siganlarin
kalplerinde gb6zlenen kontraktilite azalmasina Bs;-AR’lerin aracilik edip etmediginin

arastinimasi amaclanmigtir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Kullanilan Gerecler
2.1.1. Malzemeler
e isometrik Force Displacement Transducer (May FDT 10, Commat Ltd.,
Ankara, TURKIYE)
e Millar Cathater SPR-249 (Houston, ABD)
e Steiert tipi yatay stperfiizyon sistemi (Hugo Sachs, Harvard, ABD)

e Operasyon Masasi (Harvard Instrument, Massachusetts, ABD)

e Veri Kayit ve Analiz Sistemi (MP100 Data Acquisition System, Biopac-System
Inc, Santa Barbara-California, ABD )

* %95 Oksijen, %5 karbondioksit iceren gaz karisim tipa

e Spektrofotometre (Shimadzu, UV-visible-240, JAPONYA)

e Santrif(jj (Hettich, EBA 12, Tuttlingen, ALMANYA)

e Santrif(j (Hettich Rotina 35R , Tuttlingen; ALMANYA)

e Otoklav (ALP, Japonya)

e Kaba terazi (Scaltec, SBA 61 Heiligenstadt, ALMANYA)

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

e Su banyosu (MAY, Commat Ltd. Ankara, TURKIYE)

e Cesitli hacimlerde otomatik pipetler (Eppendorf, Hamburg, ALMANYA)

e Vortex (Velp Scientifica, ITALYA)
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Pipet uclari (Standart ve RNase free 6zellikte)
Lityum-Heparinli tipler (10 mL Hacimli)
Spektrofotometre kivetleri (LP Italyano)

pH metre (Mettler Toledo MP220; iISVICRE)

Mini Santrifij (Hermle Z160 M, Hersteller Spintron Inc, Wehingen,
ALMANYA)

Quick Santrifdj (Qualitron Inc, KORE)

-80°C Derin dondurucu (JOUAN VXS 380)

Likit Nitrojen Tanki

Buz Makinasi (Hosizaki Ice Maker, JAPONYA)
Cesitli cam ve plastik malzemeler (Standart ve DNAse Free 6zellikte)
Cerrahi makas ve pensler

NanoDrop (NanoDrop Tech., ABD)
Thermalcycler (ThermoHybaid, ABD)

Kuru Isitict (Major Science, ABD)

Elektroforez aleti (SCIE-PLAS, INGILTERE)

Gli¢ kaynagi (SCIE-PLAS, INGILTERE)
Mikrodalga firin (Arcelik, TURKIYE)

Isiticili karistirici (Torrey Pines Scientific, ABD)
Jel gérintlleme sistemi (Kodak EDAS 290, ABD)

4.0 ipek cerrahi iplik



2.1.2. Kimyasal maddeler

e Trigliserit ve Kolesterol Kiti (Roche-Hitachi, Roche Diagnostics Co, ABD)
e Sican Yemi (Purina, Gebze,Tlrkiye)

e Metimazol (Sigma Chemical Co, ABD)

* izoprenalin (Sigma Chemical Co, ABD)

e BRL37344 (Sigma Chemical Co, ABD)

e Noradrenalin (Sigma Chemical Co, ABD)

e Desimipramin (Sigma Chemical Co, ABD)

e Prazosin (Sigma Chemical Co, ABD)

e Dietileter (Riedel, ABD)

e Ketamin (Ketalar, Pfizer , istanbul, TURKIYE)

e Ksilazin (Rompun, Bayer, ISTANBUL)

e Heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat, ISTANBUL)
e Krebs cOzeltisi (Standart)

e Askorbik asit (Sigma Chemical Co, ABD)

e Trizol Total RNA izolasyon Kiti (Promega, ABD)
e Molekiler grade izopropil alkol (Riedel, ABD)

e Molekuler grade kloroform (Riedel, ABD)

e ImProm Il RT-PCR Kiti (Promega, ABD)

e GoTaq Flexi PCR Kiti (Promega, ABD)

e Primer (IDT, USA)
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e Agaroz (Sea-Kem LE agarose, Rockland, Maine, ABD)
e Tris (Applichem, A2264, 1000, Darmstadt, ALMANYA)
e Borik asit (Sigma, B 6768, St. Louis, ABD)

e EDTA (Sigma, E-5134, St. Louis, ABD)

e MOPS tampon ¢ozeltisi (Sigma, St. Louis, ABD)

e Formamid (Sigma, St. Louis, ABD)

e Formaldehid (Sigma, St. Louis, ABD)

e Etidyum Bromdir (Sigma, E-7637, St Louis, ABD)

e Absoll Etanol (Riedel, 32221, Sigma-Aldrich, ABD)

e DNA Ladder, (100bp, Promega, ABD)

e Yiikleme Boyasi (Blue-Orange 6X, Promega, ABD)

e DEPC (Sigma, D-5785, St. Louis, ABD)

e Selillloz Asetat Filtre (0.45um, Sartorius AG, Goettingen, ALMANYA)

2.1.3. Deney hayvanlari

Bu calismada Bilkent Universitesi Deney Hayvani yetistirme bdliminden sagdlanan
200-250 gr. agirhginda erkek Sprague-Dawley sicanlar kullaniimistir. Arastirma
sUresince siganlar her biri tek kafeste 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 Fakiiltesi Deney
Hayvanlari Unitesinde barindiriimiglardir. Bu calisma icin Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulundan izin alinmistir.
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2.2.Kullanilan Yontemler

2.2.1. Deneysel Protokol

Kontrol ve hipotroidili olmak Uzere siganlar, baslangic beden agirliklari benzer
olacak sekilde 2 gruba ayrilmiglardir. Deneysel hipotroidizm, siganlarin igme
sularina  (musluk suyu) 8 hafta sireyle metimazol (300mg/L) katilarak
olusturulmustur. Kontrol grubundaki siganlara ise sadece musluk suyu verilmigstir.

Deney slresince her iki gruptaki hayvanlar standart sican yemi ile beslenmiglerdir.

Sicanlarda hipotroidizm gelistigini kanitlamak icin beden agirliklari haftalk
olarak kaydedilmistir. Buna ek olarak, siganlarin kan basinglari ve kalp atim hizlari
tedavinin 4., 6. ve 8. haftalarinda indirekt olarak “tail cuff” ydntemiyle ve 8. haftada
anestezi altinda karotit arterden direkt olarak o6lctimustir. 8 hafta sonunda
siganlarin kalp ve tiroid bezleri ¢gikartilarak tartiimistir.

Hayvanlardan alinan kan &érneklerinden plazma elde edilerek bu plazmalarda
kolesterol ve trigliserid dlgiimleri yapilmistir. 8 haftalik stirenin sonunda sadece kalp
dokulari molekller ¢aligmada kullaniimak Gzere sivi nitrojende dondurulmus ve -
80°C’de saklanmistir.

Arastirmamizda deneysel hipotiroidizmin kalp Uzerindeki etkisi in vivo ve in
vitro yéntemlerle arastirilmigtir. Bunun igin deneyler iki seri olarak yapilmistir. ilk
seride si¢canlarin kardiyak hemodinamik parametreleri anestezi altinda in vivo olarak
dlculmastdr. ikinci seride ise izole sigan papiller kas preparatinda gesitli B-AR

agonistlerinin etkisi in vitro olarak degerlendirilmigtir.

2.2.2. indirekt Sistolik Kan Basincinin Ol¢iimii

Galismamizda siganlarin kan basinglari indirekt “tail-cuff” yéntemi kullanilarak
Olctlmistar. Gergek 6lcimler yapilmadan énce, kan basinci élgcim kosullarina uyum
saglayabilmeleri icin, sicanlarin bir hafta slreyle deney ortamina alismalari
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saglanmigtir. Bu yénteme gbére sicanlar, 45 dakika boyunca 32°C sicakliktaki 6zel
bir dolapda tutulmus ve daha sonra hareketsiz olarak durmalarini saglayan kiguk
kafeslere yerlestiriimislerdir ."Tail-cuff” ve piezoelektrik nabiz sensérl, siganlarin
kuyruklarina takilarak otomatik kan basinci aletine baglanmigtir. “Tail-cuff” 1’er
dakika arayla otomatik olarak sisirilip ve bosaltilmistir. “Cuff’ igindeki basing,
sisteme baglanmis bir bilgisayar Gzerinde de gérintllenmistir. Bu sistemde, “cuff”
sisirildikten sonra bosalma sdresi icinde ge¢cen zamanda kalp atimlarinin sensor ile
alindigi ilk noktadaki basing, sistolik kan basinci olarak kaydedilmistir. Bilgisayar ile
kalp atimlari dalgalar seklinde gérilmUs ve dalgalarin kesildigi noktadaki deger ile
bulunan degerin karsilastiriimasi yapilarak 6lgiimlerin dogrulugu kontrol edilmigtir.
Her bir sican igin 10 dlgim yapilmistir. En blyUk ve en kigUk degerler atilarak kalan
8 Olgimun ortalamasi siganlarin bireysel kan basinci ve kalp atim hizi degerleri
olarak bulunmustur.

2.2.3. in-vivo Hemodinamik Olciimler

Ketamin (90mg/kg) / ksilazin (10mg/kg) (i.p.) kombinasyonu ile anestezi edilen
sicanlar 6zel operasyon masasina yatirilip sabitlenmistir. Operasyon masasina bagl
rektal prob yardimiyla si¢canlarin vicut isisi operasyon siresince sabit tutulmustur.
Ardindan solunum refleksindeki azalmaya karsi trakeleri entlbe edilmistir.
Sonrasinda sag karotit arteri icine Millar (SPR-249) katater yerlestiriimistir. 5 dakika
streyle sistolik ve diastolik kan basinci degerleri alindiktan sonra Millar katater sol
ventrikll icine dogru ilerletilmigtir. 10 dakikalik stabilizasyon siresince bazal sol
ventrikll basinci (LVP), sol ventrikdl diastol sonu basinci (LVDEP) ve kalp atim hizi
degerleri 6lciimlsg, sonrasinda da kalbin kasiima (+dp/dt) ve gevseme (-dp/dt)
hizlarinin géstergesi olan +dp/dt degerleri hesaplanmigtir. Batln verilerin kayitlari ve
analizlerinde “Biopac Data Aquisition System” kullaniimigtir.

2.2.4. Papiller Kas Preparati

Deneyden yaklagik on dakika dnce heparin injeksiyonu (3000U/kg, i.p.) yapiimis
sicanlarin eter anestezisi altinda kalpleri cikartilip, 30°C sicakliktaki icinde
heparinlenmis ve oksijenlenmis krebs ¢bzeltisi bulunan kiglk cam behere
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konmustur. Ardindan 6zel olarak hazirlanmig ve strekli oksijenlendirilen petriye
alinan kalp dokusu orta kismindan acilip ignelenmis ve sol ventrikll papiller kasi
izole edilerek banyoya asilmistir. Yatay superflizyon sistemine asilan papiller kas
stimilatér ile uyarilarak (0.6Hz, 2ms, esik voltaj degerinin 2 kati voltaj) ve 5ml/dk
hizda perflize edilmistir. Bu sire sonunda 10 um’lik artiglar ile papiller kas
gerdirilerek Lma degeri (kasin geriminin en fazla oldugu deger) bulunmustur. Daha
sonra bu degerin %901 alinarak kas bu gerimde sabitlenmistir. Sonrasinda sirasiyla
selektif Bs-AR agonist (BRL37344, 107''-10°M), nonselektif B-AR agonist
(izoprenalin, 107°-3x10°M) ve selektif B;-AR agonist (10°M prazosin ve 10°M
desimipramin varliginda Noradrenalin, 10'°-3x10°M) ile kiimilatif konsantrasyon
yanit egrileri ¢ikariimistir.

2.2.5. Biyokimyasal analizler

Haftallk olcimlerde sicanlarin kuyruklarindan alinan kanlar 5000g’de 10 dakika
santrif(j edilerek plazmalari ayrilmistir. Plazma trigliserid ve kolesterol dlizeyleri ise
kolorimetrik olarak 6lgtimustir (Roche Diagnostic).

2.2.6. Total RNA Ekstraksiyonu:

-80°C de saklanan kalp dokusu icinde likit nitrojen olan porselen havanda toz
edilmigtir. Steril tiplere 1 ml trizol ¢bzeltisi konup Uzerine toz doku konulmus ve
Ustine 1ml trizol c¢dzeltisi daha eklenmigtir. Sonra ultrasonik homojenizatérde
homojenizasyon yapilmis ve c¢bzeltiler 10000 rpm’de 10 dakika santriflij edilmigtir.
Sonrasinda supernatant kisim alinmis oda sicakliginda 5 dak bekletilmis, tGzerine
trizolun 0,2ml kati kloroform eklenip 15 sn gigclice ¢calkalanmig ve 5 dakika yine oda
sicakliginda bekletilmigtir. Daha sonra 10000 rpm’de 15 dak santrifij edilmis ve
Ustteki berrak faz alinmistir. Ustiine trizol kadar isopropil alkol eklenmis ve 10000
rom’de 20 dakika santrif(ij edilmistir. Bu kez supernatant kismi atiimis ve pellete
900ul %75 etanol eklenerek 10000 rpm’de 5 dak santriflij edilmistir. Sonrasinda
400ul etanol ile yikama iglemi tekrar edilmigtir. En son olarak etanol atilip pellet 10
dakika oda sicakhginda kurutulmus ve 60 pl nikleaz igermeyen su ile ¢6z0lup
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spektrofotometrede OD degerleri ve konsantrasyonu okunmustur. OD degerleri

1,7’nin altinda olan numuneler deneye dahil edilmemistir.

2.2.6.1. Total RNA jeli

Elde edilen total RNA’larin Kkalitesini test etmek igin formaldehit agaroz jeli
hazirlanarak, tRNA numuneleri bu jele yiklenmis, elektroforez edilmis, sonrasinda
gbrintileme sisteminde jelin resmi gekilmigtir. Bu jelde her bir numune i¢cin DNA'nin
18S ve 28S bandlarini gésteren 2 ayri band gérilmektedir ve bunlardan 28S bandi
18S bandinin yaklasik 2 kati kadar parlaktir. Bu sekildeki bir gérintl elde edilen
tRNA kalitesinin iyi oldugunu gostermektedir.

Jelin hazirlanmasi:

1,59 agaroz tartihp, 72ml steril su ile karigtirilir, mikrodalgada isitilir, sonrasinda
55°C’ye kadar sogutularak tzerine 10ml 10X MOPS cdzeltisi ve 18ml deiyonize
formaldehit eklenir. Sonrasinda bu jel steril kosullara uygun olarak hazirlanmis jel
tepsisine dokulerek en az 1 saat slreyle sogumasi beklenir.

Numunelerin hazirlanmasi:

Steril tOplere 2ul (20ug’a kadar) RNA, 2ul 10X MOPS, 4ul formaldehid, 10ul
formamid ve 1l EtBr (200 pg/ml) konularak 55°C de 1 saat ya da 85°C de 10dakika
isitiir. Buzda sogutulur, quick santriflij yapilir. Sonra tiplere 5ul 6xdye konulur ve
karistirilir.

Hazirlanan jele 1X MOPS’dan Uzerini kapatacak kadar eklendikten sonra
numuneler yiklenir, iki elektrod arasina cm’ye 4-5V akim uygulanarak 4-5 saat
elektroforez yapllir.
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2.2.6.2. RT-PCR

RT-PCR’In (reverse transcriptasepolymerase chain reaction) ilk adiminda total RNA’
dan oligo dT primerla mRNA’ lar elde edilmigtir. mRNA’lardan daha sonra “Revers
Transkriptaz” enzimiyle cDNA iplikcikleri elde edilmigtir.

En az 1 pg total RNA’si olan érnekler en disik konsantrasyona sahip olana
gére hesaplanarak (ul RNA) nikleaz icermeyen suyla toplam 4 pl'ye
tamamlanmistir. Uzerine 1 ul oligo dT'nin primer eklenmis ve PCR-makinesinde
70°C’de 5dk. tutulmustur. Daha sonra érnekler iizerine sirasiyla gizelge 2.1’dekiler

eklenmisgtir.

Cizelge 2.1:. RT-PCR reaksiyonu bilesenleri.

Su 6,1 pl
5X Tampon 4,0 ul
MgCl, (25 mM) 2,4 ul
dNTP 1,0 ul
Rnazin 0,5ul
RT(Reverse transkriptase) 1,04l

Final hacmi 20ul olan 6&rneklere PCR makinesinde cizelge 2.2'deki program

uygulanmistir.

Cizelge 2.2: RT-PCR programi.

25°C 5dk
42 °C 60 dk
70 °C 15 dk

4°C 5 dk
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2.2.6.3. PCR

RT-PCR ile elde edilen cDNA iplikgikleri Tag DNA polymeraz enzimi varliginda
cogaltiimistir. B-aktin, B+-, B2~ ve Bs-AR ayrica Gie2 , Giaz Ve eNOS olmak Uzere yedi
farkh primerla ¢alisiimistir. TUplere gizelge 2.3'de gOsterilen maddeler konulmus ve
cizelge 2.4’de g0sterilen program uygulanmistir.

Cizelge 2.3: PCR reaksiyonu bilesenleri. *Her deney icin MgCl, , cDNA, ve primer
hacimlerine gbre gereken su miktari toplam 50ul’den gikarilarak heaplanir. *Farkl primerler
icin farkli MgCl, konsantrasyonu segilmektedir.

cDNA 1,0 ul
5X Tampon 10,0 pl
MgCl, (25 mM) 2,4-3*
dNTP 1,0 ul
Taq 0,2 pl
Primer (10 pmol/ml) 2,0 ul
Primer (10 pmol/ml) 2,0l
NUkleaz igermeyen su (-)"u
Toplam Hacim 50 pl

Cizelge 2.4: PCR programi. * her primer igin spesifik tutunma derecesi farklidir.

Denatiirasyon 94 °C 3 dk 94 °C 1,5dk 72°C 10dk
Tutunma* 50-60 °C 1 dk 50-60°C 1 dk 4°C 5dk
Uzama 72 °C 2 dk 72 °C 2 dk

1 Déngii 35 Déngti 1 Déngti
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Cizelge 2.5: Reaksiyonda kullanilan primerlarin MgCl, konsantrasyonlari, tutunma
dereceleri ve Urtn buyuklukleri

Primer Adi MgCl,(25mM) Tutunma Uriin
Derecesi(°C) Blyiikligii(BP)
B-aktin 2,4 58 387
B:-AR 2,4 58 327
B>-AR 2,4 60 560
Bs-AR 2,4 58 444
Gioz 2,4 60 404
Gias 2,4 60 249
eNOS 3,0 60 553
GRK2 2,4 58 326
GRK3 2,4 58 322

2.2.6.4. Jel Elektroforezi

Agaroz jel kasetine tarak yerlestiriimistir. %1-1.5" lik agaroz jel hazirlamak igin, bir
erlene 0.9-1.35 g agaroz tartilarak 90 ml 10XTBE elektroforez tamponu eklenmis ve
mikrodalga firnda  ¢dzilmistir. Yaklasik 40-45°C’'ye  sogutularak  final
konsantrasyonu 0.3 pug/ml olacak sekilde 10 mg/ml’ lik etidyum bromurden 2,7 ul
eklenmistir. Jel kasete dbkulerek 30-60 dakika sire ile donmasi beklenmis ve sonra
taraklar c¢ikarilarak iginde 10X TBE bulunan elektroforez tankina yerlestiriimistir.
Ornekler {izerine 6xdye (Blue-Orange) konulup jel (izerindeki yuvalara uygulanarak
1Kb’lik DNA ladder varliginda sinyallerin yeri saptanmigtir. 90 dakika boyunca
elektroforez yapilarak sinyaller “Kodak EDAS 290 sistemi ile UV 1s1g1 altinda
goruntilenmistir. Jel fotografalarinin analizi Kodak 1D 3.6 programi yapilmistir. Her
bir sinyal yodunlugu internal kontrol primerla (beta aktin) olusan sinyalin
yogunluguna oranlanarak istatistiksel anlamlilik saptanmistir.
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2.3. Istatistiksel Analiz

Galismamizda tablo ve sekillerde Kontrol ve hipotiroidili sican gruplarina ait veriler
student-t testi ile analiz edilmis ve p<0.05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmigtir.



64

3.BULGULAR

3.1 Metimazol Tedavisinin Morfolojik ve Hemodinamik Parametreler Uzerindeki
Etkisi

Literatirde tiroid hormon duzeylerine bakilmaksizin hipotroidizm geligimini
kanitlayan bazi faktorler (blylme hizinda azalma, bradikardi, hipotansiyon, kalp ve
tiroid doku agirliginda azalma) bulunmaktadir.

Kontrol grup (K) ile karsilastirildiginda metimazol verilmis sicanlarda (H)
blyimenin durdugu ve hatta baslangic degerine gére 8. hafta sonunda beden
agirliklarinin azaldigr saptanmistir (0. hafta 27019, 8.hafta: 225.9+3.2) (Sekil 3.1A).
Bu sonu¢ H grubundaki sicanlarin daha az yem ve su tiketmeleriyle paralellik
gbstermektedir (Cizelge 3.1).

8 haftalik deney siresince belirli haftalarda (4, 6, 8) “tail cuff’ ydntemiyle
yapilan 6lgimlerde sistolik kan basinci (Sekil 3.1B) ve kalp atim hizlarinin (Sekil
3.1C) da kontrollere gére anlaml olarak azaldigi bulunmustur (Kan basinci 4., 6. ve
8.haftalarda K: 128.6+3.0, 134.6+1.0, 136.3+1.0; H: 105.8+1.4, 109.3%+2.2,
112.6%1.7; p<0.05; kalp atim hizi 4., 6. ve 8. haftalarda K: 346+11, 3366, 355+12;
H:288+8, 28046, 27315, p<0.05).
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Sekil 3.1: Kontrol ve hipotiroid olusturulmus siganlarin haftalik beden agirligi(A), kan basinci
(B) ve kalp atim hizindaki (C) degisimler *, P<0,05, kontrol gruba gore farklilik
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Metimazol tedavisi yapilmis hayvanlardaki en belirgin degisimlerden biri de
tiroid bezi agirhiginda goérilmdastidr. Sicanlarin beden agirliklari da dikkate alinarak
yapilan hesaplamalarda K grubuna gére H grubun tiroid bezi agirhdinin istatistiksel
olarak arttigi gérilmistir (Cizelge 3.1). Ote yandan, hipotiroidili siganlarin kalp
agirliklar azalmasina karsin, beden agirliklarina oranlandiginda iki grup arasinda
anlamli fark bulunamamistir (Cizelge 3.1).

Arastirma sonunda sigcanlardan alinan plazma 6&rneklerinde kolesterol ve
trigliserid &lgimleri yapilmis ve degerler Cizelge 3.1°de verilmigtir. Hipotiroidili
hayvanlarin kolesterol degerleri kontrol gruba gére anlamh olarak artarken, trigliserid
degderleri arasinda iki grup arasinda anlamli farklilik bulunamamigtir.

Cizelge 3.1: 8 hafta sonunda kontrol ve hipotiroidili siganlarin genel 6zellikleri.

Kontrol (n=7)

Hipotiroidi (n=13)

Yem tiketimi (g/gtin) 24.6+ 0.5 11.2 £0.4*
Su tuketimi (ml/giin) 30.4+1.3 22.9+0.9*
Beden Agirhgi (g) 432.3+11.1 225.9+3.2*
Kalp Agirligi (9) 1.6%0.1 0.8+0.1*
Tiroid bezi agirhgi (mg) 24.0+1.5 71.2+5.8*
Kalp agirhgi/beden 0.37£0.03 0.36%0.03
agirhigr (9/100g)
Tiroid Bezi Agirhgi 5.5+0.3 31.6+2.3*
(mg/100g)
Kolesterol (mg/dl) 9613 129+3*
Trigliserid (mg/dl) 90+3 8313

*, P<0.05 kontrol gruba gore farklilik
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3.2in vivo Olgiimler

8 haftallk sure sonunda anestezi altindaki siganlarda yapilan in vivo kardiyak
hemodinamik 6lciim sonuglari Gizelge 3.2'de gérillmektedir. Olglilen parametrelerin
hepsi beklendigi gibi hipotiroidili grupta azalmis ve diastolik kan basinci disindaki
bittn degerler iki grup arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur.

Cizelge 3.2: Kontrol ve hipotiroidili sicanlarda in vivo kardiyak hemodinamik parametreler.

Kontrol (n=7) Hipotiroid (n=13)

Sistolik kan basinci (mmHg) 118.2+11.2 78.515.2*
Diastolik kan basinci (mmHg) 77.8+10.5 55.316.2
Ortalama Arteriyel kan basinci (mmHg) 65.1+5.1 41.7+2.4*
Kalp atim hizi (atim/dak) 242+14 141+5*
Sol ventrikul basinci (mmHg) 10443 80+5*
+dp/dt (mmHg/sn) 3515+113 19394211
-dp/dt (mmHg/sn) 3294+170 1789+174*

*, P<0,05 kontrol gruba gore farkhhk.

3.3 izole Papiller Kas Preparatinda Farmakodinamik Sonuclar

Kontrol ve hipotiroidili siganlarin izole papiller kas preparatindaki BRL37344
kiimdiilatif doz yanit egrisi (107°-10°M) Sekil 3.2'de gérillmektedir. Kontrol sicanlar
ile karsilastirildiginda hipotioidili siganlarin BRL37344 ile olusan negatif inotropik
yaniti anlamh olarak azalmistir (kontrol, %16.5+3.1; hipotiroidili %5.4+1.4). Ote
yandan, kontrol ve hipotiroidili grubun pD, degerleri arasinda anlamli farklihk
bulunmamistir. Her iki gruba ait orjinal kayit Sekil 3.3A ve 3.3B’de gésterilmigtir.
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Sekil 3.2: Papiller kas preparatinda BRL37344’nin doz yanit egrisi, *, p<0,05, kontrole gore

anlaml fark.
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Sekil 3.3: A) Kontrol, B) Hipotiroidili siganda BRL37344 doz yanit edrisinin orjinal kaydi.

Kontrol ve hipotiroidili sicanlarin izole papiller kas preparatindaki izoprenalin
kimdilatif doz yanit egrisi (107'°-10°M) Sekil 3.4°de; orjinal birer kayit ise Sekil 3.5A
ve 3.5B'de goérUlmektedir. Kontrol siganlar ile kargilastinidiginda hipotiroidili
siganlarin maksimal yaniti belirgin dizeyde azalmis (kontrol, %93,8+3,9; hipotiroidili,
%15.4312,77) ancak pD, dederleri degismemistir.



250+
200+
9
=
=
~ 1504
‘a
e
°
£
100+
K (n=5) H (n=8)
pD2| 7.11+0.09 | 7.02+0.29
50 T T T T T T 1
41 10 9 8 -7 -6 -5 -4

log[izoprenalin](M)

70

Sekil 3.4: Papiller kas preparatinda izoprenalin doz yanit egrisi, *, p<0,05, kontrole gére

anlaml fark.
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Sekil 3.5:A) Kontrol, B) Hipotiroidili siganda izoprenalin kimulatif doz yanit egrisi orjinal
kaydi.
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ilging olarak hipotiroidili sicanlarda izoprenalinin yiiksek konsantrasyonlarinda
(>3X10°M) pozitif inotropik etkinin azaldigi ve hatta negatif inotropik etki gériildiigii
saptanmistir.

Kontrol ve hipotiroidili siganlarin izole papiller kas preparatindaki noradrenalin
kimdlatif doz yanit egrisi (107°-3x10°M) Sekil 3.6'da gériilmektedir. Kontrol siganlar
ile karsilastirildiginda hipotiroidili siganlarin noradrenalin maksimal yaniti belirgin
dizeyde azalmistir (kontrol, %148,20+£17,38 ; hipotiroidili, %21,5+£5,13). Her iki
gruba ait bir tane orjinal kayit Sekil 3.7A ve 3.7B’de gbsterilmigtir.
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sekil 3.6: Papiller kas preparatinda noradrenalinin doz yanit egrisi, *, p<0,05, kontrole gore
anlamli fark.
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Sekil 3.7: A) Kontrol, B)Hipotiroidili sicanda noradrenalin kimdilatif doz yanit orjinal kaydi.
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3.4. 3-AR Alttipleri, G;ve eNOS mRNA Ekspresyonlari

Kontrol ve hipotiroidili siganlarin  kalp &érneklerinden alinarak yapilan PCR
deneylerinde B4-, Bo- ve Bs-AR ile eNOS, G2 ve Gz mMRNA’larinin ekspresyon
dizeyleri, okunan band yogunluklari kontrol primer olan beta aktin band

yogunluklarina oranlanarak ifade edilmis ve iki grup arasinda karsilastiriimistir.

B1-AR mRNA ekspresyonu hipotiroidili grupta bir miktar azalmasina karsin
kontrole gore istatistiksel olarak anlamh fark bulunamamigstir (kontrol, %100+10.40;
hipotiroidili, %94.61+9.76) (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 : Kontrol ve hipotiroidili siganlarda B;-AR mRNA ekspresyonundaki % degisim.
Grup ortalamasini en iyi yansitan kontrol ve hipotiroidili kalplere ait birer sinyal bar
grafiklerinin altinda verilmistir.
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Bo-AR mRNA ekspresyonlari hipotiroidili grupta (%147.77+20.34) kontrole
(%100£10.69) oranla anlamh olarak artmig bulunmustur (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9: Kontrol ve hipotiroidili hayvanlarda B.-AR mRNA ekspresyonundaki % degisim. *,
p<0,05, kontrol gruba gore anlamli fark. Grup ortalamasini en iyi yansitan kontrol ve
hipotiroidili kalplere ait birer sinyal bar grafiklerinin altinda verilmigtir.
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Bs-AR mRNA ekspresyonlari kontrol grupta %100+13.71 olarak hesaplanirken,
hipotiroidili grupta yaklasik olarak iki kat artarak %172.31+23.05’e yukselmistir (Sekil
3.10).

200+ =
175+
150+

125+
100+ I

o N
o O
[ [

% Band Yogunluk Degisimi
(Beta3/ Beta aktin)
N
[¢,]
[]

o

Sekil 3.10: Kontrol ve hipotiroidili hayvanlarda 33-AR mRNA ekspresyonundaki % degisim. *,
p<0,05, kontrol gruba gore anlamli fark. Grup ortalamasini en iyi yansitan kontrol ve
hipotiroidili kalplere ait birer sinyal bar grafiklerinin altinda verilmigtir.
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Hipotiroidili hayvanlarda eNOS mRNA ekspresyon dlzeyleri anlamli olarak
artmistir (kontrol, %100£6.94; hipotiroidili, 154.69+8.84) (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11: Kontrol ve hipotiroidili hayvanlarda eNOS mRNA ekspresyonundaki % degisim. *,
p<0,05, kontrol gruba gore anlamh fark. Grup ortalamasini en iyi yansitan kontrol ve
hipotiroidili kalplere ait birer sinyal bar grafiklerinin altinda verilmistir.

Kontrol grup ile karsilastinidiginda G2 ve Giis MRNA dizeyleri hipotroidili
siganlarda anlamh artmis ve degerler sirasiyla %141.216.7, %145.51£8.9 olarak
bulunmustur (Sekil 3.12, 3.13)
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Sekil 3.12: Kontrol ve hipotiroidili hayvanlarda G, MRNA ekspresyonundaki % degisim. *,
p<0,05, kontrol gruba gore anlamli fark. Grup ortalamasini en iyi yansitan kontrol ve
hipotiroidili kalplere ait birer sinyal bar grafiklerinin altinda verilmigtir.
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Sekil 3.13: Kontrol ve hipotiroidili hayvanlarda Gi,s mMRNA ekspresyonundaki % degisim. *,
p<0,05, kontrol gruba gore anlamh fark. Grup ortalamasini en iyi yansitan kontrol ve
hipotiroidili kalplere ait birer sinyal bar grafiklerinin altinda verilmigtir.
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Arastirmamizda GRK2 ve GRK3 mRNA diizeyleri hipotroidili sicanlarda kontrollere
gbre sirasiyla %123.7+£13.8, %137.8+14.4 bulunmus olmasina karsin (Sekil 3.14,
3.15), sadece GRK3 mRNA dlzeylerinin anlamli olarak arttigi gértlmustdr.
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Sekil 3.14: Kontrol ve hipotiroidili hayvanlarda GRK2 mRNA ekspresyonundaki % degisim. *,
p<0,05, kontrol gruba gore anlamli fark. Grup ortalamasini en iyi yansitan kontrol ve
hipotiroidili kalplere ait birer sinyal bar grafiklerinin altinda verilmigtir.
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Sekil 3.1: Kontrol ve hipotiroidili hayvanlarda GRK3 mRNA ekspresyonundaki % degisim. *,
p<0,05, kontrol gruba gore anlamli fark. Grup ortalamasini en iyi yansitan kontrol ve
hipotiroidili kalplere ait birer sinyal bar grafiklerinin altinda verilmigtir.
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4. TARTISMA

Galismamizda deneysel hipotiroidizm siganlarin igme sularina metimazol katilarak
olusturulmustur. Bu ydntemde hipotiroidizm belirtileri ilk haftadan itibaren ortaya
clkmaktadir (Sabio ve ark., 1994; Brown ve ark., 1994a; Vargas ve ark., 1995) ve
genellikle tiroid hormon dlzeylerine bakilmaksizin buyime profili, kan basinci, kalp
atim hizindaki azalma ve tiroid bezi kitlesindeki artma, hipotiroidizmin géstergesi
olarak kabul edilmektedir (lwata ve ark., 2005; Novotny ve ark., 1999). Beklendigi
sekilde arastirmamizda da metimazol tedavisi yapiimis siganlarda yukarda sézi
edilen belirtiler ortaya ¢ikmistir.

Klinikte hipotiroidizmde gbzlemlenen bir baska bulgu da hiperkolesterolemidir.
CGalismamizda da bu bulgulara paralel olarak hipotiroidili hayvanlarin kolesterol

dizeylerinin kontrol gruba gére anlamli olarak arttigi bulunmustur.

Kalp tiroid hormonlarinin etkisi icin dnemli bir hedef organdir. Bu nedenle hipo-
ya da hipertroidizm gelisen hastalarin kalp fonksiyonlarinda belirgin degisiklikler
olusmaktadir. Bradikardi, dliglk kontraktilite, azalmis kasilma ve gevseme hizlarina
bagli olarak ventrikiler dolma ve atim hacminin digmesi hipotiroidizmde gdérilen
baslica kardiyak bozukluklardir (Wieshammer ve ark., 1989; Klein ve Ojamaa, 2001;
Moolman, 2002).

Galismamizda hipotiroidizmin etkileri in vivo ve in vitro teknikler kullanilarak
arastirilmistir. in vivo deneylerde daha dnceki calismalarda gosterildigi gibi (Iwata ve
ark., 2005), hipotiroidizm olusturulmus siganlarin  sol ventrikil basinci,
kasiima/gevseme hizlar (+dp/dt), kalp atim hizi gibi parametrelerinin bazal sartlarda
kontrol gruba gore anlamli olarak azaldig1 gérdlmustir.

T3 hormonu kalp fonksiyonunu nikleer ya da ekstranikleer etkileriyle reglle
etmektedir. NUkleer T3 etkileri hormonun miyositlerdeki spesifik nikleer reseptorler
ile etkilesiminden kaynaklanmaktadir. Buna karsin, ekstrantkleer T; etkileri nikleer
reseptérine baglanma ve protein sentezindeki artigstan bagimsiz olarak hizli bir
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sekilde hicre membranindan amino asitler, seker ve kalsiyum gibi iyon transport
fonksiyonu Gzerinden gerceklesmektedir (Danzi ve Klein, 2002).

Hipotiroidizm kaynakl bozukluklarin nedeninin, T3 hormonunun nikleer etkileri
sonucu kalbin kasilmasi ve gevsemesi ile ilgili proteinlere (SERCa2, fosfolamban,
RyR reseptorleri, kontraktii miyofilamentler, MHC, ve MHGCg) ait gen
transkripsiyonlari Gzerindeki regulatér etkisinin ortadan kalkmasi ile iligkili oldugu
aclk bir sekilde gosterilmistir (Klein ve Danzi, 2007) (ayrintili bilgi 1.2.7.4'de
verilmigtir).

Hipotiroidizmde plazma ve kalp katekolamin dizeylerinde degisiklik oldugu
bildirilmistir (Ishac ve ark., 1983; Gross ve Luez, 1985). Buna ek olarak,
kardiyomiyositlerdeki (-AR’ler ve onlarla kenetli olan sinyal transdiksiyon
yolaklarindaki (G proteinleri, adenilat siklaz, CAMP, proteinkinaz A, voltaj bagimh
potasyum kanallari) degisimlerin de hipotirodizmde kalpte g6zlemlenen fonksiyonel
bozukluklara katkida bulundugu gésterilmistir (Kahaly ve Dillmann, 2005; Klein ve
Danzi, 2007; Danzi ve Klein, 2002; Fazio ve ark., 2004).

Bilindigi gibi B+-AR’ler G proteini ile kenetlidir ve B4-AR’lerin uyariimasiyla
adenilatsiklaz_cAMP_PKA yolagi aktive olarak inotropik yanita aracilik etmektedir
(Xiao ve ark., 2006). Sican kardiyomiyositlerinde bulunan B-AR’lerin blydk kismi
(%60-70) B1-AR’ler oldugu icin inotropik yanitin olusmasindaki en blyUk rol de ;-
AR’lerindir (Xiao ve ark., 1998). Hipotiroidizm B-AR aracili yanitlari azaltarak
kardiyovaskdler disfonksiyon gelisimine neden olmaktadir (Bilezikian ve Loeb, 1983;
Frankly ve Gammage, 1996; Polikar ve ark., 1993; Bravermann ve ark., 1996).
Hipotiroidili hayvanlarda B-AR (Bi-, B2-AR) sayisinin ve buna bagli olarak da
katekolaminlere kargi yanitverirligin ve duyarhhidin azaldidi bircok yayinda
gosterilmistir (Banerje ve Kung, 1977; Stiles ve Lefkowitz, 1981; Fox ve ark., 1985,
Ciaraldi ve Marinetti, 1977, 1978; Benerje ve Kung, 1977; Whitsett ve ark., 1982;
Noguchi ve Whitsett, 1983). Bu azalma hipotiroidizmde serum katekolamin
dizeyinin artmasi ile iligskilendirilmigtir (Zwaveling ve ark., 1998; Ishac ve ark., 19883;
Pantos ve ark., 2004; Levey, 1971; Coulombe ve ark., 1997; Levey ve Klein, 1990;
Polikar ve ark., 1990). Ote yandan, arastirmalarin cogu B-AR sayisinda azalma
oldugunu gosterse de, hipotiroidizmde hem B, ve hem de B2-AR sayisinin arttigini
gbsteren bir calisma da bulunmaktadir (Brown ve ark., 1994).
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Calismamizda, onceki bulgulara benzer sekilde, hipotiroidili hayvanlarin
papiller kasinda izoprenalin ve noradrenalin yanitlarinin kontrollere oranla anlaml
olarak azaldigi bulunmustur. Ancak ilgin¢ olarak, hipotiroidizm kalpte $;-AR mRNA
ekspresyonunda belirgin bir degisiklige neden olmamistir. Bu durum celigkili gibi
gérinmekle birlikte, B-AR’lerle ilgili homolog ve/veya heterolog desensitizasyon
mekanizmalari gibi faktérler izole papiller kasinda izoprenalin ve noradrenalin

yanitlarinin azalmasina neden olabilir.

Fosforilasyon sonucu gergeklesen reseptdr desensitizasyonu ¢ok kisa surede
G protein aracih ikincil ulak sinyalizasyonunun azalmasina yol agmaktadir. Protein
kinazlari aktive eden cAMP veya DAG gibi ikincil ulaklar GPCR’lari fosforile edebilir
ve agonist stimldlasyonundan  bagimsiz  olarak  (non-agonist-spesifik)
desensitizasyona neden olabilir (heterolog desensitizasyon) (Salazar ve ark., 2007).

PKA ve PKC B.-AR’leri fosforile ederek direkt olarak reseptorin Ggq
proteininden ayrilmasina neden olmaktadir. Bircok resept6r ve agonistin ayni ikincil
ulaklan kullandigr dustndlirse, bu kinazlar tarafindan gergeklesen fosforilasyon
farkh reseptorlerin kendi aralarindaki “crosstalk”unun duzenlenmesindeki temel
mekanizma olarak kabul edilebilir (Wang ve Dhalla, 2000).

Agonist spesifik ya da homolog desensitizasyon ise ligand ile aktive olan
reseptorler GRK ile etkilestigi zaman gerceklesmektedir. GRK'nin GPCR’In C
terminal kuyrugundaki rezidllerini fosforillemesi direkt olarak reseptér_G protein
etkilesimini inhibe etmez, fakat, arrestinler (B arrestin 1 ve 2) gibi belli “scaffold”
(yapisal) proteinler icin baglanma bdlgesi olusturur (Wang ve Dhalla, 2000).
Arrestinlerin baglanmasi ise G protein kenetlenmesini bozarak (Rockman ve ark.,
2002; Sibley ve Lefkowitz, 1985), adenilatsiklaz aktivitesini engelleyerek B-AR’lerin
katekolaminlere yanitverirliligini azaltmaktadir (Shenoy ve Lefkowitz, 2005).

En az alti alt tipi bulunan GRK’lardan GRK2, GRK3 ve GRKS5 kardiyak dokuda
yUksek oranda bulunmaktadir. Kalpteki GRK alttipleri icinde de en ¢ok galigilani ve
en 6nemlisi diger adi BARK1 olan GRK2'dir. Bu enzimin ekspresyon dizeyinin
degismesi birgok patofizyolojik olayda goérilen adrenerjik sistem sinyalizasyon
degdisimi ve desensitizasyonda rol oynamaktadir (Aragay ve ark., 1998; Mayor ve
ark., 1998; Ungerer ve ark., 1993, 1994; Gross ve ark., 1997; Rockman ve ark.,
1998; Garcia-Higuera ve Mayor, 1994). Kalp yetmezliginde B;-AR dlzeylerindeki
azalma ile beraber, BARK ekspresyonlarinin 3 kat arttigi gdsterilmistir (Ungerer ve
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ark., 1993). Benzer sekilde, metimazol ile hipotiroidizm olusturulmus sican
kalplerinde, GRK2 ve GRKS5 protein dlzeylerinin arttigi ve bunun reseptér
desensitizasyonu sonucu adrenerjik yanitlarin bozulmasina neden olabilecegdi
bildiriimistir. Benzer sekilde ¢alismamizda da hipotroidili sican kalplerinde anlamli
olmamakla birlikte GRK2 mRNA ekspresyonunun arttigi saptanmistir. Buna ek
olarak, hipotroidili sican kalbinde GRK3 mRNA ekspresyonunda da anlamh bir artig
olustugu ilk kez calismamizda gOsterilmistir. Bu nedenle arastirmamizda :-AR
MRNA ekspresyonunda anlamli bir degisiklik olmamasina karsin, izole papiller kasta
izoprenalin yanitlarindaki azalma GRK dizeylerindeki artisa bagh olarak 4-AR’lerin
desensitizasyonundan kaynaklanabilir.

B-adrenerjik yanitverirligin degerlendiriimesinde G¢/G; orani da énemli 6lglide
belirleyicidir. Kalp hucrelerinde gosteriimemis olmasina karsin, 6teki bircok sistemde
B-AR yolaginin uzun sureli aktivasyonu Gg,/nin membran disina ¢ikmasina ve
yikiminin artmasina neden olmaktadir (Levis ve Bourne, 1992; Wedegaertner ve
Bourne, 1994). Her ne kadar hipotiroidizmde Gg,/'nin diizeyi konusunda celigkili
sonuglar olsa da (Levine ve ark., 1990, Rapieejko ve ark., 1989; Novotny ve ark.,
1999; Zwaveling ve ark., 1998; Hammond ve Insel, 1998; Michel-Rehel ve ark.,
1993), bu patolojide G; protein dizeyinin arttigi konusunda birbirini destekleyen
yayinlar bulunmaktadir (Levine ve ark., 1990; Novotny ve ark., 1999; Zwaveling ve
ark., 1998). Arastirmamizda Gs proteini mRNA ekspresyonuna bakilmamig olmasina
karsin, G; (Gie2 Ve Giss) MRNA ekspresyon diizeylerinin arttiginin saptanmis olmasi
Gs duzeyi degismese bile G¢/G; oranini degistirerek B-AR aracili yanitlarin
azalmasina katkida bulunabilir.

Galismamizda B4-AR mRNA diizeylerinden farkh olarak hipotiroidili siganlarda,
B>-AR  mRNA dlzeylerinin anlamh olarak arttigr bulunmustur. Bu bulgu
hipotiroidizmde  B.-AR’lerde  “downregllasyon” oldugunu gdsteren diger
arastirmalarin bulgulari ile gcelismektedir (Revelli ve ark., 1991; Ciaraldi ve Marinetti,
1977, 1978; Benerjee ve Kung, 1977; Whitsett ve ark., 1982; Noguchi ve Whitsett,
1983). Bununla birlikte, Brown ve arkadaglari (1994), metimazol ile hipotiroidizm
olusturulmus sicanlarin sol ventrikilinde hem B4- hem de B,-AR protein dizeylerinin
arttigini géstermistir.

Bi-AR’lere gbre daha az olmakla beraber B.-AR’lerin de kalpte inotropik
yanitlara aracilik ettigi bilinmektedir. Sigcan kardiyomiyositlerinde B,-AR’lerin orani
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%30-40 bulunmustur (Xiao ve ark., 1998). Bs-AR’lerden farkli olarak B.-AR’lerin
kardiyomiyositlerde hem Gg hem de G; ile kenetlendigi gésterilmistir (Xiao ve ark.,
1995). B.-AR_G; keneti ayni zamanda HEK293 hiicrelerinde ve insan miyokardinda
da bulunmustur (Kilts ve ark., 2000; Pavoine ve ark., 2003). HEK 293 hicrelerinde
ve sican kardiyomiyositlerinde agonistle uzun sireli stimulasyon sonucunda 3,-AR
lerin Gs yerine G; proteini ile kenetlendigi ve bunun icin 6n sartin B>-AR’nin PKA
aracili fosforilasyonu oldugu saptanmistir (Daaka ve ark., 1997; Zou ve ark., 1999).

Bi-AR’lerin uzun sureli sinyalizasyonu miyositlerde apopitozise neden
olmaktadir. Buna karsin, B.-AR’lerin antiapopitotik etkili oldugu ve bu etkiyi de B.-
AR_G; kenetiyle ortaya koydugu bildirilmistir (Xiao ve ark., 2006; Communal ve
ark.,1999; Chesley ve ark., 2000). Bu bulgu PTX ile G/in bloke edilmesi halinde
koruyucu etkinin ortadan kalkmasi ile desteklenmistir (Communal ve ark.,1999;
Chesley ve ark., 2000). Benzer sekilde, kalp yetmezIigi ve hipertrofi gibi durumlarda
da B2-AR’lerin kardiyoprotektif etkisinin artmasinin B,-AR_G; kenetinin kronik olarak
uyariimasindan kaynaklanabilecedi digstnulmektedir (Xiao ve ark., 2006; Foerster
ve ark., 2003) Hipotiroidizmde de kalp yetmezligine benzer bir tablo olustugu g6z
6nine alindidinda, ¢calismamizda hipotiroidizm olusturulmus kalbinde G; proteini ile
birlikte B.-AR mRNA ekspresyonunun artmis olmasi kardiyomiyositlerde apopitozise
karsi koruyucu ve adaptif bir mekanizma olabilir. Arastirmamizda B.-AR_G;
sinyalizasyon yolaginin hipotiroidizmde etkin hale geldigini gésteren bir bagka bulgu
da izole papiller kas preparatinda izoprenalinin yiiksek dozlarinda (3x10° ve istil
dozlarda) gérilen negatif inotropik etkidir. Ayni etkinin prazosin ve desimipramin
varliginda noradrenalin ile gérilmemis olmasi bu olayin B4-AR ile iligkili olmadigini
distndirmektedir.

izoprenalin ile gériilen bu etki ilk bakista Bs-AR’ler tizerinden gerceklesiyor gibi
dusnulebilir, cink( izoprenalinin ancak ylksek dozlarinda ve nadolol (Bs- ve B>-AR
antagonist) varliginda Bs-AR’leri aktive ederek negatif inotropik etki gosterdigi
saptanmistir (Gauthier ve ark., 1998; Brouri ve ark., 2002). Arastirmamizda
hipotiroidili siganlarda B3-AR mRNA ekspresyonu artmig olmasina karsin, bu etkinin
Bs-AR aracili olmasi olasi gérilmemektedir, ¢clnkd hipotiroidili hayvanlarda hem
ortamda nadolol olmamasina karsin izoprenalinin yuksek dozlarinda negatif
inotropinin ortaya ¢ikmasi, hem de selektif B;-AR agonisti BRL37344 ile gorllen
etkinin azalmasi bu dusinceyi gegersiz kilmaktadir. Bununla birlikte, selektif B.-AR
agonist (6zellikle de G; kenetini de uyaran zinterol gibi agonistlerle) ve antagonisti
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veya G; inhibitéri pertussis toksini (PTX) ile yapilacak ¢alismalar bu konuya agikhk
getirebilir.

Hipotiroidizmde Bs-AR’lerin etkinligine iligkin literatlirde kisith sayida calisma
bulunmaktadir. S6z konusu arastirmalarda, hipotiroidizmin kahverengi adipoz
dokuda Bs-AR’leri “upregile”, beyaz adipoz dokuda ise “downregile” ettigi
gosterilmistir (Germack ve ark., 2000). ileumda ise hipotiroidizm B;- ve Bs-AR mRNA
ekspresyonlarini  degistirmemesine karsin, B3-AR aracili gevseme yanitlarin
azalmasina neden olmustur (Brown ve Summers, 2001). Ne var ki, kalpteki Bs-
adrenoseptor alttipinin bu patolojiden ne dizeyde etkilendigi, daha dogrusu etkilenip
etkilenmedigi bilinmemektedir. Bu noktadan yola ¢ikarak, ilk kez galismamizda,
hipotiroidili siganlarin kalplerinde Bs-AR’lerin etkinligi fonksiyonel ve molekdler
dlzeyde incelenmisgtir.

Bs-AR aracili fonksiyonel yanitin hipotiroidizmdeki degisimini incelemek igin
papiller kasta selektif B;-AR agonisti olan BRL37344 ile calisiimistir. BRL37344
kontrol grupta negatif inotropi meydana getirirken hipotiroidili grupta bu yanit anlaml
olarak azalmistir. Fonksiyonel yanittaki bu azalmaya karsin, hem B3;-AR hem de ;-
AR’lerin kenetli oldugu distnllen sinyal transdiksiyon yolaklarinda yer alan
komponentlerin (Giee,Gies eNOS) mRNA ekspresyonlari hipotiroidili grupta belirgin
olarak artmigtir.

Birgok arastirici hem fonksiyonel hem de fenotipik olarak memeli kalbinde kalp
yetmezligi ve hipotiroidizm tablosunun ¢ok benzedigini gdstermistir (Lowes ve ark.,
1997). Her ikisinde de diastolik ve sistolik performans bozulmustur (Klein ve
Ojamaa, 2001; Hamilton ve ark., 1998). Ayrica kalp yetmezligi gérilen hastalarin
%30’unda tiroid hormon dizeylerinin disik oldugu ve bu eksikligin dizeyi ile
yetmezligin siddetinin korele oldugu gdsterilmistir (distk T; sendromu) (Klein ve
Ojamaa, 2001; Hamilton ve ark., 1998).

Arastirmamizda hipotiroidizmde 3-AR mRNA ekspresyonu artmasina karsin,
fonksiyonel yanitin azalmasi celiskili gibi gorulebilir. Bununla birlikte, Moniotte ve
arkadaslari (2001), klinikte gbézlenen kalp yetmezligi olgularinda B3-AR ve Gy
protein dliizeyinin arttigini, Bs-AR aracili fonksiyonel yanitlarin ise ortadan kalktigini
bulmustur. Aragtiricilar bu durumu postreseptdér mekanizmalardaki degisimlere
baglamistir. S6z edilen calismada ayni zamanda eNOS protein dizeyinin de

azaldigi ve bu azalmanin kérelen yanitta roli oldugu éne surtlmustar (Moniotte ve
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ark., 2001). Bsz-AR’lerin kalpteki etkisini eNOS/NO/cGMP (zerinden gd&sterdigi
distndlirse bu yaklagim dogru olabilir.

Hipotiroidizm ve kalp yetmezIligi tablolarinin benzerligini géz 6niine alarak,
calismamizda goérilen Bs-AR aracili yanit azalmasini da benzer postreseptor
mekanizmalara ya da eNOS’a baglamak miamkandir. Farkll olarak, bizim
bulgularimiz  hipotiroidili  kalpte eNOS mRNA ekspresyonunun arttigini
gbstermektedir. Bununla beraber, Moniotte ve arkadaslarinin (2001) tersine, kalp
yetmezliginde eNOS protein diizeyinin arttigini gésteren bulgular da literatirde yer
almaktadir (Nadruz ve ark., 2004; Chen ve ark., 2005).

Bs-AR’ler katekolaminlerle aktive olmaktadir, fakat, bu etki 1 ve B.-AR’ler igin
gerekenden daha yulksek konsantrasyonlarda (1uM lik K; degeri ile) gbrulmektedir
(Strosberg, 1997). Bu nedenle Bs-AR’lerin kalp yetmezliginin baslangi¢ déneminde
artan sempatik aktivasyona karsi koruma amagh adaptif roli oldugu
disundimektedir (Moniotte ve ark., 2001). Benzer sekilde hipotiroidizmde de, azalan
kontraktil yanitlari dengelemek icin artan sempatik aktiviteye karsi koruma amagli
olarak (adaptif) Bs-AR ve kenetli oldudu sinyal transdiksiyon mekanizmasinda artig

s6z konusu olabilir.

Bs-AR/eNOS/NO araci olarak cGMP dizeyi artmaktadir ve kopek
kardiyomiyositlerinde cGMP’nin ylUkselmesi; cGMP bagiml protein kinazi uyarip, L
tipi kalsiyum kanallarini regule ederek kalsiyum akiminin azalmasina (Mery ve ark.,
1991; Wahler ve Dollinger, 1995) yol agcmaktadir. Alternatif olarak NO, cGMP’den
bagimsiz olarak L tipi kalsiyum kanallari (1,4-dihidropiridin Ca kanallari) (Campbell
ve ark., 1996) gibi anahtar proteinleri kovalent olarak modifiye ederek de etki
gOsterebilir (Gauthier ve ark., 2006). Sicanlarda postnatal ddénemde tiroid
hormonlarinin etkisinin arastirildigi bir calismada, hipotiroidizmde L tipi kalsiyum
kanallarinin dansitesinin belirli 6lgiide azaldigi gdsterilmistir (Wibo ve ark., 1995). Bu
nedenle c¢alismamizda B;-AR aracili yanitin bozulmasinda hipotiroidizme bagli
olarak L tipi kalsiyum kanallarinin dansitesindeki azalmanin roll olabilir.

Bs-AR’lerin kalpteki negatif inotropik etkisinde potasyum kanallarinin da rold
oldugu dislintlmektedir. Kathofer ve ark. (2000), Bs-AR’lerin KvLQT/MinK potasyum
kanallarini aktive ederek Il akimini artirdigini  gdstermistir. Ote yandan,
hipotiroidizmde ise I, akiminin belirgin olarak azaldigr bulunmustur (Bosch ve ark.,
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1999). Bu nedenle galismamizda BRL37344’0n etkisinin hipotiroidili hayvanlarda
bozulmasi ls akimindaki azalmayla iligkili olabilir.

Sonug olarak, c¢alismamizda hipotiroidizmde mRNA ekspresyon dizeyi
degismemesine karsin, 34-AR aracili yanitlarin azaldigi saptanmistir. Bunun nedeni
reseptdr desensitizasyonuyla iligkili olabilir. Hipotiroidili sican kalbinde isoprenalinin
yUksek konsantrasyonlarinda gérilen negatif inotropik etkinin B.-AR ve G; mRNA
ekspresyonu artisina paralel olarak B.-AR’lerin G; kenetli yolaginin aktivasyonu
sonucu oldugu dusunulebilir. Arastirmamizda ilk kez hipotiroidizm olusturulmus
sigan kalbinde Bs-AR’lerin roli molekdler ve fonksiyonel olarak incelenmis ve 3-AR,
Giee/Gigz alttipleri ve eNOS mRNA ekspresyonu artigina karsin, Bs-AR yanitlarinin
azaldigr bulunmustur. Yola c¢ikis noktasindaki beklentimizin aksine Bs;-AR aracili
yanitlarin azalmasinin nedenleri, bu reseptér ile kenetli alt sinyalizasyon
basamaklarinin hem fonksiyonel hem de molekller olarak daha ayrintili
calisiimasiyla agiklanabilecektir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tiroid hormonlari kardiyovaskuler sistem Uzerinde ¢ok énemli etkiler gdstermektedir.
Bu nedenle hipotiroidizm durumunda bradikardi, periferik vaskuler rezistans artisi ve
arteriyel hipotansiyon, konjestif kalp yetmezligi, miyokard enfarktist gibi cesitli
kardiyovaskiler semptomlarin ortaya ¢iktigi bilinmektedir (Wieshammer ve ark.,
1989; Klein ve Ojamaa, 1994, 2001; Klein ve Danzi, 2007; Moolman, 2002).
Hipotiroidizm birgok dokuda ve 6zellikle kalpte B-AR aracili yanitlari azaltmaktadir.
Bu etkisi Uzerinden de kardiyovaskiler disfonksiyon gelisimine neden olmaktadir
(Bilezikian ve Loeb, 1983; Franklyn ve Gammage, 1996; Polikar ve ark., 1993;
Braverman ve Utinger, 1996).

Calismamizda da énceki bulgulara benzer olarak hipotiroidili sican kalbinde (3-
AR aracili yanitlarin izole papiller kas preparatinda azaldigi géralmustir. Bununla
beraber 6nceki calismalardan farkli olarak Bi- ve B.-AR mRNA ekspresyonlarindaki
herhangi bir azalma saptanmamistir. Ote yandan, arastrmamizda ilk kez
hipotiroidizm olusturulmus sigan kalbinde Bs-AR’lerin roli molekuller ve fonksiyonel
olarak incelenmistir. Bs-AR, Gio/Gies alttipleri, eNOS ve GRK2/GRK3 mRNA
ekspresyonunda artmig, Bs-AR aracili fonksiyonel yanitlar ise azalmistir. Elde edilen
verilerle bu cgeliskili durumu agiklamak mimkin gériinmemektedir. Bununla birlikte,
kalpte Bs-AR aracili negatif inotropik etki mekanizmasinin aydinlatimasi
hipotiroidizmde elde ettigimiz sonuglarin daha iyi yorumlanmasini saglayacaktir.
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OZET

HIPOTIROIDIZMIN KARDIYAK PERFORMANS UZERINDEKI ETKiSINE BETA 3
ADRENORESEPTORLERIN OLASI KATKISI

Hipotiroidizm kalpte bradikardi, kardiyak output ve kontraktilitede azalma, yapisal ve
regllatér gen ekspresyonlarinda degisime yol agmaktadir. Tiroid hormon eksikligi
kalpte Bi- ve Bo-AR dansitesini azaltarak katekolaminlere kargi duyarliigi ve
yanitverirligi bozmaktadir. Buna kargin, Bz-AR’lerin bu patolojideki roli bugline kadar
arastinimamigtir.

Galismamizda hipotiroidizmde B3;-AR’lerin rolind arastiriimak igin, metimazol
ile hipotiroidizm olugturulan si¢anlarda in vivo hemodinamik parametrelere ve 3-AR
aracih yanitlara; B-AR alttipleri, eNOS, Gi,» ve Gi,s MRNA ekspresyonlarina
bakilmigtir.

Kontrol ve hipotiroidili sicanlarin beden agirliklari deney sonunda anlamh farkh
bulunmustur (kontrol, 432.3£11.1; hipotiroidili, 225.9+£3.2). Hipotiroidili sicanlarda
ortalama arteriyel kan basinci (kontrol, 65.1+5.1; hipotiroidili, 41.7£2.4), kalp atim
hizi (kontrol, 242+14; hipotiroidili, 14115), sol ventrikil basinci (kontrol, 10443;
hipotiroidili, 80t5), +dp/dt (kontrol, 3515+113; hipotiroidili, 1939+211) ve -dp/dt
(kontrol, 3294+170; hipotiroidili, 1789+174) degerlerinin anlamli olarak azaldigi
gorilmistir. izole papiller kas preparatinda BRL37344 (selektif Bs-AR agonist)
negatif inotropi yaparken, izoprenalin (nonselektif Bs- ve B.-AR agonist) ve
noradrenalin (selektif (:-AR agonist) pozitif inotropik etki meydana getirmigtir.
Kontroller ile kargilastirildiginda hipotiroidizm yanitlarda anlamli bir azalmaya neden
olmustur (BRL37344; kontrol, %16.5%3.1; hipotiroidili %5.4+1.4; izoprenalin; kontrol,
% 93,8%£3,9; hipotiroidili, %15.43+2.77; noradrenalin; kontrol, %148,20+17,38 ;
hipotiroidili, %21,5+5,1 ; p<0.05). Hipotiroidizm B4-AR (kontrol, %100; hipotiroidili,
%94.6119.76) mMRNA ekspresyonunu degistirmemis, ancak B.-AR (kontrol, %100;
hipotiroidili %147.77+20.34) ve B3-AR (kontrol, %100; hipotiroidili, %172.31+23.05)
mRNA ekspresyonlarinda anlamli artisa neden olmustur. Buna ek olarak, hipotiroidili
ratlarda GRK2 (%123.7£13.8) ve GRK3 (%137.8t14.4, p<0.05) mRNA
ekspresyonlarinin arttigi, ancak sadece GRK3 mRNA dlzeyindeki degisikligin
anlamli oldugu goéralmastir. Bs-AR’lerin kenetli oldugu distnllen eNOS (kontrol,
%100; hipotiroidili, 154.69+8.84), Gi,> (kontrol, %100; hipotiroidili %141.2+6.7), ve
Gies (kontrol, %100; hipotiroidili  %145.5+8.9) mRNA ekspresyonlarinin da
hipotiroidizmde anlaml olarak artirdig1 bulunmustur.

Bu sonuglar hipotiroidizmde kardiyak fonksiyonunun bozuldugunu ve buglne
kadarki bilgilere ek olarak, Bi- ve B.-AR aracil yanitlarin azalmasi kadar (3;-AR
aracih yanitlarin azalmasinin da bu tabloya katkisi oldugunu g&stermektedir.
Bununla beraber, Bs-AR’lerin bu patolojideki rolinin daha iyi aydinlatiimasi
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hipotiroidizm, B3-AR, G;, papiller kas, kardiyak disfonksiyon.
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SUMMARY

THE POSSIBLE CONTRIBUTION OF BETA 3 ADRENOCEPTORS TO THE
EFFECT OF HYPOTHYROIDISM ON CARDIAC PERFORMANCE

Hypothyroidism results in bradicardia, decreased cardiac output and contractility and
the changes in the expression of both structural and regulatory genes. Thyroid
deficiency causes decreased sensitivity and responsiveness to catecholamines by
reducing the B4- and B,-AR density. However, the role of B3-ARs in hypothyroidism
has not been studided.

To investigate the role of Bs-ARs in hypothyroidism in vivo hemodynamic
parameters, B-AR mediated responses and mRNA expressions of (3-AR subtypes,
eNOS, G2 and Giq3 Were determined in methimazole induced hypothyroid rats.

At the end of experiment, the body weights of hypothyroid rats was found
significantly decreased (control, 432.3+11.1; hypothyroid, 225.943.2). The mean
arterial pressure (control, 65.1+5.1; hypothyroid, 41.7+2.4), heart rate (control,
242+14; hypothyroid, 141+5), left ventricle developed pressure (control, 104+3;
hypothyroid, 80+5), +dp/dt (control, 3515+113; hypothyroid, 1939+211) and -dp/dt
(control, 3294+170; hypothyroid, 1789+174) were decreased significantly in
hypothyroid rats compared to controls. While BRL37344 (selective Bs-AR agonist)
revealed negative inotropic effect, isoprenaline (nonselective 31- and B.-AR agonist)
and noradrenaline (selective Bi-AR agonist) showed positive inotropic effect on
isolated papillary muscle preparation. Hypothyroidism caused a significant decrease
in inotropic responses (BRL37344; control, %16.5+£3.1; hypothyroid %5.4+1.4;
isoprenaline; control, % 93,8£3,9; hypothyroid, %15.43%2,77; noradrenaline; control,
%148,20+17,38, hypothyroid, %21,5+5,13 ; p<0.05). Hypothyroidism did not change
B1-AR mRNA expression (control, %100; hypothyroid, %94.6119.76), but it markedly
resulted an increase in B,-AR (control, %100; hypothyroid, %147.77+20.34) and Bs-
AR mRNA expression (control, %100; hypothyroid %172.31£23.05). Furthermore,
GRK2 (%123.7+13.8) and GRK3 (%137.8£14.4, p<0.05) were increased in
hypothyroid rats. In addition, eNOS (control, %100; hypothyroid, 154.69+8.84), Gy
(control, %100; hypothyroid, %141.2+6.7) and Gi,z (control, %100; hypothyroid,
%145.5+8.9) MRNA expressions were increased significantly in hypothroidism.

These results indicate that cardiac function was impaired in hypothyroidism
and in addition to existing data not only the decrease in - and 3,-AR mediated but
also Bs-AR mediated responses has contributed to cardiac dysfunction.
Furthermore, the role of B3-ARs in this patology remains to be clarified.

Key Words: Hypothyroidism, B3-AR,G;, papillary muscle, cardiac dysfunction.
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