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I. Projenin Tiirkce ve Ingilizce Ad1 ve Ozetleri

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

Negatif inotropik etkiye aracilik eden B3-AR’lerin etkileri saglikli kalpte belirgin
olmamakla birlikte, sempatik asir1 aktivasyonla iliskili kardiyak patolojilerde
ekspresyonunun arttigi ve etkilerinin giiclendigi 6ne sirtilmektedir. B3-AR’lerin
saglikli kalpte kardiyak Na'/K' pompasi (NKA) B1 alt {initesi iizerindeki oksidatif
modifikasyonu geri dondiirerek artan Na'/K® pompa akimina aracilik ettikleri
gosterilmistir. Ne var ki, bir patoloji varliginda B3-AR’lerin NKA tizerindeki etkileri
heniiz bilinmemektedir. Bu nedenle ¢alismamizda sempatik sistem aktivasyonu sonucu
gelisen rat hipertrofi modelinde B3-AR’lerin Na'-K" pompasi iizerindeki etkilerinin
arastirilmasi amaglanmistir. Taze izole edilmis rat kardiyomiyositlerinde kisa stireli(3
saat), in vitro noradrenalin inkiibasyonunun Na'/K* pompa akimimm azalttigi ve
istatiksel olarak anlamli olmamakla birlikte hiicre i¢i Na" floresans diizeylerinde hafif
bir artis olusturdugu gozlenmistir. Ortama B3-AR agonisti BRL 37344 eklendiginde ise
pompa akimindaki azalma geri donmekte ve Na* diizeylerindeki artis ise azalmaktadir.
Daha sonra ratlara 2 hafta siireyle noradrenalin ve noradrenalin+BRL 37344 tedavisi
yapilmistir. Siire sonunda kalpler homojenize edilerek protein izolasyonu yapilmis ve
cesitli protein ekspresyonlar1 Olclilmiistiir. Hipertrofi belirteci bir gen olan ANP
diizeylerinin de noradrenalin tedavisiyle arttigi, B3-AR stimiilasyonuyla ise azaldig:
gozlenmistir. Hipertrofik ratlarda ayrica, [3-AR ekspresyonlari artmakta, BRL
tedavisiyle ise bu artis geri donmektedir. Ote yandan, hipertrofide NKA alt
tinitelerinden B1 ekspresyonlarinda bir degisiklik olmaksizin a1 altiinitesinde hafif bir
artis, a2 alt iinitesinde ise hafif bir azalma gozlenmistir. 3-AR agonist tedavisi bu
degisiklikleri de geri dondiirmektedir. Spesifik B3-AR agonizminin Na'/K* pompa
stimiilasyonu aracili antihipertrofik etkilerinin gosterildigi ¢alismamiz, hipertrofi
tedavisine yeni bir potansiyel terapotik yaklagim sunmaktadir. Buna ek olarak,

hipertrofi patofizyolojisinin daha iyi anlagilmasina da katki saglamaktadir.
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The Effect of Beta 3-ARs on Na*/K*-ATPase in Cardiac Hypertrophy

B3-ARs mediate negative inotropic effects, the physiological role of which is not clear
in healthy heart. They are known to be upregulated in cardiac pathologies associated
with sympathetic overactivation and their effects become more prominent. B3-ARs are
shown to stimulate cardiac Na"/K* pump via the reversal of an oxidative modification
in the regulatory B1 subunit of the pump in healthy heart. However, their effects on the
pump in the presence of a cardiac pathology are still not known. For this purpose, we
aimed to investigate the effects of B3-ARs on Na’-K* pump in hypertrophy related to
sympathetic overstimulation. Firstly, we observed a decrease on Na'/K" pump current
and a slight increase on Na“ fluorescence on in vifro, short term (3 hours)
noradrenaline incubated freshly isolated cardiomyocytes. When 3-AR agonist, BRL
37344 is added, pump current and Na® fluorescence values returned to control values.
To determine protein expressions, rats were treated with noradrenaline or
noradreanaline+BRL 37344 for 2 weeks. ANP, which is an hypertrophy marker, was
increased in hypertrophic hearts and decreased with 33-AR stimulation. In hypertrophic
rats, an increase was observed in P3-AR expression which was decreased by BRL
treatment. On the other hand, NKA B1 subunit was not changed, however a slight
increase in al subunit and a slight decrease in a2 subunit were determined. Our study
which shows spesific f3-AR agonism has an antihypertrophic effect via the stimulation
of Na"/K" pump may be a promising therapeutic option for hypertrophy and provides
better understanding of the pathophysiology of hypertrophy.
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II. Amac¢ ve Kapsam

Sempatik sinir sistemi, savas-ya da-kac¢ (fight-or-flight) yanitlar1 araciligiyla kritik
durumlarda hayatta kalim a¢isindan son derece 6nemlidir. Akut bir hastalik durumunda
da SSS aktivasyonu dokulara oksijen saglamasi ve organ bitiinliginii korumasi
yoniinden yararlidir. Ne var ki, kronik durumlarda devam eden asir1 aktivasyon kontrol
disina ¢ikarak yan etkiler olusturmaktadir. Kalp kas1 kiitlesinin artis1 olarak tanimlanan
kardiyak hipertrofi durumunda da sempatik sistem asir1 aktivasyonunun rol oynadigi
bilinmektedir. Kalp, yiikiinin arttigi durumlarda normal kosullara gore daha fazla
calismalidir. Duvar stresindeki kronik artisla basa ¢ikabilmek i¢in kalp hiicrelerinin
boyut ve kiitlelerinde artis ortaya c¢ikmaktadir (Hunter&Chien, 1999). Kalbin
genislemesinin esas nedeni miyositlerin hipertrofiye ugramasidir. Bir baska ifade ile,
mevcut durumdaki miyositler, sayilar1 degismeksizin genislemektedirler. Kardiyak
hipertrofi, baslangigta adaptif bir yanit olarak gelismektedir. Ne var ki, hipertrofinin
uzun siire kalic1 olmasi kardiyak disfonksiyon ve kalp yetmezlige neden olmaktadir.
Hipertrofi ve devaminda kalp yetmezligi gelisimi ¢ok sayida nedene baglidir. Gen
ekspresyonundaki degisiklikler, hormonal faktorler, apoptoz, enerji
metabolizmasindaki bozukluklar, aritmi, vaskiiler disfonksiyon, kollajen birikimi,
fibronektin diizeyleri gibi nedenler diyastolik ve sistolik fonksiyonlar: etkileyerek kalp
yetmezligine yol agmaktadir (Gupta ve ark.,2007).

Ote yandan, B-adrenoseptorler kardiyak fonksiyonlarin diizenlenmesinde ¢ok onemli
bir rol oynamaktadir. Insan kardiyak miyositlerinde Bi1-AR > B2-AR >> B3-AR sirasiyla
tic farkli tip B-AR bulunmaktadir. B1- ve B2-AR alttiplerinin uyarilmalar1 sonucu pozitif
inotropik (kardiyak kontraktilitenin artmasi), pozitif kronotropik (frekansin artmasi),
lusitropik (gevseme hizi) ve pozitif dromotropik (atrioventrikiiler nod boyunca impuls
iletimi) etkilere aracilik etmektedirler. B3-ARler ise normal fizyolojik durumlarda
inaktif haldedir (Skeberdis ve ark., 2008). Uyarilmalar1 sonucu, Bi1- ve B2-AR’lerin
tersine, nitrik oksit sentaz aracili olarak (Gauthier ve ark., 1998) negatif inotropik etki
olugmaktadir. Bu etkilerinin yogun adrenerjik uyar1 varliginda kalbi korumaya yonelik

bir ‘koruyucu vana’ (safety valve) olarak gorev yaptigi diisiiniilmektedir (Rozec ve
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ark., 2009).

B3-AR’ler molekiiler yapist ve farmakolojik 6zellikleri agisindan Pfi1-AR ve B2-AR
alttiplerinden ayrilirlar. ilk olarak 1989 yilinda tanimlanmalarinin ardindan basta beyaz
ve kahverengi adipositler olmak tizere kalp, damarlar, safra kesesi, gastrointestinal
kanal, prostat, mesane, beyin ve myometriyum gibi ¢ok sayida dokuda bulunduklar
gosterilmistir. Kalpteki varliklari, yaklasik 20 sene once gosterilmis ve fonksiyonel
olduklar1 6ne siiriilmiistiir (Gauthier ve ark., 1996). Hastalikli kardiyovaskiiler dokuda
sayilarinin artmisg bulunmasi ve desensitizasyona karsi direngli olmalar1 nedeniyle ilgi
cekmistir. Glintimiizde de, terapdtik ajan olarak kullanilabilecekleri diistincesiyle yogun

calismalar devam etmektedir.
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Sekil 2.1. Kardiyomiyositlerde zit inotropik etkilere yol agan B-AR-aracili yolaklar
(Gauthier ve ark., 2000).

Kalp yetmezliginde, Bi- ve B2-AR- aracili yamtlar azalmaktadir. Insan yetmezlikli sol
ventrikiiliinde Pi1- ve B3-AR konsantrasyonlarinda zit degisiklikler gerceklesmektedir
(sekil 2.1). B3-AR’lerde gozlenen 2-3 katlik bir artig, bu reseptor alttipinin aracilik ettigi
negatif inotropik yanitlarin goreceli olarak artmasini saglamaktadir (Moniotte ve
Balligand, 2002; Germack ve Dickenson, 2006). Baslangicta gelisen p3-AR
upregiilasyonunun kardiyomiyosit hasarin1 6nlemeye yonelik koruyucu bir mekanizma
oldugu diistiniilmektedir. Gergekten de, B3-AR overeksprese edilmis farelerde histolojik
olarak miyosit hipertrofisi ya da fibrogenez gozlenmemesi, f3-AR aktivasyonunun kalp
yetmezliginin yol agtig1 kardiyomiyosit hasarinda rolii olmadigini diistindiirmektedir

(Tavernier ve ark., 2003). Miyokardin korunmasinda su hiicresel mekanizmalarin gérev
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aldig1 dustiniilmektedir: (1) L tipi Ca™ kanallarinin aktivasyonunda ve buna bagl
olarak kalsiyum “overload”unda azalma, (2) NO iiretimine bagli olarak daha iyi
diyastolik fonksiyon, (3) negatif inotropik etki ile iliskili hiicre i¢i ATP ve kreatin
fosfat iceriginin korunmasi, (4) vazodilator etkiler sayesinde arter ve venlerde preload
(onytik) ve afterload’un (ardyiik) azalmasi ile oksijen sunumu/tiiketimi oraninda
diizelme (Gauthier ve ark., 2007). Bu etkileri ile B3-AR stimiilasyonunun stres, fiziksel
efor gibi yogun adrenerjik uyarimin oldugu durumlarda kalbi koruyucu (safety valve)
gorev yaptig1 diistinlilmektedir. Ne var ki, kalp yetmezliginin ilerleyen donemlerinde
miyokardiyal depresyona yol agacak stirekli negatif inotropik etkileri nedeniyle 3-AR
aktivasyonu zararl hale gelebilmektedir. Yetmezlikli rat kalbinde, B3-AR agonistlerinin
kardiyak fonksiyonlar1 kotiilestirdigi ve kardiyak miyosit apoptozisini stimiile ettigi

gosterilmistir (Kong ve ark., 2004).

B3-AR’lerin kardiyak etkinlerinin diizenlenmesinde transmembran iyon kanallari
aktivitesindeki ve eksitasyon-kontraksiyon kenetindeki degisikliklerin rol oynadigi
distiniilmektedir (Rozec ve Gauthier, 2006). Tavsan kardiyomiyositlerinde yapilan bir
calismada B3-AR stimiilasyonunun nitrik oksid (NO) aracili olarak Ca’* transientleri
(gecis) ve L-tipi Ca?* akimum (Ica) azalttigl, Ixs akim siddetini ise arttirdigi
gosterilmistir. Disa dogru repolarize edici K* akimi olan Iks siddetinin artis1 ve Icar
siddetinin azalmasi tavsan ventrikiiler kardiyomiyositlerinde repolarizasyonun
hizlanmasimma yol a¢maktadir (Audigane ve ark., 2009). Buna ek olarak, insan
endomiyokardiyal biyopsilerinde (3-AR agonistlerinin ventrikiiler mekanik yanitlart
degistirdikleri konsantrasyonlarda, ventrikiiler aksiyon potansiyelinin repolarizasyon
fazinda bir hizlanma ve amplitiidde bir azalma olusturdugu gézlenmistir. (Gauthier ve

ark., 1996).

Ote yandan, yakin zamanda yapilan bir baska ¢alismada, tavsan kardiyomiyositlerinde
BRL 37344 ve CL316243’iin kardiyak Na'/K" pompasini (NKA), pompanin B1 alt
tinitesindeki glutatyonilasyonu azaltarak stimiile ettigi bildirilmistir.
Glutatyonilasyondan koruyucu etkinin NO tretimi aracili oldugu bilinmektedir. Buna
baglt olarak, PB3-AR’lerin bu etkinligi, NOS aktivasyonu aracili olarak etki
gostermeleriyle ortiismektedir. Kardiyak Na'/K* pompa stimiilasyonu intraselliiler Na*

diizeylerinin azalmasma ve boylece Na'/Ca®>" degistokuscusu aracili olarak Ca®*
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attminin hizlanmasina ve sarkoplazmik retikuluma (SR) alim i¢in uygun diyastolik Ca**

miktarlarinin azalmasina yol a¢maktadir (Bundgaard ve ark., 2010). Bu noktadan
hareketle, Audigane ve arkadaslari tarafindan s6z edilen negatif inotropik etkiye, f3-AR
agonistleri aracili Na'/K* pompa stimiilasyonunun katkida bulunabilecegini diisiinmek
mantiksaldir. Ne var ki, patoloji durumunda B3-AR’lerin NKA {izerindeki etkileri hentiz
bilinmemektedir. Bu noktadan yola ¢ikarak ¢calismamizda sempatik sistem aktivasyonu
sonucu gelisen hipertrofi modelinde B3-AR’lerin Na*™-K* pompasi iizerindeki etkilerinin

arastirilmasi amaglanmistir.
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ITI. Materyal ve Yontem

Kardiyomiyosit Izolasyonu

Anestezi edilen ratlarin gégiis kafesleri agilarak kalpleri alinmis ve hizla aortalarindan
kaniile edilerek Langendorff sistemine asilmistir. Kalpler sirasiyla su soliisyonlarla
perfiize edilmistir: 1) kandan temizleninceye kadar (mmol/L) NaCl 143, KCl 5.4,
CaCly 1.8, MgCl, 0.5, HEPES-NaOH 5 ve glukoz 5.5, (pH=7.4) igeren Tyrode
soliisyonu; 2) kalp atimi durana kadar Ca™ free Tyrode soliisyonu; 3) enzimatik
dissosiyasyon amaciyla, kalp saydam bir goriintii alana kadar 250 U/mL collagenase
(Worthington, type II), 1 mg/ml BSA, 0.03 mg/ml proteaz igceren Ca™ free Tyrode
sollisyonu; 4) son olarak enzimin uzaklastirilmasi amaciyla (mmol/L) KOH 70,
Glutamik Asit 50, KCI 40, Taurine 20, KH>PO4 20, MgCl, 3, EGTA KOH 0.5, HEPES
10 ve glukoz 10, (pH=7.35) Kraft-Brithe (KB) soliisyonu. Daha sonra ventrikiiller
ayrilarak KB icinde mekanik olarak parcalanmistir. 37°C’lik su banyosu icinde
manyetik karistiriciyla diisiik hizda cevrilerek 5 dakikada bir supernatant toplanmis ve
naylon filtreden siiziilmiistiir. Toplanan supernatant 500 rpm’de 3 dakika santrifiij
edilerek non-kardiyomiyositler ortamdan uzaklastirilmistir. Elde edilen pellet
resuspense edilmis ve giderek artan konsantrasyonlarda CaCl, ortama eklenerek
hiicrelerin Ca™‘a adaptasyonu saglanmustir.

Hiicreler 3 gruba ayrilmustir. {1k grup kontrol grubu olarak ayrilmis, ikinci grup 3 saat
10 uM noradrenalin (100 uM askorbik asit ile serum fizyolojik i¢inde hazirlanan) ile
tictincti grup ise 1 saat 100 nM BRL 37344 ve bunu takip eden 3 saat de BRL’ye ek
olarak 10 uM noradrenalin ile 37°C’de inkiibe edilmistir.

Daha sonra protein ekspresyon ol¢iimiinde kullanilmak {izere ratlar in vivo uzun siireli
tedavi i¢in 3 gruba ayrilmistir. (i) IIk grup olan sham grubunda ratlara, tedavili
gruplarla ayni cerrahi operasyon uygulanmis ancak pompa yerlestirilmemistir. (ii)
Ikinci gruba hipertrofi modelinin gelismesi amaciyla 14 giin siireyle 4 mg/kg/giin
dozda noradrenalin tedavisi uygulanmistir. (iii) Ugiincii gruba ise noradrenaline ek
olarak BRL 37344, selektif B3-AR agonisti (10 mg/kg/giin) uygulanmistir. Tedaviler
ratlara Alzet® marka (model no: 2002) osmotik mini pompa araciligiyla uygulanmistir.

Bu amac¢ dogrultusunda, deney giiniinden 14 giin 6nce ketamin (60mg/kg)/ksilazin
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(10mg/kg) (i.p.) kombinasyonu ile anestezi edilen ratlarin sirt bolgesine subkutan

olarak pompalar yerlestirilmistir.

Ozmotik minipompanin hazirlanmasi:

Oncelikle stok noradrenalin ve BRL 37344 ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu amagla, 100
mg noradrenalin 300 pl; 5 mg BRL 37344 ise 1 ml serum fizyolojik i¢inde ¢oziilmiis
ve kiiciik hacimlere boliinerek -20°C°de saklanmistir. Uygulama giiniinde stok
¢ozeltilere 100 uM askorbik asit eklenerek, serum fizyolojik ile diliie edilmis ve 6zel
enjektorii yardimiyla pompaya yerlestirilmistir. Noradrenalin i¢in 4 mg/kg/giin, BRL
37344 i¢in ise 0.1 mg/kg/giin dozda tedavi uygulanmistir.

Elektrofizyolojik Ol¢iimler

Patch Clamp

Na'/K* pompa akimi (Ip); tiim hiicre “patch klamp” teknigi ile dlgiilmiistiir. Hiicreler
oncelikle normal Tyrode soliisyonu ile perfiize edilmistir (NaCl 140, KCl 4, CaCl; 2,
MgCl, 1, glukoz 10 ve HEPES NaOH 5 (mmol/L) (pH=7.4). Daha sonra Na'/K"
pompasini inhibe etmek amaciyla K" igermeyen Tyrode soliisyonuna gegilmistir (0 K*:
NaCl 136, BaCl, 2, MgCl, 1, Glukoz 10, HEPES 5, NiCly 5 ve TrisCl 4 (mmol/L)
(pH=7.4)). 30 dakika sonra 4 mM K" igeren Tyrode soliisyonuna gegilerek pompa
aktive edilmistir (4 K*: (mmol/L): NaCl 136, BaCl, 2, MgCl, 1, Glukoz 10, HEPES 5,
NiClx 5 ve KCI 4 (mmol/L) (pH=7.4)). 0 K" ile 4 K* 6ncesi ve sonras1 akim farki
kaydedilmistir. 4-5 MQ genisligindeki pipetler hiicre i¢i patch pipet soliisyonu ile
doldurulmustur. Soliisyon igerigi (mmol/L) NaCl 10, KCI 20, K-Aspartat 100, TEACI
20, HEPES 10, Mg"™".ATP 5, MgCl» 0.7, EGTA 5 ve HEPES 5, (pH=7.4) seklindedir.
Ip, -30 mV sabit potansiyelde Olctilmustiir. Elde edilen akim degeri 6l¢tim yapilan
hiicrenin kapasitansina boliinerek degerlendirilmistir. Axoclamp programui ile kayitlar

alimustr.

Hiicre I¢i Na* Goriintiileme

Ratiometrik bir boya olan SBFI-AM (Sodium-binding benzofuran isophthalate-AM,
Sigma) ile izole kardiyomiyositlerin hiicre i¢i bazal sodyum diizeyleri olgiilmustiir.
Hiicreler 90-120 dakika siireyle oda sicakliginda ve karanlikta 5 uM SBFI-AM ile

inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda hiicreler 20 dakika Tyrode soliisyonuyla
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yikanmistir. Tyrode soliisyonun igerigi su sekildedir: 140 mM NaCl, 4 mM KCl, 1 mM
CaCly, 1 mM MgClp, 10 mM glukoz, 5 mM HEPES (pH=7.4). SBFI, 340 ve 380 nm
dalga boylarinda uyarilmis, floresans 510 nm’de toplanmistir. F3s0/F3go orani

background degerleri ¢ikarilarak hesaplanmistir.

Tiim Kalp Dokusundan Protein izolasyonu

Dondurulmus sol ventrikiiller likit nitrojen ile toz edilip i¢inde RIPA
(radioimmunoprecipitation assay buffer (1ml), Na,VO3 (sodyum ortovanadat, 200mM)
ve PIC (protein inhibitor kokteyl, 100X) olan dibi konik tiipe alinmigstir. Ultrasonik
homojenizator ile homojenize edildikten sonra +4°C’de 2 saat boyunca calkalanarak
ajitasyon (agitation) saglanmustir. Sonrasinda +4 C’de 1300g’de 5 dakika santrifiij
edilerek seliiler debris atilmistir. Alinan supernatant kismi +4°C’de 16.000g’de 30
dakika santrifiij edilmistir. Supernatant kismi alinarak kiiclik pargalara boltinerek -

80°C’de saklanmustir.

Bu numunelerin protein miktarlar1 da yukarida bahsedildigi gibi BCA yontemi ile tayin
edilmistir. Protein konsantrasyonu hesab1 yapilarak belli miktarda steril su ve laemmli
eklenen numuneler 37°C’de 30 dakika bekletildikten sonra yiiklemeye hazir olarak -

20°C’de saklanmustir.

Western Blot

SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi:

Indiiksiyonun kontrolii i¢in 2 katmanli denatiire poliakrilamid jel elektroforezinden
yararlanmigtir. Mini protean 2 (BioRad) elektroforez sisteminde kullanilacak olan

SDS-Page jeller asagidaki degerlere gore hazirlanmstir.
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Ayirma (Seperation) jeli:

% 8 akrilamid jel hazirlanisi:

ddH>O 10.20 ml
%30 akrilamid, %0.8 6 ml
bis-akrilamid

4X1.5M Tris-HCI 5.63 ml
pH:8.8/ %0.4 SDS

Gliserol 560 pul
%10 luk amonyum 110 pl
persiilfat

TEMED 10 pl

1. Yukaridaki tarifle hazirlanan %38’lik ayirma jeli hava kabarcigi kalmayacak sekilde iki
cam arasina, ustten 0.5cm bosluk kalacak sekilde doldurulduktan sonra iizeri hava ile

temasini kesmek i¢in, su ile kapatilmistir. Yiikleme jelinden dnce bu su bosaltilmistir.

Yiikleme (Stacking) jeli:

%4 liik akrilamid jel hazirlanist:

ddH20 5.895 ml
4X1.5M Tris-HCI 2.3475 ml
pH:6.8/ %0.4 SDS

%30 akrilamid, %0.8 1.03125
bis-akrilamid

%10 luk amonyum 93.75 ul
persiilfat

TEMED 9.38 ul

2. Yukardaki sekilde hazirlanan %4’liik yiikleme jeli (stacking jel) de cam levhalarin
tizerinde kalan bosluga doldurulduktan sonra kuyularin olusumunu saglamak iizere
tarak yerlestirilmistir.

3. 1 saat siire ile jelin polimerizasyonunu tamamlamasi beklenmistir.

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

5. Sisteme o6nce 30 dakika 30 voltta, sonrasinda 90 dakika 120 wvoltta elektroforez

uygulanmigstir.
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Membran Transferi:

Elektroforez sonunda transblotting aleti (BioRad) ile 100V’da proteinler jelden PVDF
membrana 3.5 saatte transfer edilmistir (1Xblotting tamponu ile 1slatilmig stinger-filtre
kagidi-jel-membran-filtre kagidi-siinger). Transfer proteinlerin denatiire olmasini
engellemek amaciyla transfer buz i¢inde gergeklestirilmistir.

Blotting Tamponu:

Tris 29¢g

Glisin 145¢
ddH>O 800 ml
Metanol 200 ml

Transfer islemi bittikten sonra membran bloklama tamponu icinde 1 saat oda
sicakliginda bekletilmistir. Bloklama tampon ¢6zeltisi, %3 BSA PBS’de ¢oziiliip steril
olarak stiziilmiis ve tlizerine %0.05 Tween 20 eklenerek hazirlanmistir. Sonrasinda
membranlar bloklama tamponu igerisinde diliie edilen primer antikor ile +4°C ‘de gece
boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin membranlar oda isisinda 4 defa 15°er dakika
PBS igindeki %0.05 tween 20 ile yikanmistir. Daha sonra membranlar bloklama
tamponun igerisinde diliie edilen sekonder antikor ile +4°C ‘de 2 saat inkiibe edilmistir.
Tekrar oda 1sisinda 4 defa 15°er dakika PBS i¢indeki %0.05 tween 20 ile yikanan
membranlara 2 dakika ECL c¢ozeltisi uygulanarak karanlik odada X-Ray filmler

tizerinde sinyaller belirlenmistir.

Istatiksel Analiz

Sonuglar, belli sayida (n) deney sonucundan elde edilen ortalama+standart hata olarak
gosterilmistir. Istatiksel analiz i¢cin GraphPad PRISM 5 (for Windows, Version 5.0)
programi kullanilarak One-way ANOVA, post-hoc olarak da Bonferroni testi

uygulanmustir. Istatiksel anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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IV. Analiz ve Bulgular

Morfolojik Ozellikler

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

Kapasitans (pF)

0

K NA  BRL+NA

Sekil 4.1. Hiicrelerin kapasitans degerleri . *, p<0.05

Na*/K* ATPaz Akim Ol¢iimii

0 K' perfiizyonu ile inhibe edilen Na'/K" pompa akimi 4 K' ile perfiizyona
baslandiginda tekrar aktive olmaktadir. Bu durum kontrol hiicrelerde bifazik bir yanita
yol agmaktadir. Pompa aktivasyonu o6nce hizli bir disa dogru akimla pik yapmakta

(Inak-pik) ve devaminda azalarak bir kararli duruma (steady-state) ulagsmaktadir (Inak-ss)
(Sekil 4.2).

0K+ 4 K+ 0 K+
1 L 1

INaK-pik

INak-ss

Sekil 4.2. Na'/K" pompa akiminin tekrar aktivasyonunu takiben membran akiminda
gozlenen yanit.
Noradrenalinle 3 saat inkiibe edilen kardiyomiyositlerde ise hem pik (Inak-pik) hem de
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kararlt durum (Inak-ss) akimlari azalmaktadir (Sekil 4.3). Diger bir grup hiicreye ise
noradrenalinden 30 dakika once B3-AR’leri selektif olarak uyarmak amaciyla BRL
37344 eklenmistir. BRL 37344 kararli durum akimlarini kontrol diizeylerine geri
dondiirmiistiir (Sekil 4.3). Ilging olarak, bu hiicrelerde 4 K" perfiizyonuna gecildigi
anda gozlenen pik akimi tamamen kaybolmustur. Pompa akimi yavas olarak artmis ve
kararli duruma ulagsmistir. Bu hiicrelerin pik akim degeri olarak kararli durumda
ulastig1 pik akimi kabul edilmistir. Bu akim profilinin kontrol ve noradrenalinle inkiibe

edilen kardiyomiyositlerden tamamen farkli oldugu gézlenmistir (Sekil 4.4).

1153 0.6 F a-

INak-pik (PA/PF)
INaK—ss (pA/pF)

NA  BRL+NA K NA BRL+NA

Sekil 4.3. Pik (Inakpik - A) ve kararli durum (Inakss - B) akimlart (pA/pF).
(Ortalama+S.E. *, p<0.05 kontrol vs. noradrenalinle inkiibe edilen kardiyomiyositler;
* p<0.05 ; **, p<0.01.) n sayilari, K=9; NA=6; NA+BRL=6

150 QK

0K aK”

100+

aK”
A .M c
Sekil 4.4. Kontrol (A), noradrenalinle inkiibe edilen (B) ve BRL+noradrenalinle inkiibe
edilen (C) kardiyomiyositlerden kaydedilen 6rnek membran akim traseleri.

Gozlenen degisikliklerin Na*/K* pompasi aracili olup olmadiginin kontroliinii yapmak
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amaciyla ayni protokol pompay1 inhibisyonunu saglayan 20 uM ouabain varliginda da
tekrarlanmistir. Bu kosullar altinda, ektraselliiler K* konsantrasyonun degismesi pompa
akiminda herhangi bir farkliliga yol agmamaktadir (Sekil 4.5). Bu durum kaydedilen
disa dogru akimin tamamen Na/K" pompa aktivasyonuna bagl olarak ger¢eklestigini

kanitlamaktadir.

QUA = 0K~ OUA = 4K~

504

Sekil 4.5. Ouabain varliginda kaydedilen membran akim trasesi 6rnegi.

Hiicre I¢i Na* Konsantrasyon Olciimii

Bazal [Na']i floresan siddeti 6l¢iimii dncesinde kardiyomiyositlerin boya ile yiiklii olup
olmadiklar1 kontrol edilmistir. Bu amagla 6ncelikle hiicrenin daha sonra da bos bir
alanin eksitasyon spektrumu o6l¢iilmiistiir. Olgiimler sonucunda tiim gruplara iliskin

kardiyomiyositlerin yaklasik 8 kat farkla yiiklendikleri gézlenmistir (Sekil 4.6).

A B

10

s

Goreceli Birim
S > @
Goreceli Birim

Dalgaboyu (nm) Daligaboyu (nm)
Cc
10+
8+ . "
—- SBFI_ ile yLIkIfznmlg
E kardiyomyositler
5 ~#- Bosalan
k.
a
2 = S
e e - g™

Sekil 4.6. Kardiyomiyositlerin SBFI ile yiiklenme durumunun gésterimi. (A) kontrol,

(B) noradrenalin, (C) noradrenalin+BRL tedavili grup.
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Daha sonra yiiklenmis kardiyomiyositlerde bazal [Na']; floresan siddeti 6l¢iilmiistiir.
Kontrol, noradrenalin ve noradrenalintBRL 37344 tedavili hiicrelerin bazal floresan
siddeti ortalama degerleri sekil 4.7°de gosterilmistir. NA tedavili hiicrelerde hafif bir

artis olmasia karsin gruplar arasi floresan siddetleri arasinda anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir.

0.7

+
Bazal Na* (F340/330)

(o NA NA+BRL

Sekil 4.7. Kardiyomiyositlerin bazal [Na']; floresan siddeti ortalama degerlerinin
gruplara gore dagilimi. Degerler ortalama+SEM olarak belirtilmistir. n sayilari, K=4;

NA=5, NA+BRL=6.

0.8+

-~ 1
3
S 0.6
< BT oy A
‘s
z
= 044
P
m 4 = C
— NA
0.29 — NA+BRL
0.0 T T 1
0 20 40 60
zaman (s)

Sekil 4.8. Kardiyomiyositlerin bazal [Na']; floresan siddeti 6rnek gosterimi.
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Protein Ekspresyonlar

[k olarak biitiin kalp lizatlarindan hipertrofi belirteci olan ANP protein ekspresyonlari
Olctilmiistiir. Hipertrofik ratlarda ANP diizeyleri beklendigi gibi artmistir. BRL tedavisi
ise ANP ekspresyonlarin1 azaltmaktadir. (Kontrol: %100, NA-tedavili: %141;
NA+BRL tedavili: %107).

ANP/GAPDH
(rélatif yogunluk)
g

(0]

K NA  NA+BRL

Sekil 4.9. ANP protein ekspresyonu. n sayilari, K=6; NA=5, Na+BRL=6. *, p<0.05,
**, p<0.01 anlamli farklilik.

Daha sonra hiicre membran lizatlarinda B3-AR ekspresyonlar1 incelenmistir. Asir
sempatik aktivasyon beklendigi gibi B3-AR ekspresyonunu %140 oraninda arttigi
gozlenmistir. Selektif B3-AR stimiilasyonu ise bu orani kontroller diizeyine geri

dondiirmiistiir.
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300

N
o
<

B3-AR/GAPDH
(rélatif yogunluk)

-
=}
5

K NA NA+BRL

Sekil 4.10. B3-AR protein ekspresyonu. n sayilari, K=5; NA=6, Na+BRL=5. *, p<0.05,
anlamli farklilik.

Calismamizda ayrica tiim kalp homojenatlarinda Na/K® pompa = alt iinite
ekspresyonlar1 da incelenmistir. Istaiksel olarak anlamli olmamasma ragmen
hipertrofik rat kalplerinde «l alt tiinite ekspresyonunun artma, o2 alt {nite
ekspresyonunun ise azalma trendinde oldugu gozlenmistir. Bu degisiklikler, BRL
tedavisiyle kontrol diizeylerine geri donmektedir. B1 alt {inite ekspresyonlarinda ise

gruplar arasinda bir farklilik gézlenmemistir.
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K NA  NA+BRL

K NA  NA+BRL

150

50

NKA B1/GAPDH
(rélatif yogunluk)

K NA NA+BRL

Sekil 4.11. NKA alt {inite protein ekspresyonlari. n sayilari, K=5; NA=6, Na+BRL=5.
*, p<0.05, anlamli farklilik.
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V. Sonug ve Oneriler

(Calismamizda ratlardan izole edilen kardiyomiyositler in vitro olarak 3 saat siireyle 10
UM noradrenalin ile inkiibe edilerek sempatik sinir sisteminin aktive edilmesi
amaglanmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda, 2 saatlik noradrenalin inkiibasyonunun f-AR
desensitizasyonu ile artan a-AR duyarliligina yol agtig1 gosterilmistir (Chang ve ark.,
1982). Bu nedenle, 3 saatlik inkiibasyonun uygun olacagi dustintilmiistiir. Oksidasyonu
engellemek amaciyla noradrenalin dozlari 100 uM askorbik asit ile hazirlanmistir.
Diger bir grup hiicrede ise noradrenalinden 1 saat 6nce ortama 100 nM BRL 37344
eklenerek B3-AR’ler uyarilmstir.

Hiicre biiytikliigtiniin bir gostergesi olan hiicre kapasitans degerlerinin noradrenalinle
inkiibe edilen hiicrelerde kontrollere gére anlaml olarak arttigi, BRL varliginda ise geri
dondiigii goézlenmistir (Sekil 4.1). Bu bulgu, asir1 katekolamin varliginda hiicrelerde

hipertrofi gelistigini, f3-AR stimiilasyonunun ise bunu 6nledigini diistindiirmektedir.

Daha sonra hiicrelerin NKA akimlar1 &lgiilmiistiir. Bunun igin 6nce hiicreler K*
icermeyen bir soliisyonla perfiize edilmis bdylece Na*/K* pompasi inhibe edilmistir.
Bir siire sonra 4mM K" igeren soliisyona gecilerek pompa aktive edilmis ve ortaya
cikan akim degisikligi NKA akimi olarak kaydedilmistir (Despa ve Bers, 2003). Bu
kosullarda iki fazl1 bir akim ortaya ¢cikmustir: ilk olarak 4 K*a gecilir gecilmez gelisen
bir pik akim ve sonrasinda yavasga azaldiktan sonra sabit bir degere ulasan kararl
durum (steady state) akimi (Sekil 4.2). Noradrenalinle inkiibe edilen hiicrelerde her iki
degerin de azaldigir gozlenmistir (Sekil 4.3). Bu bulgu, 6nceki ¢alismalarla tutarlidir.
Gergekten de asir1 katekolamin varliginda NKA’n etkinliginin azaldigini ve buna bagh
olarak Na* overloadu gelistigini gdsteren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Ellingsen

ve ark., 1994; Jelicks ve Siri, 1995; Despa ve ark., 2002; Pogwizd ve ark., 2003).

Ote yandan ilging olarak Bs3-ARler BRL ile uyarildiginda akim, pompa aktive edilir
edilmez bir pik yapmak yerine yavas yavas artarak kararli bir duruma ulagmaktadir
(Sekil 4.4). Akim siiresi boyunca kaydedilen pik akim degerlerinde noradrenalinle
inkiibe edilen hiicrelere gore bir degisiklik olmamasina karsin, kararli durum akim

degerlerinin BRL tedavisi ile kontrol degerlerine geri dondiigli gozlenmistir.

Bu ilging bulgu, B3-AR’lerin hiicre i¢i Na* diizeyleri tizerinde nasil bir etkisi oldugunu

merak etmemize neden olmustur. f3-AR aracili olarak yavasca arttiktan sonra kararli
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duruma ulasan bu akim daha sonra intraselliiler Na* diizeylerini azaltabilecegi gibi, B3-
AR’lerin esas olarak hiicre i¢i Na diizeylerini arttirarak sekonder olarak Na*/K*
pompasini aktive etmesi de stz konusudur. Bundgaard ve arkadaslar1 (2010) Na*
icermeyen siiperfuzatlar kullanarak BRL ile indiiklenen NKA aktivasyonunun
degismedigini gostererek P3-AR-aracili Na' i¢e alim olasilifini elemislerdir. Bu
noktanin aydinlatilmasi amaciyla ayrintili hiicre i¢i Na* konsantrasyonlarinin 6l¢iilmesi
gerekmektedir. Ne yazik ki, ¢alismamizda pompa inhibisyon/aktivasyon protokolii
sirasinda  patch  klamp ~ ile es zamanli olarak gorlintileme deneyleri
gerceklestirilememistir. Bu nedenle yukaridaki sorunun yaniti elimizdeki bulgularla net

olarak verilememistir.

Calismamizda yalnizca bazal intraselliiler Na® diizeyleri dlgiilmiistiir (Sekil 4.7). Na*
floresans  degerleri, NA tedavili grupta artmis, BRL tedavisiyle ise azalmis
gorinmesine karsin gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. Sozii edilen anlamsizligin degisik nedenleri olabilecegi de goz ardi
edilmemelidir. Ornegin, sodyum goriintiilleme deneylerinin her birinin sonunda farkl:
konsantrasyonlarda ekstraselliiler Na* kullanilarak bir kalibrasyon egrisi ¢izilmelidir.
Boylece elde edilen Na* floresans degerlerinin karsilik geldigi bir intraselliiler Na*
konsantrasyon degeri hesaplanmalidir. Bu durumda 0.1 birimlik bir floresans farklilig1
yaklagik 10 mmol/L’lik bir konsantrasyon farkliligina denk gelebilmektedir (Despa ve
ark., 2002). Ne var ki, elde edilen bulgular dogrultusunda sonradan planlanan
kalibrasyon egrisi ¢izim deneyleri biitcenin kullanilmis olmasi nedeniyle

gerceklestirilememistir.

Ote yandan, [Na']i diizeylerindeki en ufak bir degisiklik pompa aktivitesinde cok daha
biiyiik degisikliklere neden olmaktadir. Bu durum, pompanin algiladigi sodyum
konsantrasyonunun sitozolik sodyumdan farkli oldugunu diisiindiirmektedir (Fuller ve
ark., 2012). Gergekten de, patch pipetiyle kontrol edilen sitozolik ‘bulk’ boélge ile
‘bulanik bslge’ (fuzzy space) diye adlandirilan sub-sarkolemmal bolge arasinda bir Na*
gradienti oldugundan sz edilmistir (Bers ve ark., 2003). Kardiyak aksiyon potansiyeli
sirasinda Na® kanallar1 aracili Na® akimi, subsarkolemmal bolgedeki [Na']sm
konsantrasyonlarinda, bulk [Na*]i’a gore 60 kat fazla bir artis olusturmaktadir (Weber
ve ark., 2003). Hiicrelerin uyarilmasi sirasinda [Na']sm’nin 40 mM arttigi, bulk

[Na']i’de ise bir degisiklik olmadigi bildirilmistir (Bers ve ark., 2003). Pompa
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aktivasyonu sirasinda gozlenen pik akimin da bu konsantrasyon farkindan
kaynaklandig1 one stirtilmiistiir (Su ve ark., 1998). Pompa aktivasyonu sonrasinda
[Na*]sm konsantrasyonlar1 azalirken, bulk [Na']i konsantrasyonlarindaki degisimin ise
olgiilemeyecek kadar kii¢iik oldugu bildirilmistir (Bers ve ark., 2003). Calismamizda
Na" floresans degerlerinde anlamli bir farklilik gdzlenmemesinin bir nedeninin de bulk

[Na*]irun 6l¢iimii olabilecegi diisiiniilmektedir.

Gozlenen akimin gergekten Na'/K' ATPaz aracili olup olmadigmi anlamak igin
deneyler pompanin inhibitérii olan ouabain varliginda da yinelenmistir. Ouabain
varliginda gergekten de 0 K* - 4 K' protokolii akim degerlerinde herhangi bir
degisiklige yol agmamustir. Bu bulgu, kaydedilen akimin Na'/K® ATPaz aracili
oldugunu kanitlamaktadir (Sekil 4.5).

Daha sonra, kisa siireli in vitro inkiibasyonla gozlenen bulgularin uzun siireli in vivo
tedaviyle protein ekspresyonlari {izerine etkilerinin incelenmesine karar verilmistir. Bu
amagla, ratlara 14 giin siireyle 4 mg/kg/giin dozda noradrenalin uygulanarak hipertrofi
modeli olusturulmustur. Calismamizda kontrol ve noradrenalin tedavili gruplara ek

olarak ti¢tincii bir grubun tedavisine ise 10 mg/kg/giin dozda BRL 37344 eklenmistir.

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

indiiklenen hipertrofi durumu BRL tedavisiyle geri donmektedir (Sekil 4.9).

Ote yandan, normal fizyolojik kosullarda fonksiyonel olmamasina karsmn, kronik
katekolamin maruziyetinden sonra B3-AR etkinliginin arttig1 bildirilmistir. Ornegin,
neonatal kardiyomiyositlerde 24 saat siireyle noradrenalin inkiibasyonunun B3-AR
mRNA ve protein ekspresyonlarini %156 ve %169 oraninda arttirdigi gosterilmistir
(Germack ve Dickenson, 2006). Benzer sekilde g¢alismamizda da hipertrofik rat
kalplerinde B3-AR protein ekspresyonunun %141 oraninda arttigi bulunmustur. BRL

tedavisi ise bu artig1 tamamen geri dondiirmektedir (Sekil 4.10).

Calismamizda birbirlerinden bagimsiz olarak regiile olduklar1 ve farkli etkilere aracilik
ettikleri bilinen Na*/K" pompa alt linite ekspresyonlar1 da incelenmistir (Sekil 4.11).

NKA protein ekspresyonlarinin plazma membrani yerine tiim kalp homojenatlarinda
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saptandiklart bildirilmistir (Yin ve ark., 2014). Bu nedenle, ¢alismamizda da tiim kalp
homojenizasyonundan elde edilen lizatlar kullanilmistir. Sitozoldeki ‘bulk’ [Na']i
diizeylerini diizenledikleri bilinen al alt {nitesinde anlamli olmayan bir artis
gozlenmistir. o alt lnitesiyle birlesmeyi kolaylastiran B1 izoformlarinin ekspresyon
diizeylerinde ise bir degisiklik gozlenmemistir. Ote yandan, a2 alt iinite ekspresyonu
ise hipertrofik ratlarda azalmaktadir. Ne var ki, bu azalma da istatiksel olarak anlaml1
degildir. a2 alt tinite ekspresyonunda gozlenen azalma onceki ¢alismalarla da tutarlidir.
Hipertrofik yetigskin rat kalbinde, al ve PB1 alt tinitelerinde hicbir degisiklik
saptanmamasina karsin a2 alt tinitesinin azaldig1r gozlenmis ve bu azalma miktarinin
hipertrofinin derecesiyle orantili oldugu bildirilmistir (Charlemagne ve ark., 1994). Ote
yandan rat kardiyomiyositlerinde yapilan bir baska c¢alismada noradrenalin ile uzun
stireli a-AR aktivasyonunun, a2 alt iinitesi mRNA ve protein diizeylerinde azalmaya;
izoprenalinle B-AR aktivasyonunun ise al alt tinitesi mRNA ve protein diizeylerinde
artisa neden oldugu bildirilmistir. a- ve B-AR aktivasyonuyla olusan bu iki zit etkinin
kardiyak miyositlerin NKA fonksiyonu tizerinde bir denge saglamaya yoOnelik
olabilecegi dustinilmektedir. a-AR aktivasyonunun PKC yolagi {izerinden yalnizca a2
alt Unitesini hedef aldigi bildirilmistir (Yin ve ark., 2014). Ayrica, NKA o2 alt
{initesindeki azalmanin, Ca®* gecisindeki artisa bagli olarak hiperkontraktil ozellikler
tasidign  gosterilmistir. Selektif a2 inhibisyonu global [Na']; konsantrasyonunu
degistirmeksizin, NCX aracili Ca?" atimini yavaslatarak kontraktiliteyi arttirmaktadir
(Despa ve ark., 2012). Bu ¢alismada total NKA ekspresyonlar1 degismeksizin inhibe
olan a2 alt iinitesini dengelemek iizere al alt iinitesinin stimiile oldugu bildirilmistir.
Correll ve arkadaslarina ait bir baska ¢alismada ise a2 overekspresyonunun pompa Na*
affinitesini arttirdigi ve daha etkin bir Na® atilimi sayesinde antihipertrofik etki
gosterdigi bildirilmistir (2014). NCX ve NKA’1n birbirlerine yakin lokalize olduklari
ve etkileserek miyosit Na* ve Ca’?" konsantrasyonlarinin diizenlenmesinde birlikte
gorev yaptiklart bilinmektedir. a2 overekspresyonunun NKA aktive edici etkisi, NCX
aktivasyonuna ve Ca™ atilimmin da kolaylastirilmasina yol agmaktadir. Calismamizda
hipertrofik ratlarda gozlenen a2 alt tinitesindeki azalmanin BRL tedavisiyle diizeldigi
gozlenmistir. B3-AR stimiilasyonunun antihipertrofik etkinliginin artan a2 alt {inite

etkisine de bagli olabilecegi diistiniilmektedir.

Kalp yetmezligi, gelismis tilkelerde goriilen en onemli kardiyovaskiiler hastaliktir.

Gilinlimiizde yalnizca ABD’de her yi1l 300.000 6liime neden olan kalp yetmezligi siklig1




EK-11

her gegen giin artmaktadir. Ote yandan kalbin artan isyiikiine yamt olarak gelisen ancak
zamanla kalp yetmezligi ve malign ritm bozukluklarina neden olan hipertrofi
tablosunun yetmezlik gelisimi i¢in en 6nemli risk faktorii oldugu bildirilmistir (Berenji
ve ark., 2005). Kalbin yapisal, metabolik ve fonksiyonel ‘remodeling’ine neden olan
patolojik hipertrofinin 6nlenmesi kalp yetmezligi gelisimi ve ani 6lim riskinin
engellemesi ag¢isindan 6nemlidir. Bu nedenle, B3-AR aktivasyonu aracili olarak
hipertrofinin 6nlenmesi kalp yetmezligi gelisiminin yavaslatilmasi y6niinden 6nem

tasimaktadir.

Calismamizda B3-AR-aracili NKA stimiilasyonunun hipertrofide arttigi gozlenmistir.
Ne var ki, f3-AR’lerin koruyucu etki mekanizmalarinin tam olarak anlasilabilmesi
amaciyla hiicre ici Na® ve Ca?" diizenlenmesindeki roliiniin ayrmtili olarak arastirilmasi
gerekmektedir. Ote yandan, hipertrofi ve kalp yetmezliginde gozlenen [Na']; artis1 icin
iki olas1 a¢iklama bulunmaktadir: hiicre i¢ine artan Na" girisi ya da hiicre disina azalan
Na" atimi. Son yillarda, kalp yetmezligi patolojisinde ge¢ Na' kanallarinin rolii
tizerinde durulmaktadir. Calismamizda, tek hiicre disina atim mekanizmasi olan
Na'/K* pompasiyla B3-AR’lerin etkilesimi incelenmistir. Ne var ki, B3-AR’lerin hiicre
icine Na® aliminda rol oynayan mekanizmalarin, 6zellikle de ge¢ Na' kanallari
tizerindeki etkilerinin de arastirilmasi bu reseptor alttipinin terapdtik potansiyelinin

anlasilabilmesi agisindan yararli olacaktir.
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VL Gelecege iliskin Ongoriilen Katkilar

Kalp yetmezliginde eskiden kontrindike olan B-blokerlerin artik klinikte kullanilmaya
baslanmasinin temel mantig1 sempatik sinir sistemi etkinliginin asir1 arttigi durumlarda
kardiyomyositlerin korunmasidir. Sempatik sinir sistemi etkinligindeki asir1 artigin
myokardda progresif bir hasara neden oldugu ve bunun B-blokerle dnlenmesinin bazi
kalp yetmezligi tiplerinde yararli oldugu gosterilmistir. f3-AR’lerin de aslinda [-
blokerlerle saglanmaya c¢alisilan bu etkiyi olusturmak icin kalpte yerlestiklerini
dusiinmek olanakhidir. B3-AR’ler, Pi-/B2-ARler i¢in gerekenden ¢ok daha yiiksek
katekolamin konsantrasyonlarinda uyarilabilmekte ve negatif inotropik etkiye aracilik
etmektedirler. Buna ek olarak, downregulasyona direnglidirler ve kardiyak
patolojilerde upregiile olurlar. Bu o6zelliklerine dayanarak bu reseptor alttipinin,
yukarida da belirtildigi gibi sempatik sinir sistemi etkinliginin asir1 arttig1 durumlarda
kardiyomyositlerin korunmasi amaciyla devreye sokulan bir koruyucu mekanizma
oldugu diistiniilmektedir. Son yillarda ligiincti kusak olarak adlandirilan vazodilator
etkili B-blokerler de hipertansiyon tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Bu ilaglarin
karakteristigi Pi-(nebivolol) ve Pi-/f2-(busindolol) AR’leri bloke etmeleri ve f3-
AR’leri ise uyarmalaridir. Bir bagka anlatimla, vazodilator ozellikleri B3-AR
stimiilasyonundan kaynaklanmaktadir. Benzer bir yaklasimla, kardiyak (3-AR
uyarisinin myokardda NO saliverilmesine yol agarak kalbin oksijen tiiketimini
azaltacagi ve kalp yetmezliginin erken asamalarinda yararli olabilecegi One
stirtilmiistiir (Rozec ve ark., 2006). Ote yandan, kardiyak P3-AR stimiilasyonunun
negatif inotropik etkiye de yol agmasi, bu bilesiklerin kalp yetmezliginde tam tersine
olumsuz sonuglar doguracagi yaklasimina da yol agmaktadir. Ne var ki, negatif
inotropiye neden olan (- blokerler uzun bir siiredir kalp yetmezligi tedavisinde
kullanilmaktadirlar. Bu noktadan yola ¢ikildiginda, paradoksal gériinmesine karsin B3-
AR agonistlerinin de yakin bir gelecekte kalp yetmezligi tedavisinde
kullanilabilecegini diistiinmek mantiksal goriinmektedir. Gergekten de, Bi/ B2-AR
blokerleriyle kombine kullanilarak B3-AR’lerin hedef dokudaki diisiik ekspresyon
diizeyleri, biyoyararlanim ve segicilik sorunlarinin olusturabilecegi sakincalarin
tistesinden gelinmeye calisilmaktadir. Ancak insan c¢alismalariyla daha saglam bilgiler
elde edilebilecegi g6z oniinde bulundurularak son yillarda klinik ¢alismalara agirlikli

olarak yogunlasilmaktadir.
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X. Ekler
a. Mali Bilango ve Aciklamalari
Proje kapsaminda;

Taze kardiyomiyosit izolasyonu ve hiicrelerin inkiibasyonu icin kullamlmak
lizere:

1 NaOH

2 Noradrenaline

3 Ouabain

4 NaCl

5 KCl

6 MgClI2

7 NaH2PO4

8 Hepes

9 KOH

10 Glutamic Acid

11 KCl

12 Taurine

13 KH2PO4

14 protease

15 BaCl2

16 NiCI2

17 K-aspartate

18 TEA-CI

19 Mg.ATP

20 SR59230A

21 L-NAME

22 BSA

23 Collagenase typ 2

Na* goriintiilleme deneylerinde kullanilmak iizere:
24 SBFI-AM

Western blot deneylerinde kullanilmak iizere:
25 Proteaz inhibitor kokteyli

26 BCA protein assay kit

27 ECL Western Blotting Substrate

28 Stripping Buffer

29 PVDF membrane

30 Tris

31 Glycine

32 10XTris/Glycine/SDS

33 10XTris Buffered saline

34 Trizma base

35 Primer Antibody (ANP, NKA al, NKA a2, NKA (1)
36 Sekonder Antibody (anti-rabbit, anti-chicken)
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malzemelerinin alim1 yapilmistir.

b. Makine ve Teghizatin Konumu ve Ilerideki Kullanimina Dair Agiklamalar
Projemiz kapsaminda makine ve teghizat alimi yapilmamustir.

c. Teknik ve Bilimsel Ayrintilar (varsa Kesim I1I'de yer almayan analiz ayrintilar)

d. Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar) (Altyapi Projeleri i¢cin uygulanmaz)

¢ Gizem Kayki-Mutlu, Marcella Rocchetti, V. Melih Altan, Antonio Zaza, “The effect
of PBs-adrenoceptors on Na'/K'-pump modulation in noradrenaline-incubated

cardiomyocytes”, EHRA EUROPACE-CARDIOSTIM 2015, Haz 21-24 2015, Milan-
Italya.

e. Yaymlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler (Altyapr Projeleri icin
juygulanmaz)

e Gizem Kayki Mutlu- Doktora Tezi- Haziran 2015




