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OZET

Amag: Patolojik kardiyak hipertrofi durumunda meydana gelen kasilma
fonksiyonundaki ve kardiyomiyositlerin Ca*" regiilasyonundaki degisikliklere kronik
EA uygulamasinin bir etkisinin olup olmadiginin, ayrica reaktif oksijen tiirlerinin

(ROT) bu siiregteki olasi rollerinin incelenmesi amaglandi.

Yontem: Kardiyak hipertrofi modeli bir B-AR agonisti olan isoproterenoliin (ISO)
kronik olarak uygulanmasiyla gerceklestirildi. 4 haftalik deney siiresince ISO ve
ISO+EA gruplarma ISO (5 mg/kg) subkutan olarak enjekte edildi. ISO+EA ve K+EA
gruplarina EA (20 mg/kg) gavaj yoluyla verildi. Bu siirenin sonunda izole edilen
ventrikiil miyositlerinin fraksiyonel kisalmalari, hiicre ici Ca®" transientleri, SR Ca**
miktarlar1 ve Ca* akimlari kaydedildi. Proteinlerin ekspresyon seviyeleri western blot

yontemiyle belirlendi ve protein karbonil l¢timii kolorimetrik kit ile yapildi.

Bulgular: ISO grubunda kasilma hizinin diistiigii ve genliginin azaldig1, buna karsilik
EA uygulamasiyla kasilmanin genliginde ve hizinda diizelme oldugu goriildi. EA
uygulamasi diyastolik Ca®" seviyelerindeki iSO kaynakli artis1 diizeltmenin yaninda,
Ca’" transientinin genligindeki azalma ve diisme hizindaki yavaslamay: da 6nemli
olgiide iyilestirdi. ISO grubunda azaldigi gorilen Ca®* kanali akimmnmn EA
uygulamastyla arttig1 belirlendi. Protein ekspresyonlarina bakildiginda, ISO grubunda
ANP, CaMKII, SERCA ve p-PLB ekspresyonlarinin arttigi, EA uygulanmasiyla
SERCA digindaki proteinlerin ekspresyonlarinin azaldigi bulundu. Ayrica ISO
uygulamasinin Nox2 protein ekspresyonunu degistirmedigi, ancak, p-22phox ve p-
47phox alt birimlerinin protein ekspresyonlarini arttirdigi goriildi. EA uygulamasiyla
p-22phox alt birimin ekspresyonunun azaldigi bulundu. Ayrica EA nin iSO grubunda

artmis olan protein oksidasyonunu da azalttig1 goriildii.

Sonug: Bulgular ROT artisimin miyositlerde Ca®" regiilasyonunun ve kontraktil
aktivitenin bozulmasina neden oldugunu, buna karsilik kronik EA uygulamasmin Ca*"
reglilasyonunu diizelterek patolojik kardiyak hipertrofiyle iligkili fonksiyonel

anormallikleri 6nleyebilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: B-adrenerjik reseptor, reaktif oksijen tiirleri, ellagik asit,

patolojik kardiyak hipertrofi, hiicre i¢i Ca®"



ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to investigate whether chronic EA application
has any effect on the changes in contractile function and Ca®" regulation of
cardiomyocytes in pathologic cardiac hypertrophy and to examine the possible roles

of reactive oxygen species (ROS) in this process.

Method: The cardiac hypertrophy model was performed by administering
isoproterenol (ISO), which is a B-AR agonist. During the 4-week experimental period,
ISO (5mg/kg) was injected subcutaneously into the ISO and ISO+EA groups. EA (20
mg/kg) was administered to the ISO+EA and C+EA groups by gavage. At the end of
this period, fractional shortening, intracellular Ca®* transients, SR Ca>" content, and
Ca”" currents of isolated ventricular myocytes were recorded. Protein expression levels
were determined by western blotting method and protein carbonyl was measured by

colorimetric assay Kit.

Results: In the ISO group, the contraction rate and the amplitude of contraction
decreased, whereas the EA application improved both the amplitude and rate of the
contraction. EA application was not only restored the ISO-induced increase in diastolic
Ca’" levels but also significantly improved the decrease in amplitude and decay rate
of Ca transient. The Ca®" channel current which decreased in the ISO group was
found to be increased with EA application. When the protein expressions were
examined, it was found that ANP, CaMKII, SERCA and p-PLB expressions were
increased in the ISO group and the expression of proteins other than SERCA was
decreased with EA application. In addition, the application of ISO did not alter the
expression of Nox2 protein, whereas it significantly increased the expression of p-
22phox and p-47phox subunits. The expression of the p-22phox subunit was decreased
with the EA application. In addition, EA decreased protein oxidation which was found

to be increased in the ISO group.

Conclusions: Increased ROS may cause deterioration of Ca®" regulation and
contractile activity in myocytes, whereas chronic EA administration may prevent Ca*"
dysregulation and functional abnormalities associated with pathological cardiac

hypertrophy.

Key words: -adrenergic receptor, reactive oxygen species, ellagic acid, pathological

cardiac hypertrophy, intracellular Ca**
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1. GIRIS

Kalp dolasim sisteminin merkezidir. Bu nedenle hem normal kosullarda hem de stres
kosullar1 altinda doku ve organlara perflizyonu saglamasi gerekir. Kalp farkli kosullar
altinda kardiyak debisini korumak i¢in siirekli bir diizenleme altindadir. Bunu da
parasempatik ve sempatik sinir sisteminin yardimiyla gergeklestirir (Bers, 2002;
Baker, 2014). Parasempatik sistem asetilkolin sayesinde ventrikiil kardiyomiyositleri
ve sinoatriyal (SA) nodu hiicreleri iizerindeki etkisiyle kalp atim hizin1 disiirerek
kardiyak debiyi azaltir. Daha fazla kardiyak debiye ihtiya¢ duyuldugunda ise sempatik
sinir sistemi aktif hale gelir ve katekolaminler araciligtyla kalp hizinda, kasilmada ve
relaksasyon hizinda artisa neden olur. Boylece kardiyak debiyi arttirir (Najafi ve ark.,
2016). Kalbin kasilma kuvvetinin azalmasi ya da kasilma ve gevseme hizlarinda
diisme olmast durumunda kardiyak debide azalma gergeklesir. Azalan kardiyak
fonksiyonunun erken evresinde sempatik sinir sisteminin aktivitesindeki artis kardiyak
debiyi korur. Kardiyak fonksiyon daha da koétiilestikge, ilerleyen kardiyak fonksiyon
kaybini telafi etmek i¢in sempatik sistem aktivitesi de artacaktir. Ancak sempatik sinir
sisteminin aktivitesinin asir1 artigt sonucunda dolasimdaki katekolamin seviyelerinin
yiikselmesi ve B-adrenerjik reseptorlerin (B-AR) kronik uyarilmasi kardiyomiyosit
apoptozunu indiikler ve kalbin hipertrofi ile iligkili patolojik yeniden sekillenmesine
neden olur (Port ve Bristow, 2001; Ma ve ark., 2011). Artmis kardiyak sempatik sinir
aktivitesi, patalojik kardiyak hipertrofiye sahip olan hastalarin baskin bir 6zelligidir ve
B-AR’lerin norohormonal yolak tarafindan uzun siireli uyarilmasinin hem hayvan
modellerinde hem de insanlarda kalp yetmezligi ve mortalitenin artmasina katkida
bulundugu gosterilmistir (Goldspink ve ark., 2004; Filgueiras-Rama, 2018). Fizyolojik
kosullarda kasilma ve gevseme periyodunun siirekli olarak gerceklesmesi uyarilma-
kasilma c¢iftlenimi ile saglanir. Uyarilma-kasilma c¢iftlenimi, elektriksel uyari ile
baslaylp kardiyomiyositlerin kasilmasi ve gevsemesiyle biten bir siiregtir. Ca®"
dongiisii bu siireg igin kritik 6neme sahiptir ve Ca®’ transientinin biiyiikliigii
kasilmanin 6nemli bir belirleyicisidir (Fischer ve ark., 2013; Marks, 2013). Ayrica
uyarilma-kasilma ¢iftlenimi sempatik sinir sisteminin 3-AR sinyal yolag: tarafindan
da diizenlenir. Katekolaminlerin f-AR’lara baglanmasi adenilil siklazin (AC) uyarimi
sonrasi siklik adenozin mono fosfat (cAMP) {iretimi ve protein kinaz A (PKA) nin
aktivasyonu ile sonuglanir. Aktive olan PKA uyarilma-kasilma ¢iftleniminde 6nemli

rolleri olan diizenleyici proteinleri fosforile eder. Bu fosforilasyon miyokardiyumda



pozitif inotropik, kronotropik ve lusitropik etkilere neden olur (Wang ve ark., 2018).
Sempatik sinir sisteminin kronik aktivitesi f-AR sinyal yolaginin bozulmasina, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) miktarinin asir1 artmasina ve oksidatif stresin olugsmasina
neden olur. Bunun sonucunda iyon kanallar1 ve protein kinazlar gibi diizenleyici
proteinlerin aktivitelerinin ve islevlerinin degismesi ve uyarilma-kasilma ¢iftleniminin
isleyisinin bozulmas: meydana gelir. Boylece hiicre i¢i bazal Ca*" konsantrasyonu
yiikselir, Ca”" transient genligi azalir ve siiresi uzar. Sarkoplazmik retikulum (SR)’dan
Ca®" sizintisinin artmasi ve azalan SR Ca®" geri alimi nedeniyle SR Ca®" igeriginin
azalmasmin sonucunda Ca*" kullaniminda degisiklikler goriiliir. Bu durum hiicre igi
Ca*" dengesinin bozulmasina neden olur (Lipskaia ve ark., 2007; Santos ve ark., 2016;
Hartupee ve Mann, 2017). Sempatik sinir aktivitesi ve dolasimdaki katekolamin
seviyelerinin yiikselmesi sonucunda B-AR’larmn siirekli uyarimi nedeniyle olusan
oksidatif stres kardiyomiyositlerde hipertrofi, fibroz, apoptoz ve kardiyak yeniden
sekillenmesi siirecine katkida bulunur (Ma ve ark., 2011). Fizyolojik kosullar altinda
serbest radikal olusumu ile antioksidan mekanizmalarin bu oksidanlari ortamdan
uzaklastirma kapasitesi denge halindedir. Ancak patolojik kosullar altinda bu dengenin
oksidanlara kaymasi oksidatif stresin olusmasina neden olur. Bu durumu durdurmak
ve/veya geri ¢evirmek oksidan miktarini azaltan ve dengelenmesini saglayan hiicresel
antioksidan mekanizmalariyla veya disardan alinan kimyasal bilesiklerle saglanabilir.
Ellagik asit (EA) de bu tiirden etkileri olan bir antioksidan bilesiktir. Yapilan bir¢ok
calismada EA’nin kardiyoprotektif etkisinin oldugu ve bunun da antioksidan
ozelliginden kaynaklandig1 vurgulanmaktadir (Namekata ve ark., 2013; Dianat ve ark.,
2015; Hemmati ve ark., 2018). Bu c¢alismalar EA iceren diyetlerin kullaniminin
kardiyovaskiiler hastaliklarin olusmasinin énlenmesinde ve/veya tedavisinde dnemli
olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizda, i) bir B-AR agonisti olan
isoproterenol (ISO) kullanilarak olusturulan kardiyak hipertrofi durumunda meydana
gelen kasilma fonksiyonundaki bozulmanin, kardiyomiyositlerde olusan Ca®'
reglilasyonundaki degisikliklerden kaynaklanip kaynaklanmadiginin ortaya konmasi
ve ii) kalbin kontraktil aktivitesindeki ve Ca*" regiilasyonundaki degisikliklere kronik
EA uygulamasinin bir etkisinin olup olmadiginin, ROT’larin bu siireglerdeki olas1
rolleri de incelenerek arastirilmasi hedeflenmistir. Ozetle projemiz sonucunda temel
olarak patolojik kardiyak hipertrofi modelinde EA uygulamasinin kardiyoprotektif bir
etkiye sahip olup olmadigimin molekiiler mekanizmalariyla birlikte kapsamli bir

sekilde gosterilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kalbin Yapisi ve Gorevi

Kalp, sistemik ve pulmoner dolasima kan pompalamaktan sorumlu agirlikli olarak kas
hiicrelerinden olusan, sag ve solda yer alan iki atriyum ve iki ventrikiil olmak iizere 4
odaciktan olusan bir organdir. Kalp bu pompalama islemi ile diger dokulara ve
organlara besinlerin yeterli bir sekilde tasinmasini, atik {iriinlerin uzaklagtirilmasini,
gaz degisimini ve hormonlarin etkin yerlerine ulagsmasini saglar. Bdylece viicudun
ihtiyacini yerine getirmek icin siirekli bir ¢aba sarf eder (Grunnet, 2010). Kalbin kan1
pompalama isleminin gergeklesmesi, yani kasilmasi kardiyak aksiyon potansiyeli
(AP) diye bilinen elektriksel sinyalin iletimiyle tetiklenmektedir. Kalpte uyar1 sag
atriyumun arka {ist duvarinda bulunan SA diigiimiinde baglar. SA hiicrelerinde olusan
AP internodal yollar araciligiyla atriyum boyunca yayilir ve atriyum hiicrelerini
depolarize ederek bu bolgedeki hiicrelerin kasilmasini saglar. Boylece atriyumlarda
bulunan kan ventrikiillere pompalanir. Daha sonra uyar trikiispid kapagin arkasinda
bulunan atriyoventrikiiler (AV) diigiime gelir burada 0.16 s kadar bekledikten sonra
His demeti ve Purkinje lifleri boyunca yayilarak ventrikiil hiicrelerini depolarize eder
ve ventrikiil hiicrelerinin kasilmasi saglanir. Boylece kan es zamanli olarak pulmoner
ve sistemik dolasima pompalanir (Pinnell ve ark., 2007; Bartos ve ark., 2015). SA
hiicrelerinden baglayan AP’nin atriyum ve ventrikiil hiicrelerine iletilmesi gedik
kavsaklar1 (gap-junction) aracilifiyla gergeklesmektedir. Gedik kavsak, iki hiicre
arasinda bulunan ve bu hiicrelerin sitozollerinin birbirine karigmasina izin veren bir
kanaldir. Bu sekilde iyonlar bir hiicreden diger hiicreye kolayca gecebilir ve hiicrelerin
elektriksel olarak baglantisi saglanir. Boylece bir hiicrede baslayan AP komsu hiicrede
yeni bir AP baslatarak yayilir ve bu baglanti ile kalbin elektriksel aktivitesinin

senkronize edilmesi saglanir (Kanno ve Saffitz, 2001; Santana ve ark., 2010).

AP’nin sekli ve siiresi canli tiirline, kalbin bdlgesine, kalp atis hizina, nérohormonal
duruma gore farklilik gostermektedir. Kalbin ventrikiil hiicrelerinde olusan AP’nin
siiresi insanlarda 250-300 ms arasindadir ve bes fazdan (fazlar 0-4) olugmaktadir
(Cooper ve ark., 2010). AP’nin her bir faz1 ¢esitli iyon kanallarinin siral
aktivasyonundan kaynaklanan membran potansiyelindeki degisime gore olugsmaktadir.
Genel olarak, AP hiicrenin depolarizasyonu ile baslar ve repolarizasyonla sonlanir.

Depolarizasyon sirasinda membran potansiyeli (-70 ile -90 mV) negatif degerinden



pozitif degerlere (+20 veya +30 mV) ¢ikar daha sonra repolarizasyon siirecinde tekrar
dinlenim membran potansiyeline geri doner. Bununla birlikte ventrikiil hiicrelerinde

uzun bir plato evresi vardir (Grant, 2009; MacLeod ve ark., 2010).

AP’nin evrelerinden sorumlu olan iyon kanallar1 ve akimlar1 incelendiginde; faz 0,
hizl1 sigrama depolarizasyon evresidir. Bu evrede gedik kavsaklar araciligryla diger
hiicreden gelen depolarizasyon dalgasinin sarkolemma ve t-tiibiilleri boyunca
yayilarak voltaja bagli Na" kanallarinin agilmasina ve Na' iyonlarmin hiicre icerisine
girmesine neden olur. Boylece membran potansiyeli dinlenim potansiyelinden daha
pozitif degerlere gelir. Depolarizasyon sirasinda aktive olup acilan Na" kanallar1 1-2
ms igeriside Na' iyonlarmin hiicre icerisine gecisine izin verir ve daha sonra
inaktivasyon durumuna gecerler. Inaktive olan Na' kanallari hiicrenin
repolarizasyonuna kadar tekrar agilmaz. Bu durumda bagka bir uyaricinin yeni bir AP
olusturmasina izin vermez (Walker ve Spinale, 1999; Nerbonne ve Kass, 2005; Grant,
2009). Faz 1, erken repolarizasyon evresidir. Bu evre, inaktivasyondan dolay1
depolarize eden igeri dogru Na" akiminin sonlanmasi ve gegici disar1 dogru K (I,,) ve
Na'/Ca®" degistokuscusu (NCX) akimlarinin es zamanli aktivasyonu ile iiretilir. Bu
evreden esas sorumlu olan Iy, hizl1 aktive olup 30-40 ms igerisinde inaktive olmaktadir
(Niwa ve Nerbonne, 2010). Erken repolarizasyon evresinden hemen sonra gerceklesen
Faz 2 evresi, membran potansiyelinin ¢ok az degistigi AP nin plato fazidir. Bu palto
faz1 yaklasik 100 ms kadar siirer. Ventrikiil AP’de goriilen plato evresi diger hiicrelerin
AP’lerinden ayiran bir Ozelliktir. Plato fazinda goriilen bu sabit membran
potansiyelinin nedeni hiicre icerisine giren akimlarla hiicre disina ¢ikan akimlarin
dengede olmasidir. Plato fazinin olusmasindan sorumlu olan igeri dogru akimlar
arasinda gecikmis Na™ akimlar1 olarak adlandirilan faz 0 asamasi sonunda tamamen
inaktif olmayan kanallarin olusturdugu Na® akimi ve L-tipi Ca®" kanallari boyunca
Ca®" girisi ile olusan Ca*" akimudir. Hiicre disma dogru akim ise K~ kanallarindan
kaynaklanmaktadir. Plato evresinin ilk kisminda I, goriiliirken evrenin son kisimlarina
dogru gecikmis dogrultucu K" kanallar1 olarak bilinen yavas aktive olan kanallarmn
olusturdugu K" akimi goriiliir (Tamargo ve ark., 2004; Cutler ve ark., 2011). Plato
fazinin sonrasinda repolarizasyon olarak adlandirilan faz 3 gerg¢eklesmektedir. Faz 3
evresi sirasinda L-tipi Ca®" ve gecikmis Na~ kanallarinin inaktivasyonu nedeniyle
hiicre icerisine dogru akim azalir. Yavas aktive olan K' kanallarinin olusturdugu

gecikmis dogrultucu K" akimlar1 baskin hale gelir. Bdylece K akimlarmin aktivitesi



repolarizasyonu hizlandirir. Gecikmis dogrultucu K™ akiminim ultra hizli (Ig,,), hizli
(Ixkr) ve yavas (Iks) olmak iizere ii¢ tipi vardir. Repolarizasyon evresinin sonlarina
dogru gecikmis dogrultucu K kanallar1 kapanmasiyla Ix, ve Ixs akimlari azalir ve igeri
dogrultucu K kanallarmin olusturdugu Ix; akimi baskin hale gelir. Bdylece membran
potansiyeli K denge potansiyeline dogru hareket eder (Tristani-Firouzi ve ark., 2001;
Chen ve ark., 2016). AP’nin son evresi olan faz 4, ventrikiil miyositlerinin dinlenim
membran potansiyeline geri dondiigli evredir. Dinlenim durumunda ventrikiil
miyositlerin membrani hemen hemen yalnizca K' iyonu igin gecirgendir. Bu nedenle
dinlenim membran potansiyeli K* denge potansiyeline yakindir. Dinlenim membran
potansiyelini bu evrede baskin olan igeri dogrultucu K kanallarinin olusturdugu I,
akimi tarafindan belirlenir. Ayrica bu evrede Na'/K™ pompasi ve Ca*" pompasi
yardimiyla iyonik dengeyi saglayarak membranin dinlenim potansiyeline gelmesi
saglanir (Varro ve Papp, 1992). Ventrikiiler AP’nin fazlar1 ve iyonik akimlart Sekil
2.1’de gosterildi.

Ventrikiiler AP

Sekil 2. 1. Ventrikiiler AP ve evrelerinden sorumlu iyonik akimlarin gésterimi. K" akimi (Ixy), 4.
evrenin ana sorumlu akimidir ve miyositin dinlenim membran potansiyelini belirler. Hizli
depolarizasyon evresi (Faz 0), Na' akimi sonucunda olusur. Erken repolarizasyon evresi (Faz 1), I,
aktive olmastyla Na" akimin azalmasi sonucu olusur. Plato evresi (Faz 2), repolarize edici K akimlari
ile Ca®" akiminin dengesiyle olusur. Repolarizasyon evresi (Faz 3), K akimlar1 (I, ve Ixs) sonucunda
olusur (Tomaselli, 2010).

2.2. Kalpte Uyarilma-Kasilma Ciftlenimi
Kalp kasilmasi ve miyofilament aktivasyonu, hiicre i¢indeki Ca®" iyonlar: tarafindan
gergeklestirilir. Bu yiizden hiicre i¢i Ca®" akisinimn diizenlenmesi kalp fonksiyonu igin

kritik 6neme sahiptir. Uyarilma-kasilma ¢iftlenimi, miyositin elektriksel uyarimi ile



hiicre i¢i serbest Ca®" konsantrasyonunda artisa ve sitozolde aktin-miyozin etkilesimi
ile kasilmaya neden olan bir siirectir (Sekil 2.2) (Bers, 2002). 11k olarak, SA diigiimiin
pacemaker hiicrelerinde olusan AP, gedik kavsaklar araciligiyla kasilma hiicrelerine
aktarilir. Hiicre membrani boyunca yayilan AP, t-tiibiillerinde yer alan voltaja bagl L-
tipi Ca®" kanallarinin agilmasim tetikleyerek, az miktarda Ca’”un kardiyomiyosit
icerisine girmesine neden olur. Bu Ca®" girisi, SR iizerinde bulunan riyanodin
reseptorli (RyR) ile etkilesime girer ve SR’dan hiicre icerisine daha biiyiik miktarda
Ca®" salimim tetikler. Bu islem, Ca”’-indiikli Ca®" salimi olarak bilinir. Ca*"
iyonlarinin sarkomerdeki troponin C’ye baglanmasiyla birlikte tropomiyozin
kompleksi aktinin baglanma bolgesinden ayrilir. Boylece, miyozin bas1 aktin
filamentine baglanabilir. Miyozin bagi aktin filamentini sarkomerin merkezine dogru
cekerek kasilmaya neden olur. Kisacasi, hiicre ici Ca®" seviyesi kasilma sirasinda 100
nM civarindaki diyastolik degerinden 1 pM’lik sistolik degere yiikselerek
miyofilamentlerin aktive olmasina ve kasilmanin tetiklenmesine neden olur (Bers,

2004; Eisner ve ark., 2017).

Gevsemenin ger¢eklesmesi icin Ca* iyonlarinin sitozolden uzaklastirilmasi gerekir.
Sistolik donemde sitozoldeki konsantrasyonu artmis olan Ca* iyonlar1 hiicre i¢inden
birkag farkli yoldan uzaklastirilir. Ca®" iyonlarmin yaklasik %70’i, aktivitesi PLB
tarafindan diizenlenen SR Ca*" ATPaz (SERCA) araciligiyla SR’a tekrar geri alinir.
Ca®" iyonlarinin yaklasik %28’i ise elektrojenik NCX araciligiyla hiicre disina
pompalanmaktadir. Son olarak, Ca®" iyonlarinin yaklastk %2’sinin bir kismu Ca*"
ATPaz pompast ile diger kismi ise mitokondri Ca®" uniporter ile uzaklastirilir. Boylece

Ca’" troponin C’den ayrilir ve miyosit dinlenim haline geri déner (Maier, 2012).
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Sekil 2. 2. Kardiyomiyositlerdeki uyarilma-kasilma ¢iftlenimi. Miyokardiyal depolarizasyondan hemen
sonra Ca”" salimmi gergeklesir. Seklin sol tarafindaki olaylar kardiyak AP sirasindaki Ca®* salinimin,
seklin sag tarafindaki olaylar bir sonraki AP baglayana kadar hiicre igerisinden Ca>" uzaklastiriimasini
gostermektedir. Miyokardiyal kasiimaya neden olan Ca*"un biiyiik gogunlugu SR’dan salinur.

2.3. B-Adrenerjik Sinyal Yolaginin Uyarilma-Kasilma Ciftlenimindeki Rolii

Otonom sinir sistemi, sempatik ve parasempatik olmak iizere ikiye ayrilir. Sempatik
sinir sistemi, aralarinda kardiyak fonksiyonu da bulunan c¢ok sayida homeostatik
mekanizmanin diizenlenmesinde rol oynar. Sempatik sinir sisteminin temel
fonksiyonu “savas ya da ka¢” yanitin1 uyarmaktir. Sempatik sinir sistemi uyarimi
sonucunda kalp hizinda, kasilma ve relaksasyon hizinda artig meydana gelir. Kardiyak
fonksiyondaki bu degisiklikler dolasimdaki katekolaminlerin kalpteki adrenerjik
reseptorlere (AR) baglanmasiyla ortaya ¢ikar. Boylece AR’ler, sempatik sinir sistemi
ile kardiyovaskiiler sistemi birbirine baglar ve miyokard fonksiyonun diizenlenmesin
de dnemli rol oynarlar (Port ve Bristow, 2001). AR’ler, kardiyomiyositlerin hiicre
ylizeyinde yer alir ve G protein bagl reseptér (GPCR) siiper ailesinin iiyesidirler.
AR’ler, hiicre dis1 amino terminaline, hiicre i¢i karboksil terminali ile {i¢ hiicre dis1 ve
ti¢ hiicre i¢i ilmekle birbirine baglanan yedi adet transmembran alfa sarmalina sahip

bir yapidir (Xiang ve Kobilka, 2003). Miyokardiyumda, ii¢ tir f-AR (B,, B, ve f,) ve



iic tir a-AR (ay, a, ve a3) olmak iizere en az alt1 adet AR alt birimi eksprese
olmaktadir. Saglikli miyokardiyumda en baskin olan adrenerjik reseptor B, -AR alt
birimidir. Miyokardiyumdaki toplam B-AR’lerin %75-80’ni BI-AR, %]15-18’ni Bz'
AR ve geri kalan %2-3’nii B,-AR olusturmaktadir. Kalpte 3-AR’lerin temel roli,
kasilma ve kalp hizini diizenlemektir. B, -AR’lerin uyarimi, miyositlerde pozitif
inotropik ve lusitropik etkilere neden olur ve bu etkisini AC/cAMP/PKA sinyal yolagi
ile gerceklestirir (Lymperopoulos ve ark., 2013). Sempatik sinir sisteminden salinan
norotransmitterlerin GPCR’lere baglanmasi konformasyonel degisiklige neden olur ve
GPCR’lere heterotrimerik G proteinleri baglanir. G proteinleri alfa, beta ve gama alt
birimlerinden olugmaktadir. G proteinlerinin 3, -AR’ye baglanmasi, G-proteinine
bagli guanosin difosfatin (GDP) guanosin trifosfata (GTP) donlismesine neden olur.
G protein agagi akig sinyallenmesine aracilik etmek lzere G, ve Gg, altbirimleri
birbirinden ayrisir. G, altbirimi aminoasit dizisine ve fonksiyonuna bagli olarak,
Gis> Gai» Goq Ve Ggip olmak lizere dort alt aileye ayrilir (Madamanchi, 2007). G
altbirimi, AC’nin aktivasyonuna yol acar. Bu durum adenozin trifosfatin (ATP)
cAMP’ye déniisiimiinii katalize eder. Ikincil habercil olan cAMP’deki artis, PKA’nin
diizenleyici altbirimlerine baglanarak aktivasyonunu tetikler. Aktive olan PKA,
uyarilma-kasilma c¢iftleniminde gerekli olan birgok proteini fosforile eder. Bu
proteinler, L-tipi Ca*" kanali, RyR, fosfolamban (PLB) ve sarkomerik proteinler olan
troponin I ve miyozin baglayan protein C’dir (MyBP-C). B, -AR’lerin uyarilmasi
sonrasinda, L-tipi Ca®" kanalin a altbirimi iizerindeki Ser1928 ve B altbirimi
iizerindeki Ser478 ve Ser479 rezidiilerinin PKA tarafindan fosforilasyonu L-tipi Ca>*
akiminda artisa neden olur. PKA aracili fosforilasyon, L-tipi Ca*" kanalmim agilma
olasiligin1 (P,) arttirir ve voltaja bagl aktivasyonunu daha negatif bir potansiyele
kaydirir. Bu durum AP sirasinda, hiicre igine giren Ca*" iyonunu 2 ile 4 kat arttirir ve
bunun sonucunda SR’dan daha biiyiik miktarda Ca*" salinmasina ve Ca®" transient
genliginin artmasina neden olur. PKA, RyR’nin Ser2808 ve Ser2030 rezidiilerini de
fosforile eder. L-tipi Ca®* kanalindan gelen Ca*" iyonuna kars1 aktivasyon duyarliligini
arttirir. Boylece SR’dan Ca®" salmimini arttirarak hiicre i¢i Ca** konsantrasyonunu
arttirir. Sonug olarak, PKA’nin inotropik etkisine L-tipi Ca®" kanali ve RyR’lerin
fosforilasyonu aracilik eder ve bu hem Ca®>" akimmnin artmasima hem de SR’dan daha
fazla miktarda Ca®" salmmasma yol agmaktadir. Sistol durumunda, sarkomer

kasilmasi i¢in daha biiyiik miktarda Ca®" iyonu saglanms olur. PKA’nin lusitropik



etkisine troponin I ve MyBP-C’lerin fosforilasyonu aracilik eder. Bu fosforilasyon
sarkomerik  miyofilamentlerin  Ca*”a  duyarhlligmi  azaltir ve Ca®"un
miyofilamentlerden ayrigmasini hizlandirir. Ayrica, PLB’nin Ser16 rezidiilerinin PKA
aracili fosforilasyonu, PLB’nin SERCA pompasina uyguladigi inhibitor etkiyi azaltir.
Bu durumda, SERCA aktivitesinin artmasiyla SR igerisine Ca*" geri alim hiz1 2-3 kat
artar. Boylece hiicre ici Ca®" konsantrasyonu hizli bir sekilde azalir ve kasilma

sonlandirilir (Lissandron ve Zaccolo, 2006).

B,-AR’ler gibi, B,-AR’lerin aktivasyonu da G/AC/PKA sinyal yolagi araciligi ile
miyositlerde pozitif inotropik yaniti indiikler. Ancak ventrikiilde, B,-AR’lerin uyarimi
daha fazla AC aktivasyonuna neden olmakla birlikte maksimum kasilmay1
indikleyemez. Bunun nedeni, B, -AR’lerin uyarilmasi sonucunda artan cAMP
seviyesinin hiicre igerisinde global olarak yayilmasi ve bdylece uyarilma-kasiima
ciftleniminde gerekli olan proteinleri fosforile etmesidir. B, -AR’lerin uyarilmasi
sonucunda ise cAMP seviyelerinde lokal bir artis meydana gelir ve bu durumda
uzaktaki hedeflerin timiinii fosforile edemez (Cros ve Brette, 2013). B,-AR’ye sadece
G, degil ayn1 zamanda inhibitor G proteini (G;) de baglanir. Uyar1 sonucunda, G; alt
birimi bir¢ok fosfodiesterazi (PDE) aktive eder. PDE’ler, cAMP’yi hidrolize ederek,
AC aracili sinyal yolagimin inhibisyonunu gergeklestirirler ve bdylece inotropik

etkileri siirlandirirlar.

B-AR aktivasyonu sonrasinda artan hiicre igerisindeki Ca*" seviyesi Ca**/kalmodulin
bagimli protein kinaz IT (CaMKII)’yi de aktive eder. CaMKII de PKA gibi birgok Ca**
diizenleyici proteini fosforile eder. Bu diizenleyici proteinler arasinda yer alan L-tipi
Ca®" kanalinin o altbirimi {izerindeki Ser1512 ve Ser1570 veya p altbirimi tizerindeki
Thr498 rezidiilerini fosforile ederek Ca®" akiminda artisa neden olur. RyR tizerindeki
CaMKII’nin fosforilasyon bolgesinin yeri Ser2815 rezidiisiidiir. CaMKII, RyR’nin
acik olma olasihigini arttirarak hiicre igerisine fazla miktarda Ca®>" salinmasina neden
olur. CaMKII, PLB’nin Thr17 alamim da fosforile ederek, SR’a Ca*" geri alimim

hizlandirir ve boylece SR Ca*" yiikiinii arttirmis olur (Grimm ve Brown, 2010).



Sekil 2. 3. Kardiyomiyositlerde B, ve B,-AR’1n hiicre i¢i sinyal yollari. B, ve B,-AR’lar Gy yoluyla
katekolaminlerin kronotropik ve inotropik etkilerine aracilik eder. Bununla birlikte B, -AR’lar
kardiyomiyositlerde antiapoptotik etkilere neden olan Gj’ye baglanir. B-AR aktivasyonu, L-tipi Ca*"
kanali, RyR ve PLB'nin PKA veya CaMKII yoluyla fosforilasyona neden olarak uyarilma-kasilma
giftleniminin kazancini arttirir.

Normal kosullar altinda, B-AR aktivasyon sinyalinin sonlandirilmasi ¢esitli adimlarda
gergeklestirilir.  Sinyalin aktivasyon ve deaktivasyon dengesi normal hiicresel
fonksiyonlar i¢in kritik oneme sahiptir. Sinyali sonlandirmak i¢in, -AR aktivasyonu
sonucunda hiicre icerisinde artan cAMP’ler GPCR kinazlar1 (GRK) aktive ederler.
GRK’ler sadece agonistle aktive olmus B-AR’leri fosforile ederler. Bu fosforilasyon
B-arrestinler i¢in bir baglanma bdlgesi olusturur. B-arrestinler, ikincil habercilerin
parcalanmasina katilan PDE’ler ve diacilgliserol kinazlarla birlikte sinyali
sonlandirabilirler (de Lucia ve ark., 2018). Boylece B -AR’lerin katekolaminler
tarafindan gerceklesen adrenerjik uyariya yanitinin azalmasina neden olurlar. Bu
durum homolog duyarsizlasma olarak bilinmektedir.  -AR aracili gergeklesen
fizyolojik c¢ok sayidaki siire¢ nedeniyle, GRK’ler kardiyovaskiiler homeostazin

korunmasinda ¢ok 6nemlidir.
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PKA’y1 aktif hale getiren cAMP gibi ikincil haberciler -AR’leri fosforile ederek
agonist uyarimindan bagimsiz duyarsizlasmaya neden olur. Bu durum heterolog
duyarsizlagsma olarak bilinmektedir (Salazar ve ark., 2007). Ayrica PKA, B-AR’leri
dogrudan fosforile ederek G proteinlerin reseptorden ayrilmasina neden olur.
Homolog duyarsizlagsmadan farkli olarak, heterolog duyarsizlasmada hem uyarilmis

hem de uyarilmamis B-AR’ler fosforile edilirler.

Homolog duyarsizlagsma durumunda oldugu gibi heterolog duyarsizlasma durumunda
da B-arrestinler, reseptdrden G proteinlerini ayirir ve daha fazla baglanmasini engeller
ve internalizasyon ile reseptOriin azalmasmi arttirir. P -arrestinlerin reseptorlere
baglanmas1 adaptor protein 2 ve klatrine olan reseptor afinitesini arttirir. Klatrin kaph
vezikiiller yoluyla reseptdrlerin internalizasyonu, uyarilma basladiktan sonra dakikalar
icerisinde hizli bir sekilde gerceklesir. Internalizayonu takiben reseptorler
endozomlara tasinirlar. Endozomlarda, reseptorler tekrar fonksiyonlarini
gerceklestirmek tizere ayrildiklari plazma membranma geri gonderilirler. Stirekli
reseptor uyarimina cevap olarak internalize olmus reseptorler lipozomda pargalanirlar.
Bu durum, kronik agir1 uyarimi azaltmak i¢in hiicredeki toplam reseptor sayisini

azaltir. Bu reseptdr azalmasi internalizasyon sonrasindaki saatler ve giinler sonrasinda

baglayabilir (Madamanchi, 2007).

2.4. Kardiyak Hipertrofi

Kardiyak hipertrofi, genel olarak kalp kiitlesindeki artis olarak tanimlanir. Dogumdan
sonra giderek artan fonksiyonel yiikii karsilamak i¢in kalp normalden fazla ¢alisir. Bu
durumda, duvar stresindeki kronik artis1 dengelemek icin kardiyomiyositlerin

kiitlesinde ve boyutunda artis meydana gelir ve boylece kalpte bir biiylime ger¢eklesir

(Bernardo ve ark., 2010).

Kalp kiitlesindeki artis biiylik dl¢iide ventrikiil duvarlarinin kalinlagmasi sonucunda
olusmaktadir. Bu biiyiime, mekanik, hemodinamik, hormonal veya patolojik
uyaranlara yanit olarak gelisir. Bu uyaranlar hipertrofik bir yanitin baglamasina ve kalp
kas kiitlesini arttirarak artan ig ylikiine karst uyum saglar. Ventrikiil duvarlarinin
kalinlagmasi, kardiyomiyositlerin boyutundaki artistan ve miyosit olmayan hiicrelerin
cogalmasindan kaynaklanir (Balakumar ve Jagadeesh, 2010). Hiicresel diizeyde
kardiyak hipertrofi, kalbin fonksiyonunu arttirmak ve ventrikiil duvar gerginligini

azaltmak icin fetal gen iirlinlerinin yeniden ekspresyonundan kaynaklanan protein
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sentezinin artmasi ve boylece miyosit boyutunun artmasi ile karakterize edilen bir stres
yanit mekanizmasi olarak tanimlanmaktadir (Selvetella ve Lembo, 2005).
Kardiyomiyositlerde fonksiyonel yiikteki artisa yanit olarak gerceklesen biiylime;
sinyal yolaklarinin aktivasyonu, gen ekspresyonundaki degisiklikler, protein sentezi
hizindaki artiglar, hiicre i¢i Ca*" diizenleyicilerindeki ve sarkomerik birimlerin
icerisindeki kontraktil proteinlerin organizasyonundaki degisimler sonucunda

meydana gelir (Bernardo ve ark., 2010; Tham ve ark., 2015).

Kalp bir¢ok hiicre tipini (kardiyomiyositler, fibroblastlar, endotel hiicreler, mast
hiicreleri, vaskiiler diiz kas hiicreleri vb.) icerir. Kardiyomiyositler kalpteki toplam
hiicre sayisinin yaklasik iicte birini olusturmalarina ragmen, kalp kiitlesinin yaklasik
%70-80’ini olustururlar (Bernardo ve ark., 2010). Memelilerde dogum sonrasinda,
kardiyomiyositlerin biiyiik bir boliimii ¢ogalma kabiliyetlerini yitirirler. Bu nedenle,
kardiyak hiicreler hiicre boliinmesiyle sayilarmi arttiramadiklarindan dolayr duvar
stresindeki kronik artis1 dengelemek ve kalbi sonraki hasarlardan korumak igin
boyutlarinda artis meydana gelir. (Shimizu ve Minamino, 2016). Baslangicta,
hipertrofik kalp artan is yiikiinii kompanse edebilir. Ancak, kronik is yiikii devam
ettik¢e hipertrofi kardiyak talebe uyumsuz hale gelir ve sonugta dekompanse hipertrofi
durumuna, kalp performansinin diismesine ve kalp fonksiyonunda bozulmalara neden
olur (Tham ve ark., 2015). Kardiyomiyositlerin biiyiikliiglindeki hipertrofik artis
uyaranlara bagli olarak adaptif ve maladaptif olabilir. Bu duruma bagl olarak kalp
hipertrofisi, fizyolojik ve patolojik kardiyak hipertrofi olmak iizere iki kategoride

siiflandirilir.

2.5. Fizyolojik Kardiyak Hipertrofi

Gelisim stirecinde, egzersiz ve gebelige yanit olarak kalbin biiylimesi normal kalp
fonksiyonlarimin siirdiiriilmesiyle iliskilidir ve bu durum fizyolojik hipertrofi olarak
adlandirilir. Viicut agirliginin artmasi ile kalp agirliginin artmasi arasinda dogrusal bir
iliski vardir. Gelisim swrasinda kalp agirhiginin  artmasi, biiyiik 6lgiide
kardiyomiyositlerin genislemesine baglanabilir. Dogumdan erigkinlige kadar gegen
stirecte insanlarda kardiyomiyosit ¢apinda yaklasik {i¢ katlik artis meydana gelir.
Fizyolojik hipertrofi, hipertansiyon, kalp kapak hastaligi veya miyokard enfarktiis
hastalarinda ortaya ¢ikan patolojik hipertrofiden farklidir. Fizyolojik hipertrofinin en
onemli 6zelligi ventrikiil fonksiyonunun bozulmasindan ziyade normal kalmas1 ya da

artmasidir. Ornegin, hamilelerde ve egzersiz yapan kisilerde hem sistolik hem de
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diyastolik fonksiyonlar artmakta ya da normal kalmaktadir. Patolojik hipertrofinin
aksine fizyolojik hipertrofi geri dontisiimliidiir (Stansfield ve ark., 2014). Fizyolojik
hipertrofi, mekanik kuvvetler ve biiylime hormonunun sinyalleriyle gelisir. Fizyolojik
bir aralikta, insiilin, insiilin benzeri biiyltime faktorii 1 ve tiroid hormonu gibi biiyiime
hormonlar1 ve mekanik kuvvetler PI3K, Akt, AMP ile aktive olan protein kinaz ve
mTOR yolaklar1 gibi ¢esitli sinyallerin aktivasyonu yoluyla fizyolojik kalp hipertrofisi
indiiklenebilir (Shimizu ve Minamino, 2016). Kardiyak hipertrofinin adaptif
olabilmesi i¢in hiicre sag kalim sinyalizasyonu, artan enerji liretimi ve verimliligi,
ventrikiiler duvar biiylimesine orantili anjiyogenez, antioksidan sistemler ve
kardiyomiyosit profilasyonu ve rejenerasyonu gibi yanitlarin aktivasyonu gereklidir.
Bu yollar aktif olarak patolojik tepkileri engeller. Bu nedenle, bu 6zelliklerin eslik
ettigi ventrikiiler duvar kalinlagsmasinin fizyolojik oldugu diistiniiliir (Nakamura ve

Sadoshima, 2018).

2.6. Patolojik Kardiyak Hipertrofi

Kalbin hipertansif strese, miyokard yaralanmasina veya asir1 ndrohumoral aktivasyona
yanit olarak biliylimesi kalpte fonksiyon bozukluguna neden olur ve bu durum patolojik
hipertrofi olarak adlandirilir. Hiicre biiylimesi ve protein sentezine ek olarak apoptozis,
fibrozis, Ca®" diizenleyici proteinlerinde disregiilasyon, mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu, fetal gen ekspresyonunun aktivasyonu, sarkomer yapisinin degisimi ve
yetersiz anjiyogenez gibi siiregler gergeklestiginde maladaptif dekompansasyon
meydana gelir. Bu yanitlar1 indiikleyen sinyal mekanizmalari, maladptif kardiyak
yeniden sekillenmesine (cardiac remodelling), islev bozukluguna ve sonunda kalp
yetmezligine neden olur (Nakamura ve Sadoshima, 2018). Baslangigta asir1 basing
yiiklemesiyle indiiklenen kardiyak hipertrofide kardiyak fonksiyon korunur. Bu durum
adaptif faz olarak tanimlanir. Kronik olarak devam eden asir1 basing yiikii adaptif
fazdan, azalmis ejeksiyon fraksiyonu ve sol ventrikiil dilatasyonu ile karakterize

edilen, maladptif faza donisiir.

Ayrica, patolojik kardiyak hipertrofi adrenerjik sistemin agir1 aktivasyonu sonucunda
da meydana gelmektedir. Dolagimdaki noradrenalin seviyeleri ve kardiyak yayilimi,
kardiyak hipertrofisi olan hipertansif hastalarda, hipertrofisi olmayan ancak benzer
kan basinci seviyelerine sahip kisilerden daha yiiksek diizeyde bulunmustur (Schlaich
ve ark., 2003). Ayrica, gergeklestirilen prospektif bir ¢alismada, 20 yillik gozlem

sonucunda, hipertansif hastalarda sistolik kan basinci ve beden kitle indeksinden
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bagimsiz olarak kardiyak hipertrofinin derecesinin tahmin edildigi gosterilmistir
(Osadchii, 2007). Benzer sekilde, kopekler iizerinde gerceklestirilen bir ¢alismada
dogal bir f-AR agonisti olan noradrenalinin kronik olarak uygulanmasi sonucunda sol
ventrikiil agirliginda 6nemli bir artis meydana geldigi gézlemlenmistir (Stewart ve
ark., 1992). Ayrica, miyosit hacmindeki ve ylizey alanindaki artislardan kaynaklanan
kardiyak biiylimenin uyarilmasi, kardiyomiyositlerin f-AR agonistlerine uzun siire
maruz kalmasinin ardindan gozlenmistir. Bu durum, miyokard biiylimesinin £ -
AR’lerin uyarilmasindan kaynaklanabilecegini gostermektedir (Morisco ve ark., 2001;

Tomita ve ark., 2003).

Hem patolojik hipertrofi hem de fizyolojik hipertrofi yapisal degisikliklere bagh
olarak konsantrik ve eksantrik hipertrofi olarak iki gruba ayrilir (Pluim ve ark., 2000).
Konsantrik hipertrofide meydana gelen yapisal degisim, orijinal sarkomerlere paralel
olarak yeni sarkomerlerin eklenmesiyle ve kardiyomiyositlerin genisliginin artmasiyla
gerceklesir. Bu durum, asir1 basing yiikiinlin artmasiyla meydana gelir. Asir1 basing
yiikii, sistolik duvar stresinde artisa neden olur. Artan duvar kalinligi, artmis duvar
stresini normalize etmek icin ortaya ¢ikan hipertrofik yanittir. Konsantrik hipertrofi
sonucunda kalp duvarinin kalinlagtigit ve odaciginin daraldigr goriilmektedir.
Hipertansiyon ve aort darligi gibi patolojik uyarilar ve giic antrenmanlart gibi
fizyolojik uyarilar sonucunda konsantrik hipertrofi gerceklesmektedir (Hunter ve

Chien, 1999; Esposito ve ark., 2002; Nadruz, 2015).

Eksantrik hipertrofi ise artan hacim yiikiinden kaynaklanir ve orijinal sarkomere seri
halde yeni sarkomerler eklenmesiyle kardiyomiyositlerin uzamasmna ve kalp
odaciginin ¢apinin artmasina neden olur. Bu hipertrofik cevap, hacim ytikiindeki asir
artis sonucunda kalp odalarimin gerilmesiyle artan diyastolik duvar stresini normalize
etmek i¢in meydana gelir. Kapak hastalig1 gibi patolojik uyarilar ve dayaniklilik
antrenmani gibi fizyolojik uyarilar sonucunda eksantrik hipertrofi gergeklesmektedir
(Hunter ve Chien, 1999; van Berlo ve ark., 2013). Uyariya bagl olarak gelisen

kardiyak ve hiicresel yeniden sekillenmesi Sekil 2.4’ de 6zetlenmektedir.
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Sekil 2. 4. Hemodinamik agir1 yiiklenmeye karsi gelisen kardiyak ve hiicresel yeniden sekillenme.
Sekillenmenin bi¢imi uyarinin dogasina baglidir. Asirt yiik, baskin olarak basingtaki bir artigtan
kaynaklandiginda, sistolik duvar stresindeki artis, sarkomerlerin paralel olarak eklenmesine ve kardiyak
miyositlerin genislemesine ve konsantrik hipertrofiye neden olur. Asir1 yiike agirlikli olarak ventrikiil
hacmindeki bir artis neden olunca, diyastolik duvar stresindeki artig, sarkomerlerin seri olarak
eklenmesine ve kardiyomiyositlerin uzamasina ve eksantrik hipertrofi olarak adlandirilan sol ventrikiil
dilatasyonuna neden olur (Nakamura ve Sadoshima, 2018).

2.7. Kardiyak Hipertrofiye p-Adrenerjik Sinyal Yolaginin EtKkisi

Normal kosullar altinda, kalp kiitlesi ile kalbe etki eden is yiikii arasinda bir denge
bulunmaktadir. {s yiikii asir1 artiginda bu denge bozulmaya baslar ve kalp bu duruma
hipertrofi gelisimi ile karsilik verir. Kardiyak hipertrofi, artan is yliikiiniin
karakteristigine bagl olarak birgok farkli sinyal yolagi sonucunda gerceklesebilir. Bu
sinyal yolaklarindan bir tanesi sempatik sinir sisteminden salinan katekolaminler
tarafindan aktive edilen f-adrenerjik sinyal yolagidir (Barros Rde ve ark., 1999).
Baslangicta kalp fonksiyonundaki azalmayi telafi etmek i¢in sempatik sinir sistemi
aktivitesinde artis meydana gelir. Sempatik sinir sisteminin aktivitesinin artmasi ile
kalp atim hiz1 ve kardiyak kontraktilite artar ve bdylece azalmis kardiyak debiyi ve
sistemik kan basincin1 kompanse eder. Bununla birlikte kardiyak fonksiyonundaki
azalma ilerledik¢e kardiyak fonksiyon kaybini telafi etmek igin sempatik sinir
aktivitesi daha da artar. Ancak, plazmadaki katekolamin seviyesinin artmasi ile -
AR’lerin stirekli uyarilmasi patololojik kardiyak hipertrofinin gelismesine neden olur.

Kalbin yiiksek katekolamin seviyelerine kronik olarak maruz kalmasi, sempatik tonun
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yiikselmesi, kalp fonksiyonunda ve yapisinda ilerleyici bozulma gibi patolojik
degisikliklere yol agar (Brum ve ark., 2006). Yiiksek katekolamin seviyeleri kalpte
yapisal olarak miyokard nekrozu ve monosit inflamasyonuna, kolajen birikiminin
artisina ve bunun sonucunda arter duvarinda ve miyokardda interstisyel fibrosiz
gelisimine neden olur. Katekolamin seviyesinin yiikselmesi sonucunda gerceklesen
sol ventrikiil degisikligi ve dilate kardiyomiyopati ile birlikte kardiyak oksijen
tiiketimi ve miyosit apoptozisi artar (de Lucia ve ark., 2014). Baslangigta yararli olan
sempatik sinir aktivitesi ilerleyen donemlerde kardiyak fonksiyona zarar vererek kalp

yetmezliginin olugsmasina neden olabilir.

Sempatik sinir sisteminin hiperaktivitesi, f-AR’lerin yogunlugunun azalmasina ve
geriye kalan B-AR’lerin duyarsizlasmasina neden olur. Bdylece B-AR aktivasyonu
belirgin bigimde azalmis kardiyak kasilma yanit1 olusturur. Ayrica B-AR sinyalindeki
degisikler G-protein, AC ve GRK2 seviyelerinde de goriilmektedir. Fizyolojik
kosullarda, toplam kardiyak B -AR’lerin yaklagik %70-80’nini 3, -AR alt tipi
olusturmaktadir. Patolojik kardiyak hipertrofinin ilerleyen evrelerinde, plazma
membranindaki B, -AR alt tipinin sayis1 azalirken, B, -AR alt tipinin sayisi
degismemektedir (Freedman ve Lefkowitz, 2004). Ayrica sempatik sinir sisteminin
hiperaktivitesi ile GRK2 seviyeleri ve aktivasyonu artar. Artan GRK2 seviyeleri, -
AR internalizasyonunda artis ile birlikte B-AR sinyalinin disfonksiyonuna ve
konraktilite/inotropik yanitta azalmaya neden olur. Bu degisikliklerden kaynaklanan
AR’lerin duyarsizlasmasindan dolay1 katekolaminlerin uyarict etkilerine azalmis bir
yanit olusturmasina neden olur (Sato ve ark., 2015). G proteini ve AC ekspresyonu da
stirekli B-AR aktivasyonundan etkilenmektedir. Asir1 uyart altinda Gj ekspresyonu
artmakta ve boylece G¢/G; oraninin azalmasina neden olurken, AC izoformlarinin

ekspresyon seviyeleri azalmaktadir. Bununla birlikte, 3, -AR’lerin ekpresyonlarinin

azalmasi1 ve duyarsizlasmasi, Gy/G; oranin azalmasi ve AC izoformlarinin

ekspresyonunun azalmasi cAMP olusumunu azaltmaktadir (Brum ve ark., 2006).

2.8. Patolojik Kardiyak Hipertrofi ve Hiicre Ici Ca** Dongiisiindeki Degisikliker
Hiicre i¢i Ca®" regiilasyonu; uyarilma-kasilma ¢iftlenimi, pacemaker aktivitesi ve AV
nod iletimi gibi birgok fizyolojik silireci baslatan kalp fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde rol oynar. Ancak, sempatik sinir sisteminin kronik aktivitesi hiicre

ici Ca®" dengesinin bozulmasina neden olur. Uyarilma-kasilma ¢iftleniminde gorev
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alan Ca®" diizenleyici proteinlerin aktivitelerinde ve ekspresyonlarida degisiklikler
goriiliir. Bunun sonucunda, SR Ca®" yiikiinde azalma, diyastol sirasmda SR’dan Ca**
sizintisinda artma ve SR’a Ca®"un geri aliminda azalma meydana gelir. Bu degisikler
dinlenim durumunda sitozolik Ca** konsantrasyonun artisina, Ca>* transient genliginin
azalmasma ve kasilma kuvvetinin zayiflamasina ve relaksasyonun uzamasina ve
bdylece kasilma fonksiyonunun bozulmasina yol agar (Neef ve Maier, 2013;

Villeneuve ve ark., 2014).

2.9. L-Tipi Ca** Kanalindaki Degisiklikler

Kardiyak hiicreler, en az iki tip voltajla aktive olan Ca*" kanalmi igcermektedir.
Bunlardan biri olan L-tipi Ca’" kanallari, kardiyomiyositlerin sarkolemmalarinda
bulunur ve kardiyak AP’nin platosunun ilk kismindaki yavas iceri dogru akimin
olusmasindan sorumludur. L-tipi Ca*" kanallar1, -40 mV ile -30 mV arasinda aktive
olur ve 0 mV ile 10 mV membran potansiyellerinde iceri dogru tepe akimini
olustururlar. Bu kanallar, uzun siire a¢ik kalirlar, biiytlik bir kondiiktansa ve yavas bir
inaktivasyona sahiptirler. L-tipi Ca®" kanallar1 araciligiyla giren Ca®" iyonlarmim
miktari, SR’dan salman Ca*" miktarini etkilemektedir (Mukherjee ve Spinale, 1998).
Aktive olan L-tipi Ca** kanalinin yogunlugu ile RyR araciligiyla SR’dan salman Ca>*
arasinda pozitif bir korelasyon vardir. Aktive olan L-tipi Ca®* kanal sayismin artmasi
hiicre igerisine giren Ca>" miktarini artirir ve daha fazla sayida SR iizerinde bulunan
RyR kanalmim uyarilmasina neden olur. Boylece RyR’den ¢ikan Ca®" kivileimlarinin

(spark) yogunlugu artar.

Ca®" akiminin kinetigi ve genligi, iyonik kosullara, membran potansiyeline ve kanalin
ozelliklerine baglidir. Ayrica akim hem fizyolojik hem de farmakolojik etkilerle
modiile edilebilir. Ornegin, fizyolojik kosullar altinda, katekolaminler B-AR aracili
AC ve cAMP bagimli PKA’y1 aktive ederek Ca*" akimmnin davranisii 6nemli 6lgiide
degistirebilir. Bu durumda, bazal Ca®" akiminda 2 ile 4 katlik artisa neden olur ve
aktivasyon ile inaktivasyonun voltaj bagimhiligim1 daha negatif bir membran

potansiyeline kaydirir (Bers ve Perez-Reyes, 1999).

Plazma katekolamin konsantrasyonlarinin artis1 ile B-AR sinyal yolaginin kronik
aktivasyonu ve duyarsizlasmasi sonucunda, L-tipi Ca** kanallarinin bu sinyal yolagma
karst duyarliligi azalmaktadir. Bu durum, p-AR sayisindaki azalma ile L-tipi Ca**

kanalinin akim miktar1 arasinda anlamli bir iliski oldugunu gostermektedir (Houser ve
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ark., 2000; Nass ve ark., 2008). Hipertrofik siirecin ciddiyetine gore L-tipi Ca®'
akiminin biiytikliigi farkl sekilde etkilenmistir. Adaptif hipertrofi durumunda, L-tipi
Ca”" akiminn biiyiikliigii kontrol degerine gore artmus ya da degismemis sekilde iken,
kalp yetmezligine dogru giden kardiyak hipertrofi durumunda ise L-tipi Ca>* akiminin
biiyiikligiiniin kontrole gore azaldigi gozlemlenmistir (Mukherjee ve ark., 1998;

Treinys ve Jurevicius, 2008).

2.10. SR Ca*" Regiilasyonundaki Degisiklikler

RyR; fonksiyonunu diizenleyebilen ¢ok sayida diizenleyici protein igeren biiyiik bir
makromolekiiler kompleksin merkezidir. Bu kompleks dogrudan ya da dolayli olarak
RyR’nin sitoplazmik kismi ile etkilesime giren proteinleri igerir (calstabin2
(FKBP12.6), kalmodulin (CaM), PKA, CaMKII, protein fosfataz-1 (PP1) ve protein
fosfataz-2A (PP2A), spinophilin, kalsifestrin ve sorcin). Bu proteinler RyR

aktivitesinin belirlenmesinde 6nemli rol oynarlar (Bers, 2004).

Fizyolojik kosullar altinda, sistol sirasinda SR {izerinde lokalize olan RyR’ler, L-tipi
Ca’" kanallardan giren Ca>" iyonlar: ile aktive edilirler ve hiicre igerisine SR’dan
Ca”" salimin tetiklerler. Diyastol sirasinda ise SR’dan Ca®" ¢ikisinin engellenmesi igin
FKBP12.6’'nin RyR’ye baglanmas1 gerekir. Boylece dinlenim durumunda SR’dan
Ca® ¢ikist engellenmis olur. Ayrica FKBP12.6 tek RyR’nin stabilazyonunu
saglamanin yani1 sira RyR’ler arasindaki kapilamayir da kontrol eder. RyR’ler
arasindaki bu baglanti, kanal gruplariin es zamanli olarak agilmasini ve kapanmasini
saglar. RyR’nin aktivasyonu kanal kompleksinden FKBP12.6’nin ayrilmast ile birlikte
kanalin agilma olasiligini artirir. Bu durum RyR’nin Ca®" bagimli aktivasyonunun
hassasiyetini arttirir. Ayn1 zamanda RyR aktivitesi, protein fosfatazlar tarafindan da
diizenlenmektedir. Hem PP1 hem de PP2A, spinofilin ve PR130 araciligiyla RyR’ye
baglanir ve RyR aktivitesini azaltir. Bu nedenle, RyR makramolekiiler kompleksinde
PP1 ve PP2A’nin miktar1 RyR’nin aktivitesinin diizenlenmesinde énemlidir (Wehrens

ve Marks, 2003; Del Monte ve Hajjar, 2008).

B-AR sinyal yolagimin kronik uyarimi sonucunda fosfataz miktarindaki azalma,
RyR’nin PKA tarafindan hiperfosforilasyonuna yol agarak RyR’den FKBP12.6’nin
ayrismasina ve kanal fonksiyonunun bozulmasina neden olur. Ciinkii, FKBP12.6’nin
ayrilmasi kanallarin kapilanmasini degistirerek RyR nin agilma olasiliginin artmasina

neden oldugundan diyastol sirasinda SR’dan Ca®" sizintis1 artar ve boylece SR’da
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depolanmis Ca*" miktar1 azalir. Ayrica RyR kanallarindan FKBP12.6’ni ayrilmasi ve
RyR kanallarinin fonksiyonel olarak birbirlerinden ayrilmasi uyarilma-kasilma
ciftleniminin kazancinda azalmaya katkida bulunur. RyR’nin diizenlenmesindeki
bozulma, kasilmada da bozulmaya neden olur ve kardiyak aritmilerin olasiligini arttirir

(Marks, 2013).

Hiicre i¢i Ca*" homeostazisinin diger bir 6nemli diizenleyicisi olan CaMKII de PKA
ile ortak fonksiyonel hedeflere sahip oldugundan RyR’yi fosforile ederek diyastolik
SR Ca*" sizintisini aktive edebilmektedir (Ai ve ark., 2005).

SERCA, Ca”*"u enerjiye bagl bir mekanizma ile Ca®" gradyanina karsi SR’a tasir ve
bir sonraki kasilma i¢in gerekli olan Ca*"*u saglar. SERCA’nin pompalama aktivitesi
PLB tarafindan diizenlenir. PLB, 52 aminoasitlik bir peptidden olusan bir proteindir.
PLB fosforile olmadigi durumda Ca**ATPaz’1 inhibe ederek SERCA’nin Ca**
afinitesini azaltir. Ancak PLB’nin fosforilasyonu sonrasinda SERCA {izerindeki
inhibisyon kalkar ve bunun sonucunda SERCA’nin Ca*" afinitesi de artar. Ayrica PLB,

cAMP’ye bagimli PKA ve CaMKII tarafindan da fosforile edilir (Nass ve ark., 2008).

Normal sartlarda, B-AR uyan sirasinda cAMP’ye bagli PKA aktivitesindeki artis,
inhibitor-1 (I-1) proteinin fosforilasyonuna neden olur. Aktif hale gelen I-1, PP1 inhibe
eder ve boylece PLB iizerindeki inhibisyon etkisi kalkar ve fosforile hale gelebilir.
Ancak, B-AR sinyal yolaginin kronik uyarimi sonucunda azalmig f-adrenerjik etki I-
1’1 defosforile eder ve I-1’in defosforilasyonu PP1 aktivitesinin artisina neden olur.
PP1 aktivitesinin artis1 ise fosforile PLB seviyelerinin azalmasmma ve SERCA
aktivitesinin azalmasina neden olur. SERCA aktivitesinin azalmasi sonucunda SR
Ca®" geri aliminda bozulma gergeklesir (Del Monte ve Hajjar, 2008; Lipskaia ve ark.,
2010). Ayrica SR membraninda bulunan SERCA miktarinin azalmasi ile SERCA/PLB
orani biiyiik dl¢lide azalir. Bu azalma aktif SERCA miktarinin diigmesine neden olur
ve bu nedenle kasilma sirasinda salinan Ca** u SR’a geri alma kapasitesi azalir. Bu
sonug, SERCA aktivitesindeki azalmanin nedenlerinden birinin SERCA

ekspresyonundaki azalma oldugunu gostermistir.

Kardiyak hipertrofi durumunda SERCA aktivitesindeki azalma ya ekspresyonun
azalmasindan ya da PLB’nin fosforilasyon seviyelerindeki azalmadan kaynaklanir.

SERCA aktivitesindeki azalma, SR’a alman Ca*" miktarinda azalmaya, diyastolik
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24 . + . P
Ca”" miktarinda artisa, SR Ca’ depolarinin azalmasina, Ca’" transientlerinin
2 . .
uzamasma ve SR Ca’" saliminda azalmaya yol agmaktadir. Bu durum nihayetinde
kasilma kuvvetinin azalmasina, gevsemenin bozulmasma ve kuvvet-frekans

iliskisinde degisime yol agar (Fragoso ve Zarain-Herzberg, 2014).

2.11. Kalpte Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) ve Sinyal Yolaklar:

Redoks reaksiyonlar, elektronlarin bir maddeden digerine aktarilmasi olarak
tanimlanir ve bu tlirden reaksiyonlar normal hiicre metabolizmasinin 6nemli bir
parcasidir. Aerobik organizmalarda, metabolik reaksiyonlar sirasinda siirekli olarak
serbest radikaller agi8a ¢ikar. Serbest radikaller dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla
eslesmemis elektron bulunduran reaktif, kararsiz atom veya molekiillerdir. Bu atom
veya molekiiller radikal olmayanlarla reaksiyona girerek yeni radikaller olusturabilir.
Biyolojik sistem i¢in vazgegilmez bir unsur olan oksijenin, dis yoriingesinde iki
eslenmemis elektrona sahip olmasi oksijeni radikal olusumuna duyarli hale getirir.
Molekiiler oksijenin indirgenmesi sonucunda olusan serbest radikallere ROT denir.
ROT’lar hiicresel solunumun ve metabolizmanin bir yan {irlinii olarak veya redoks
sinyallenmesine katilan enzimler tarafindan iiretilirler. Baslica ROT’lar; siiperoksit
anyonu, peroksil, lipid peroksil, hidroksil radikali ve alkoksil radikalidir. ROT’lar
endojen ve eksojen kaynaklar araciligiyla meydana gelmektedir. Kalpteki ana endojen
ROT kaynaklar1 arasinda mitokondriyel solunum zinciri enzimleri, nikotinamid
adenin dintikleotid fosfat (NADPH) oksidazlar, lipoksijenazlar, miyeloperoksidazlar,
baglanmamis nitrik oksid (NO) sentazlari, ksatin oksidazlar ve monoamin oksidazlar

yer almaktadir.

Kardiyovaskiiler sistemdeki baslica ROT kaynaklarindan biri olan NADPH oksidaz
enzim ailesinin her bir liyesi Nox ad1 verilen bir katalitik tinite i¢erir. Nox’lar p-22phox
olarak adlandirilan diisilk molekiiler agirlikli alt birim ile heterodimer bir yap1
olusturur. Bu heterodimerik yapi, NADPH’dan molekiiler O,’ye elektron transfer
ederek siiperoksit olusumuna neden olur. Bugiine kadar NADPH oksidazlarin temelini
olusturan yedi Nox izoformu tanimlanmistir ve her biri ayr1 gen tarafindan
kodlanmaktadir. Bu izoformlar; kardiyomiyosit, fibroblastlar, vaskiiler diiz kas
hiicreleri dahil olmak {izere kalp i¢indeki spesifik hiicre tiplerinde bulunur. Nox2 ve
Nox4 kardiyomiyositlerde baskin olarak eksprese olan izoformlardir. Nox2 ve Nox4
enzimleri farkli lokasyonlarda bulunurlar. Kardiyomiyositlerde Nox2 genel olarak

satkolemma ve t-tiibiilinde yer alirken, Nox4 mitokondrinin, endoplazmik
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retikulumun ve ¢ekirdegin zarlarinda lokalize olmaktadir (Perjés ve ark., 2012). Nox2,
spesifik agonistler tarafindan hiicre uyarilmasindan sonra aktive edilir. Aktivasyonu
icin hiicre i¢inde bulunan diizenleyici alt birimlerden p-47phox, p-67phox, p-40phox
ve Racl’in bir araya gelmesi gerekir. Ancak Nox4 yapisal olarak aktiftir ve
diizenleyici alt birimlerine ihtiyag duymaz. Nox4’iin diizenlenmesi temel olarak
ekspresyon seviyelerindeki degisikliklerle gerceklesir. Bununla birlikte siliperoksit
iireten Nox2 nin tersine, Nox4 agirlikli olarak hidrojen peroksit iiretir (Sirker ve ark.,
2011). Genellikle Nox’lar G protein bagl reseptor aracili sinyal yolaklar ile aktive
olmaktadir. Nox’lar tarafindan olusturulan ROT bircok sinyal yolagini ve redoksa
duyarli proteinleri modiile eder (Nabeebaccus ve ark., 2011). Nox’larin aktivitesi, sol
ventrikiiler hipertrofi ve kalp yetmezligi ile iligkili olan uyaranlarla 6nemli 6lciide
artmaktadir. Bu nedenle kalp yetmezligine sahip olan hastalarda Nox’larin alt
birimlerinin ekspresyonlarinda ve aktivitelerinde artis meydana gelir (Murdoch ve

ark., 2006).

Kalp, organlar arasinda en yiiksek oksijen tiiketimine sahip olan organ olmasindan
dolay1 redoks sinyali kalp patolojisinde 6nemli role sahiptir. Bu nedenle hem sistemik
hem de kalp yetmezligi olan hastalarin miyokardinda ROT {iretiminin asir1 arttig1 ve
bunun sonucunda oksidatif stresin olustugu gézlemlenmistir. Ayrica oksidatif stres
kardiyomiyositlerde hipertrofi, fibroz, apoptoz ve kardiyak yeniden sekillenmesi
stireclerine katkida bulunmaktadir (Kohler ve ark., 2014). Kalp fonksiyonunun
gerceklesmesinde basat role sahip olan uyarilma-kasilma ¢iftlenimi asir1 ROT
artisindan 6nemli oranda etkilenmektedir (Santos ve ark., 2016). ROT’lar uyarilma-
kasilma ciftleniminde yer alan bir¢ok diizenleyici proteinin ve sinyal yolaklarinin
aktivitesini degistirir. Bununla birlikte ROT’lar miyosit bilylimesine neden olan sinyal
yolaklarini da aktive etmektedir. ROT lar iyon kanallar1 ve tastyici proteinleri lizerinde
direkt etkiye sahip olmalarinin yami sira, protein kinaz aktivitesini de redoks
modifikasyonu yoluyla dolayli olarak etkilemektedir (Hasenfuss ve Mann, 2015).
Endojen kaynaklar tarafindan {iretilen ROT’lar bu proteinlerdeki sistein rezidiilerinin
stilthidril gruplarini oksitleyerek disiilfit baglarin olugsmasina yol agmaktadir. Bununla
birlikte proteinlerin metiyonin rezidiilerini de oksitlemektedir. Boylece ROT’lar
proteinlerin yapisin etkileyerek fonksiyonlarinin degismesine neden olur (Eager ve
Dulhunty, 1998; Kassmann ve ark., 2008). Boylece oksidatif stres uyarilma-kasilma

ciftleniminde yer alan birgok proteinin ekspresyonunu ve aktivitesini degistirerek
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kasilma fonksiyon bozuklugunun, aritmilerin ve muhtemel kalp yetmezliginin

gelisimine katkida bulunur (Hafstad ve ark., 2013).

Ca®" diizenleyici proteinler arasinda yer alan L-tipi Ca®" kanalmm gdzenegini
olusturan « ;¢ alt birimi 10’dan fazla sistein rezidiisii igermektedir. Bu nedenle
gbzenegi olusturan birim redoks modifikasyonuna duyarlidir (Wagner ve ark., 2013).
Bu durumun etkisiyle ROT’lar kardiyomiyositlerde Ca*" akimim azaltir (Gill ve ark.,
1995; Lacampagne ve ark., 1995; Fearon ve ark., 1999). Ancak yapilan baska bir
¢alismada ise ROT’larin Ca®" akimini arttirdigi gézlemlenmistir (Song ve ark., 2010).
Bir diger diizenleyici protein olan RyR’nin fonksiyonu da redoks regiilasyonundan
etkilenmektedir. Bir RyR monomerinde yaklasik 21 tanesi serbest olan, 89 adet sistein
rezidiisii bulunmaktadir. Bu nedenle oksidatif modifikasyona maruz kalmaktadir. RyR
sistein rezidiilerinin oksidasyonu sonrasinda RyR’nin ac¢ilma olasiliginin artmasi
sonucunda SR’m Ca®’ kaybma neden oldugu ve bu durumun 6zellikle diyastol
sirasinda ortaya c¢iktigi gosterilmistir (Xu ve ark., 1998; Terentyev ve ark., 2008).
RyR’nin ROT kaynakli aktivasyonu, ROT konsantrasyonuna ve maruz kalma stiresine
de baghdir. RyR’nin ROT’lara uzun siire ve asir1 konsantrasyonlarina maruz
kalmasindan sonra geri doniisii olmayan bigimde inaktive olmaktadir (Yan ve ark.,
2008). SERCA ve diizenleyici proteini olan PLB de, redoks modifikasyonu igin
substrattir (Wagner ve ark., 2013). SERCA, 25 sistein rezidiisii igermektedir. Bu
nedenle oksitleyici ajanlarin veya oksijen radikal {iretici sistemlerin SERCA

fonksiyonunu azalttig1 gosterilmistir (Xu ve ark., 1997).

Ca®" diizenleyici proteinlerin aktivitesinde rol oynayan serin/treonin kinazlar da
redoks modifikasyonuna maruz kalmaktadir. Uyarilma-kasilma ¢iftleniminde etkili
olan PKA’nin sistein rezidiilerinin oksidasyonu sonrasinda alt birimler arasinda
disiilfit baglarin olusumuna neden olurlar. Bir diger etkili olan kinaz ise CaMKII’dir.
Diizenleyici bolgesindeki metiyonin rezidiileri (Met-281/282) oksidasyona ugrayabilir
ve Ca/CaM’1n uzaklassa dahi CaMKII aktivitesinin korunmasina neden olabilir. Hem
PKA hem de CaMKII oksidasyonu kontraktil disfonksiyona ve aritmilere katkida
bulunmaktadir (Kohler ve ark., 2014; Sag ve ark., 2014). Oksidasyon sonrasinda
aktive olan PKA ve CaMKII sirasiyla L-tipi Ca*" kanalinin aic ve Poa alt
birimlerindeki ilgili alanlar1 fosforile ederek Ca”" akiminda artisa neden olurlar. Sonug

olarak ROT’lar serin/treonin kinazlar yoluyla Ca®" akiminda artisa ve dogrudan sistein
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oksidasyonu yoluyla Ca*" akiminda azalmaya neden olabilir (Yang ve ark., 2005;
Abiria ve Colbran, 2010). Ayrica PKA veya CaMKII’'in oksidasyonu sonrasinda
RyR’yi fosforile ederler. Bu durum RyR aktivasyonu ile diyastolik SR Ca*" sizintisin1
arttirtr. Sonu¢ olarak ROT’larin hem kinazlar yoluyla hem de kanala direkt
oksidasyonu diyastolik Ca*" sizintisin1 arttirir ve SR Ca®" igeriginin azalmasina neden
olabilir (Burgoyne ve ark., 2012). Ayn1 zamanda oksidasyon sorasinda aktive olan
PKA ve CaMKII, PLB fosforilasyonuna neden olarak SERCA fonksiyonunu arttirir.
Sonug olarak ROT’larin direk oksidasyonu sonrasinda SERCA aktivitesi azalirken,
kinazlar araciligiyla gerceklesen oksidasyonda SERCA aktivitesi artmaktadir (Sekil
2.5) (Kohler ve ark., 2014).
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Sekil 2. 5. ROT'larin uyarilma-kasilma iizerindeki etkisi. ROT’lar iyon kanallar1 ve tasiyici proteinleri
tizerinde direkt etkiye sahip olmalarinin yani sira, protein kinaz aktivitesini de redoks modifikasyonu
yoluyla dolayl olarak etkilemektedir. Uyarilma-kasiima ¢iftlenimindeki bozulma diyastolik Ca**
artisina ve sistolik Ca®" azalmastyla sonuglanabilir. Kesintisiz yesil cizgiler aktivasyonu gosterir; kesikli
cizgiler protein kinazlar iizerinden dolayl etkileri gostermektedir.
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2.12. Antioksidan Savunma Sistem

Antioksidan savunma mekanizmasi hiicrelerde olusan serbest radikallerin ve
reaktiflerin uzaklagsmasini saglayarak birikmesini dnler. Hiicreyi serbest radikallerden
temizleyen ve bdylece hiicre hasarini engelleyen maddelere antioksidan denir.
Fizyolojik sartlar altinda serbest radikallerin olusumu ile, olusan bu serbest
radikallerin antioksidanlar tarafindan uzaklastirilmas1 denge halindedir. Ancak, baz1
durumlarda serbest radikal diretimi organizmanin antioksidan savunma
mekanizmasinin iistesinden gelebilecek seviyeyi astigindan dolayi, fizyolojik
durumdaki antioksidan-oksidan dengesi oksidanlar lehine kaymaktadir (Ighodaro ve
Akinloye, 2018). Nihayetinde ROT {iretiminin agir1 artis1 hiicre yapisinda ve
fonksiyonunda, proteinlerde, lipidlerde, karbonhidratlarda ve DNA’larda temel
biyomolekiillerin oksidasyonunu tetikleyerek bir¢ok hastalik durumuna yol agan
hiicresel bir oksidatif ortam yaratir. Bu ylizden serbest radikaller ile antioksidanlar
arasindaki etkilesim hastaliklardan korunmada c¢ok onemlidir. Serbest radikallere
maruz kalmanin azaltilmasi ve antioksidan bakimindan zengin gidalarin veya
antioksidan takviyelerin alinmasi viicudun serbest radikallerle ilgili saglik sorunlari

riskini azaltir (Lobo ve ark., 2010; Mathew ve ark., 2011).

Antioksidanlar endojen veya diyetin bir parcasi olarak eksojen olarak elde edilir.
Endojen antioksidanlar, hiicresel fonksiyonun korunmasinda énemli bir rol oynar.
Ancak asir1 ROT iiretimini destekleyen kosullar altinda endojen antioksidanlar yeterli
olmayabilir ve optimal hiicresel fonksiyonlar: siirdiirmek i¢in eksojen antioksidanlar
gerekebilir (El-Bahr, 2013). Antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan olarak
smiflandirilir. Stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz, Glutatyon S-
transferaz’lar enzim olan antioksidanlardir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise
glutatyon, melatonin, iirik asit, seruloplazmin, transferrin ve diger bilesiklerdir.
Eksojen kaynakli enzimatik olmayan antioksidanlar ise vitamin E, B-karoten, askorbik

asit ve polifenollerdir (Valko ve ark., 2007; Dontha, 2016).

Canli sistemindeki antioksidan savunma sistemini olusturan antioksidan molekiiller
serbest radikallere farkli diizeylerde etki ederler. Bu etkiler radikal dnleyici, radikal
temizleyici ve radikallerin neden oldugu hasar onarimidir. Serbest radikal onleyici
antioksidanlar serbest radikal haline gelme potansiyeli olan molekiilii veya baska
radikallerin iiretimini indiikleme kabiliyetine sahip serbest radikalleri ndtralize

ederler. Siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidanlar
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radikal Onleyici etki gosterir. Bu antioksidanlar siiperoksit radikalini, hidrojen
peroksite ve hidroperoksit olan zararsiz molekiillere ayristirir. Ayrica, demir ve bakir
ayiran ve dolayisiyla serbest radikal olusumunu 6nleyen transferrin ve seruloplazmin
gibi metal iyon baglayicilar da bu etkiye sahiptir. Radikal temizleyici antioksidanlar,
serbest radikallere elektron vererek notralize ederler. Bu siirecte serbest radikal
kendileri olurlar. Bu olusan yeni radikaller kolayca nétralize edilir ve bu gruptaki diger
antioksidanlar tarafindan tamamen zararsiz hale getirilir. Vitamin E, askorbik asit,
polifenoller, iirik asit ve glutatyon bu etkiye sahip olanlardir. Hasar onarimi yapan
antioksidanlar ise serbest radikallerin biyomolekiillere verdikleri hasar1 giderirler ve
hasarl1 hiicre membranin1 yeniden yapilandirirlar. Hasarlit DNA, protein ve lipidlerin
onarimmini saglayan bir grup enzimlerdir. Bu enzimler zarar gérmiis proteinleri, DNA
ve lipidleri tanirlar, yikarlar ve uzaklastirirlar. Yaygin 6rnekleri arasinda polimerazlar,
glikosilazlar, niikleazlar, proteinazlar, proteazlar ve peptidazlardir (Lobo ve ark.,

2010; Ighodaro ve Akinloye, 2018).

2.13. Ellagik Asidin Antioksidan Ozellikleri

Ellagik asit (EA) bitkilerden elde edilen ve birgok gidada dogal olarak bulunan fenolik
bir asittir. EA ya serbest formda ya da ellagitanninlerin bir parcasi olarak bulunur.
Ellagitanninler, glukoz merkezlerine baglanan heksahidroksidifenoil ve gallik asidin
polimerlerinden olusur. Fizyolojik kosullar altinda ellagitanninlerin hidrolizi
sonucunda EA elde edilir. EA daha sonra farkli {irolitinler iiretmek i¢in bagirsak
mikrobiyotas1 tarafindan kademeli olarak metabolize edilir (Landete, 2011).
Boylelikle ellagitanninler, EA ve iirolitinler gibi bir¢ok metabolitini serbest birakmak
icin metabolize edilir. EA, kimyasal ad1 2,3,7,8-tetrahidroksi-kromeno (5,4,3-cde)-
kromen-5,10-dion olan bir antioksidandir (Roche ve ark., 2017). Yapisal olarak
lipofilik bolgeyi temsil eden dort hidroksil grubu ile hidrojen bagi olusturan ve
elektron alicilar1 olarak gorev yapan hidrofilik domaini temsil eden iki lakton
grubundan olusur. ikiden fazla hidroksil grubunun varligi bu fenolik bilesigin
polifenolik olarak siniflandirmasina neden olur. EA’nin yapisinin iki ¢ift hidroksil
gruba sahip olmasi gii¢lii antioksidan potansiyelinin ana nedenidir (Zeb, 2018).
Yapilan bir ¢caligmada bu iki hidroksil grubunun EA’nin antikanserojen aktivitesinde
onemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Barch ve ark., 1996). Hidroksil, NO, nitriir, 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) gibi farkli serbest radikallerle EA’nin reaksiyon

durumunda, bu radikallerin etkisi ve konsantrasyonu onemli Olgiide azalmistir
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(Priyadarsini ve ark., 2002).

EA birgok besinin i¢inde bulunan dogal bir antioksidandir. Igeriginde EA barindiran
besinler arasinda ahududu, kizilcik, yaban mersini, bogiirtlen, ¢ilek, nar, karadut,
findik, ceviz ve badem yer almaktadir (Rios ve ark., 2018). EA’nin, siiperoksit ve
hidrojen peroksit radikallerine karst koruyucu bir etkisi mevcuttur. EA’nin
antiproliferatif ve antioksidan 6zelliklerinden dolay1 tiiketiminin potansiyel yararlari
lizerinden birgok bilimsel aragtirma yiiriitiilmistiir. Polifenollerin antioksidan
kapasiteleri nedeniyle baz1 kanser tiirlerini, diyabeti, kardiyovaskiiler hastaliklar1 ve
inflamasyonu Onlemedeki veya tedavisindeki rollerinin giicli bir sekilde

desteklenmesi konusunda arastirmalar ortaya ¢ikmistir (Scalbert ve ark., 2005).

EA’nin antikanser etkisi hiicre dongiisiinii inhibe ve apoptozisi indiikleme kabiliyeti
ile deri, kolon ve meme kanseri dahil olmak iizere bir¢ok kanser hiicre hattinda
incelenmistir. Sicanlara 24 hafta boyunca EA igeren diyet verilmesinin ardindan EA
uygulanan grupta timor hacminin %75 ve timor c¢oklugunun %44 azaldig
gbzlenmigtir. Bdylece meyvelerden elde edilen EA’nin meme tiimor olusumunu
azalttig1 gosterilmistir (Aiyer ve ark., 2008). Antikansorejen etkisi ilizerine yapilan bir
diger calismada obeziteye baghi kolon kanserinde EA’nin terapotik etkisi
arastirildiginda, leptin bakimindan zenginlestirilmis mikroortamda EA’nin hiicre
cogalmalarini, aktive edilmis kaspaz 8’i ve hiicre dongiislinii inhibe ettigi
gosterilmistir (Yousef ve ark., 2016). Boylece EA ve benzeri fenollerin ¢esitli kanser

tiirleri iizerinde biiytik bir etkisi oldugu gdsterilmistir.

Kardiyovaskiiler hastaliklarda da EA’nin aktivitesini aydinlatmak igin cesitli
caligmalar yapilmistir. Stres modeli ile ilgili yapilan bir ¢aligmada CaCl, ile
indiiklenen aritmiler sonucunda olusan stres iizerine EA’nin etkisi arastirildiginda, EA
alan grupta erken atim, fibrilasyon ve ventrikiiler tagikardinin goriilme oranini azalttig1
ve boylece EA’nin kalpte koruyucu bir fonksiyona sahip oldugu sonucuna varilmistir
(Dianat ve ark., 2015). Yapilan bir ¢alismada EA’nin arsenik trioksit kaynakli
kardiyotoksisiteye karsi koruyup korumadigi degerlendirildiginde EA’nin, arsenik
trioksit kaynakli glutatyon peroksidaz aktivitesindeki ve malondialdehit
konsantrasyonundaki artist ve ayrica QT uzamasmi ve kardiyak doku hasarlarini
azalttigi  gozlenmistir. BoOylece EA’nin arsenik trioksit toksisitesine karsi

kardiyoprotektif etkilerinin oldugu ve bu koruyucu etkilerinin, EA’nin antioksidan
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ozellikleri aracilifiyla gerceklestigi ileri stirlilmektedir (Hemmati ve ark., 2018). No-
Nitro-l-arginin metil ester hidrokloriir (L-NAME) tarafindan indiiklenen oksidatif
stres ve hipertansiyon iizerine EA’nin etkisi arastirildiginda L-NAME uygulamasinin
ardindan artan sistolik kan basinc1 ve kalp atig hiz1 artisinin EA uygulamasiyla normal
seviyelere geri dondiigii ve EA uygulanan hipertansif sicanlarda, stiperoksit tiretiminin
artisindan sorumlu olan NADPH oksidazin alt birimi p-47phox ekspresyonunun
azaldigt ve bdylece NO biyoyararlanimmi geri kazandirmasi sonucunda
hipertansiyonu azalttig1 tespit edilmistir (Berkban ve ark., 2015). iSO ile indiiklenen
deneysel miyokardiyal enfarktiis modelinde EA uygulamasmin patolojik aritmi,
ventrikiiler hipertrofi ve lipid peroksidasyonunda azalmaya neden oldugu bulunmustur
(Kannan ve Quine, 2013). Benzer bir ¢alismada serum demir, serum {irik asit ve kan
glukoz seviyelerinde 6nemli bir artig ve plazma demir baglama kapasitesi, serum total
proteini, albiimin/globiilin oran1 ve kalp glikojen seviyelerinde anlamli bir diistis
gosterilmistir. Bununla birlikte EA uygulamasiyla serum demiri, plazma demir
baglanma kapasitesi, iirik asit, glikoprotein ve elektrolitler dahil olmak iizere bircok
hematolojik ve biyokimyasal parametrelerin normal seviyelere geri dondiigi
goriilmistiir (Kannan ve ark., 2012). Metabolik sendromun sonucunda ventrikiiler
fonksiyonlarda meydana gelen degisiklige karst EA’nin  koruyucu etkisi
incelendiginde yiiksek yag ile beslenen tavsanlarda artan oksidatif stres ve
aterosklerotik lezyon diizeylerinin EA uygulamasindan sonra azaldigi gozlenmistir

(Yu ve ark., 2005).

Namekata ve ark. (2013) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada EA’nin diyabet
sonucunda kardiyomiyositlerde degisen Ca®" regiilasyonu tizerindeki etkileri
arastirtlmis ve EA uygulamasi sonucunda diyabet nedeniyle yavaslayan gevsemenin
ve Ca’’ transient inisinin diizeldigi ve yine artmis olan diyastolik Ca**
konsantrasyonunun azaldigir gdzlemlenmistir. Ayrica, diyastol sirasinda sitozolik
Ca®”un uzaklastirilmasi siirecindeki yavaslamanin ana sebebinin SERCA
aktivitesindeki yavaslamadan kaynaklanabilecegi Ongoriilmiistir. Bu durumu
degerlendirmek icin bir SERCA inhibitorii olan siklopiazonik asit akut olarak
uygulanmis ve EA’nin diizelttigi gevseme hizini inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu
sonuglar, diyabet kaynakli miyokardiyal diyastolik disfonksiyonun SERCA
aktivitesinin azalmasindan kaynaklanabilecegini ve bu anormalliklerin EA ve benzeri

SERCA aktivatorleri tarafindan 1iyilestirilebilecegini  disiindlirmektedir. Bu
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calismada, EA’nin bir SERCA aktivatorii olarak diyabet kaynakli miyokardiyal
diyastolik disfonksiyonu etkili bir sekilde diizeltebilecegi sonucuna varilmistir
(Namekata ve ark., 2013). Ayrica, Olgar ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir
¢alismada, izole edilen kalp hiicreleri tizerine akut olarak uygulanan EA’nin Ca*'
akimlarmi NO-GC-cGMP yolagini1 aktive ederek baskiladigi gosterilmis ve kronik
uygulamasinin hipertansiyon ve iskemik kalp hastaliklar1 gibi patofizyolojik
durumlarda faydali olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Sonu¢ olarak, yapilan birgok
calismada EA’nin kalp tlizerinde koruyucu veya tedavi edici etkileri oldugu gosterilmis
oldugundan, EA igeren diyetlerin kullaniminin kardiyovaskiiler hastaliklarin
olusmasinin Onlenmesinde ve/veya tedavisinde Onemli yararlart olabilecegi

diistiniilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Gruplarimin ve Siirecinin Olusturulmasi

Bu ¢alisma Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali biinyesindeki
laboratuvarlarda gerceklestirildi. Calismamizda Akdeniz Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul’unun onay1 ve gozetimi kapsaminda 12 haftalik 113 adet
Wistar tiirii erkek sigan kullanildi. Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Bakim ve Uretim Unitesinden tedarik edilen siganlar her kafeste en fazla

4 hayvan bulunacak sekilde yem ve su kisitlamasi olmaksizin tutuldu.

Gruplandirma; Kontrol grubu, ISO uygulanan grup (1SO), ISO ve EA uygulanan grup
(ISO+EA), EA uygulanan kontrol grubu (K+EA) olarak yapildi. Kontrol grubunda 18,
K+EA grubunda 18, ISO grubunda 48 ve ISO+EA grubunda 29 sican ¢aligmaya dahil
edildi. 4 haftalik deney siiresi boyunca ISO ve ISO+EA grubundaki siganlara iSO
subkiitan olarak enjekte edildi. ISO grubuna gavaj yoluyla salin verilirken, ISO+EA
grubundakilere ise EA verildi. Kontrol ve K+EA grubunda yer alan sicanlara
agirliklarina uygun olarak salin soliisyonu subkiitan olarak enjekte edildi. Kontrol
grubunda yer alan siganlara gavaj oluyla salin verilirken, K+EA grubunda bulunan
sicanlara EA verildi. ISO (5 mg/kg/giin) ve EA (20 mg/kg/giin) izotonik salin

icerisinde ¢oziildii ve 4 haftalik deney siiresi boyunca her giin taze olarak hazirlandi.

3.2. Hiicre Izolasyonunun Gergeklestirilmesi

Deney gruplarinda yer alan siganlarin kardiyak miyositlerinin elde edilmesi i¢in hafif
anestezi (50 mg/kg sodyum pento barbital) altinda kalpleri ¢ikarildi. Hizli bir sekilde
cikarilan kalpler aorta gegirilen bir kaniil yardimiyla Langendorff sistemine baglandi.
Perfiizyon sistemine asilan kalplerden ilk olarak igerigi (mM): 137 NaCl; 5,4 KCI; 11,8
HEPES; 0,5 MgCl,; 1,5 CaCly; 10 Glikoz ve pH: 7,35 olan Tyrode soliisyonu gegirilerek
kalbin icerisindeki kan bosaltildi. Daha sonra kalpler icerigi (mM): 117 NaCl; 5,7 KCI; 4,4
NaHCOs; 1,5 KH,POg4; 3,6 MgClyp; 20 HEPES; 11,7 Glikoz; 20 taurine olan ve pH 7,20
korumasi igin %95 O»-%5 CO, gazlanan soliisyon ile 5 dakika boyunca yikandi. Bu siirecin
sonunda kalplerden 20-25 dakika boyunca ayni soliisyon icerigiyle hazirlanmis olan
kollajenaz A (0,7-1,2 mg/ml) enzimi ge¢irildi. Enzim yardimiyla hiicreler ayrigtirildiktan
sonra kalpler perflizyon sisteminden bir kaba alinarak makasla ince bir sekilde dilimlenerek
parcgalandi. Daha sonra pargalanan doku 100 pm’lik ince bir filtreden gecirildi ve hiicreler bir
kabin igerisine alindi. Ortamdaki hiicrelerin Ca*" adaptasyonu kademeli olarak gergeklestirildi
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ve yaklagik 1 saat sonra elektrofizyolojik deneylere baslandi. Tiim kayitlar 36+1 °C sicakliga

ayarlanmus ve siirekli perfiize edilen hiicre banyosu icerisinde ger¢eklestirildi.

3.3. Kasilma Parametrelerinin Ol¢iimii

Izole edilen kalp hiicrelerinden kasilma yamitlar1 alabilmek icin Tyrode soliisyonu
bulunan banyo igerisine elektriksel alan uyarisi olugmasimi saglayan iki elektrot
yerlestirildi. Banyo icerisindeki hiicreler 0,5 Hz frekansa ve 5-7 V genlige sahip uyar1
ile uyarilarak sarkomer kisalma traseleri kaydedildi (IonOptix LLC, Milton USA).
Hiicrelerden alinan kasilma yanitlar1 lonwizard (IonOptix, USA) programu ile analiz
edildi. Analiz sonucunda gruplar arasindaki % fraksiyonel kisalma orani, gerimin
tepeye ¢ikis stiresi (TP), relaksasyonun %50, 75 ve 90’nina inig siirelerinin (RTso,

RT7s, RTyp) degisimleri hesaplandi.

3.4. Hiicre ici Serbest Ca** Derisimi Ol¢iimii

Gruplar arasinda hiicre i¢i ortamdaki serbest Ca* degisiminin Slgiimii icin ilk olarak izole
edilen kardiyomiyositler fura-2AM (4 uM) ile oda sicakliginda 15-20 dakika inkiibe
edildikten sonra, iki defa yikanarak ortamdaki fazla boya temizlendi. Daha sonra fura-2AM
ile yiiklenmis olan kardiyomiyositler Tyrode soliisyonu bulunan ve elektriksel alan uyarisi
olusturmak i¢in elektrot yerlestirilmis banyo igerisine alindi. Kayit sirasina gegerken
uyarilabilen bir hiicre secildi ve hiicre boyutunda pencere ayarlandi. Ardindan ayni pencere
boyutunda hiicre bulunmayan alandan yaklasik 80 s boyunca ortamdaki floresans sinyali
kaydedildi ve daha sonra secilen hiicre pencereye getirilerek ortamin sinyali hiicre igi bazal
Ca”" sinyalinden ¢ikartildi. Boylelikle ortamdaki floresanstan kaynaklanan giiriiltii ortadan
kaldirildi. Arkasindan yaklasik 80 s bazal Ca®" sinyali kaydedildikten sonra, 5-7 V
genligindeki 0,5 Hz frekansh elektriksel alanin olusturdugu Ca™ transientleri kaydedildi
(IonOptix LLC, Milton USA). Hiicrelerden alman Ca®" transient yamtlar1 lonwizard
(IonOptix, USA) programu ile analiz edildi. Analiz sonucunda gruplar arasinda hiicre ici
bazal Ca®" seviyeleri, Ca®" transienti genlikleri, Ca>" transientlerinin tepeye ¢ikis
siireleri, Ca" transientleri icin relaksasyonun %50, 75 ve 90’ma ulasma siireleri

karsilastirildi.
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3.5. SR Ca*" i¢eriginin Olgiilmesi

SR Ca®" igeriginin gruplar arasindaki degisimini 6lgmek igin kardiyomiyositler fura-2
AM (4 uM) ile oda sicakliginda 15-20 dakika inkiibe edildi. Daha sonra fura-2AM ile
yiiklenen hiicreler Tyrode soliisyonlu banyoya alindi. Kayit sirasinda secilen hiicre
boyutunda pencere ayarlandi. Daha sonra ayarlanan pencere boyutu degistirilmeden
hiicre bulunmayan bir alana getirildi ve kayit alindi. Ortamdaki giiriiltiiyli ortadan
kaldirmak i¢in hiicre bulunmayan ortamdan alinan kayit hiicre i¢i sinyalden ¢ikarildi.
Secilen hiicre ekrana getirilerek 2-2,5 MQ’luk elektrotlar yardimiyla hiicreye siki bir
sekilde yapisildi ve 1 Hz frekansa sahip AP protokolii ¢alistirildi. Ca®” transientlerinin
goriilmesinin ardindan protokol kapatildi ve 10 mM kafein kapiller borular araciligiyla
hiicre tizerine 10 s boyunca perfiize edilerek hiicre i¢i Ca*" miktarindaki degisim
kaydedildi. Hiicrelerden alinan yanitlar lonwizard (IonOptix, USA) programi ile

analiz edildi.

3.6. L-tipi Ca** Akimlarimin Kaydedilmesi

Gruplar arasinda L-tipi Ca®" akimlarindaki degisimi degerlendirmek igin voltaj
kenetleme teknigi kullamildi. L-tipi Ca®® akimimn  &lglimii  tiim-hiicre
konfigiirasyonunda gerceklestirildi. Bunun i¢in hiicre membranina 2-2,5 MQ’luk
pipetin yapismasi saglandi ve pipet direnci GQ seviyesine ulagtiginda elektrik pulsu
yardimiyla hiicre membrani kirildi. Daha sonra =70 mV diizeyinde kenetlenmis olan
hiicrenin Na" akimin1 etkisiz hale getirmek icin belirli bir siire —45 mV’luk 6n puls
uygulandi. Ardindan -50 mV’tan 10 mV’luk artislarla +60 mV’a 300 ms’lik depolarize
edici pulslar uygulanarak 12 farkli voltaj seviyesinde Ca®" akimlari kaydedildi. Kayit
sirasinda igerigi (mM): 120 Cs-aspartat; 20 CsCl; 5 MgATP; 10 NaCl; 10 HEPES ve
pH= 7,2 olan pipet soliisyonu ve K" akimlarmi bloke etmek igin kapiller borular
araciligiyla hiicre iizerine igerigi (mM): 137 NaCl; 5,4 CsCl; 0,5 MgCly; 1,8 CaCly;
11,8 HEPES; 10 Glikoz ve pH 7,40 olan dig soliisyon uygulandi. Patch-clamp
amplifikatoriiniin (Axon 200B, Molecular Devices, USA) voltaj kenetleme modunda
3 kHz’lik filtreden gegirilen Ca®" akimlari, Digidata 1200’iin 5 kHz’lik 6rneklem
hizinda pClamp yazilimi1 (Axon Instrument, Foster City CA, USA) ile kaydedildi.
Ayrica Clampfit 10.2 yazilimi ile akimlar analiz edildi.

Elde edilen her akimin tepe degerleri ile kuyruk akimlari birbirinden c¢ikartilarak

hesaplandi. Daha sonra her potansiyel i¢in elde edilen akimlar hiicrenin sigasina
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(kapasitans) boliinerek degerlendirildi ve tiim gruplar i¢cin akim degerleri akim

yogunlugunun voltaja gore degisimi olarak verildi.

3.7. Protein Ekspresyonlarinin Analizi

Doku homojenatlarinin hazirlanmasi i¢in her gruptan alinan kalp dokular1 s1vi nitrojen
yardimiyla ezildi. Ezilen kalp dokular igerigi ((mM): 20 Tris HCI; 150 NaCl; 2 KCl;
2 EDTA; 0,5 DDT; 1 Sodyum Orthovande; 20 NaF; 1 EGTA; 100 Proteaz inhibitdrii;
0,4 PMSF) olan homojenizasyon tamponuna konuldu. Daha sonra ince bicakli
homojenizator yardimiyla par¢alandi. Homojen hale gelen numuneler 10,000xg’de 10
dk santrifiij edildi ve siipernatantlar alindi. Ardindan her grubun protein miktari

Bradford yontemi ile tayin edildi.

Her grubun protein miktar1 belirlendikten sonra gruplarin atriyal natritiretik peptit
(ANP), SERCA, PLB, p-PLB, CaMKII, p-CaMKII, Nox2, p-22phox, p-47phox
protein ekspresyonlarini belirleyebilmek i¢in western blotting yontemi kullanild. Tlk
olarak ekspresyonlar1 belirlenecek proteinlerin molekiiler agirliklarina (kDa) gore
%12 veya %15 konsantrasyona sahip jel hazirlandi ve hazirlanan jelin kuyucuklarina
esit miktarda protein (20 pg/ml) yiiklendi. Jele yiiklenen proteinler, igerigi 28,83 gr
glycine, 6,06 gr Tris, 2 gr SDS olan soliisyon igerisinde elektroforez cihaz1 (Hoefer,
USA) ile elektrik alan olusturularak kDa’larina goére ayrildilar. Jel elektroforezi ile
ayristirilan proteinler transfer sistemi (Trans-Blot Turbo BioRad) ile 25 V 1,3 mA 25
dakika poliviniliden difloriir (PVDF) membrana transfer edildi. Transfer isleminin
ardindan membran %3’liik oraninda hazirlanan siit tozu soliisyonu ile 1 saatlik
bloklama islemi yapildi. Ardindan ortamdan siit tozunu uzaklastirmak icin 20 dk
boyunca tampon soliisyonu ile yikandi. Daha sonra membranlar %3’liikk bovine
albiimin serum (BSA) soliisyonu igerisinde SERCA 1:3000 (SantaCruz, sc-73022),
PLB 1:1000 (SantaCruz, sc393990), p-PLB 1:1000 (cell signaling 8496), CaMKII
1:1000 (Abcam, ab22609), p-CaMKII 1:1000 (Abcam, ab32678), Nox2 1:1000
(Abcam, ab129068), p-22phox 1:1000 (SantaCruz, sc271968), p-47phox 1:1000
(SantaCruz, 17845), ANP 1:2000 (SantaCruz, sc515701)ve GAPDH 1:10000 (Thermo
Fisher Scientific, GA1R) primer antikor oranlar1 hazirlanip bir gece boyunca inkiibe
edildi. Daha sonra, ortamdan primer antikoru uzaklastirmak i¢in 20 dk boyunca
tampon soliisyonu ile yikandi. Ardindan membranlar %3’liik BSA soliisyonu igerisine
primer antikorlara uygun olarak goat anti-mouse IgG (SantaCruz, sc2031) ya da goat

anti-rabbit IgG (SantaCruz, sc2004) ile birlesen Horseradish peroksidaz sekonder
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antikor kullanildi. Bir saat boyunca membran sekonder antikor ile inkiibe edildi.
Ardindan ortamdan sekonder antikoru uzaklagtirmak i¢in 20 dk boyunca tampon
soliisyonla yikandi. Sekonder antikor uygulamasinin ardindan yikanan membranlar
kemiliiminesans ile 5 dakika muamele edildi. Daha sonra membranlar filme maruz
birakildi. Sonuclar Image J yazilimi kullanilarak analiz edildi ve gruplarin protein

ekspresyon miktarlar1 hedef protein ile eslenen GAPDH’in oranlanmasiyla belirlendi.

3.8. Protein Karbonil Analizi

Deney gruplarinin protein karbonil dl¢timii kit yardimiyla yapildi (Cat. #10005020.
Cayman Chemical Ann Arbor, MI USA). 2.4-dinitrophenylhydrazin (DNPH) ile
protein karboniller reaksiyona girerek protein hidrazon bilesiklerinin olusmasina
neden olur. Olusan protein-hidrazon miktari, spektrofotometrik olarak 360-385 nm
araligindaki bir absorbansta Olciiliir. Karbonil igerigi daha sonra protein
konsantrasyonuna standardize edilir. Reaktif olarak hidroklorik asit (HCI), DNPH,
TCA soliisyonu, guanidin hidrokloriir, etanol ve etil asetat kullanildi. Dondurulan kalp
dokular1 1 mM EDTA bulunan 50 mM K,HPO, (pH=6.7) soguk soliisyonunda
parcalandi (PRO 200 Homogenizater). Daha sonra pargalanan dokular 4 C%de
10,000xg’de 15 dk boyunca santrifiij edildi ve siipernatantlar alindi. Her drnekten
alinan 400 pl’nin 200 pl’si 6rnek tiipe, diger kismi kontrol tiipe olmak tiizere ikiye
ayrildi. Ornek tiipiine 800 pl DNPH, kontrol tiipiine 800 pl 2.5 M HCl ilave edilerek
1 saat boyunca oda sicakliginda karanlik ortamda inkiibe edildi. Daha sonra biitiin
tiiplere 1 ml %20 TCA ilave edildi ve ardindan voretx yapildi. %20 TCA eklenen
tiipler buz iizerine yerlestirilerek 5 dk boyunca inkiibe edildi ve ardindan 4 C*de
10,000xg’de 10 dk santrifiij edildi ve slipernanatlar uzaklastirildi. Tiim tiiplere 1 ml
%10 TCA ilave edilerek buz iizerinde 5 dk boyunca inkiibe edildi ve ardindan 4 C”’de
10,000xg’de 10 dk santrifiij edildi. Daha sonra siipernantlar atildi1 ve 1 ml etanol/etil
asetat karisimi eklendi ve ardindan 4 "C’de 10,000xg’de 10 dk santrifiij edildi. Bu
basamak birka¢ kez tekrar edildikten sonra protein peletlerine 500 pl guanidin
hidrokloriir eklendi, vorteks edildi ve 4 C”de 10,000xg’de 10 dk santrifiij edildi. Son
olarak hem ornek tliplerden hem de kontrol tiiplerden iki tane olmak iizere kuyularina
yiiklendi.  Plate okuyucu kullanilarak 360-385 nm arasinda dalga boyundaki

absorbanslar 6l¢iildii. Elde edilen degerlerle protein karbonil miktarlar1 hesaplandi.
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3.9. Kullanilan Kimyasallar

EA (4,4'5,5,6,6'-Hexahydroxydiphenic acid 2,6,2',6'-dilactone) (Sigma-Aldrich,
E2250), ISO (Sigma-Aldrich, 16504), Kollejenaz A (Roche), Proteaz Inhibitdr
(Roche), Fura-2AM (Molucular Probes) kimyasal malzemeler kullanildi. Ayrica
NaCl, KCI, HEPES, MgCl,, CaCl,, NaHCO;, KH,POy4, Glikoz, Taurine, CsCl, Cs-
Aspartat, Tris-HCI, EDTA, DTT, Sodyum Orthovande, NaF, PMSF, Glycine, SDS ve

BSA malzemeleri Sigma-Aldrich tarafindan temin edildi.

3.10. istatiksel Analiz

Normal dagilim varsayimi Shapiro-Wilk testi ile kontrol edildi. Grup
karsilagtirmalarinda tek yonlii varyans analizi kullanildi. Tek yonlii varyans analizi
sonrasinda ¢oklu karsilagtirmalar i¢in Tukey Post-Hoc testi kullanildi. Degiskenler
ortalama + standart hata olarak Ozetlendi. Tiim istatistiksel analizlerde anlamlilik
diizeyi 0,05 olarak belirlendi. Tiim istatistiksel analizler SPSS 20.0 istatistik paket
programi kullanilarak gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlarinin Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

4 haftalik uygulama siiresince ISO uygulanan gruplarda 6liim goriiliirken, Kontrol ve
K+EA uygulanan gruplarda 6liim olay1 goriilmedi. ISO grubunda 4 haftalik uygulama
siiresi sonunda sagkalim %35,41 olarak gerceklesirken, ISO+EA grubunda ise
sagkalim %358,62 olarak gerceklesmistir. Bdylece, EA uygulanan ISO grubunda
sagkalim yiizdesinin sadece ISO uygulanan gruba gére anlamli derecede arttig1

gozlemlendi (p<0,05) (Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1. Deney gruplarinin 4 haftalik siiregte sagkalim yilizdelerinin degisimi.

Gruplarin 4 haftalik deney sliresinin basinda ve sonunda dlgiilen viicut agirliklar ile
birlikte yiizde degisimleri Tablo 4.1°de verildi. Ortalama viicut agirliklari
incelendiginde baslangigta deney gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadigr goriildi
(p=0,510). Bununla birlikte, tim ¢aligma gruplarinda 4 haftalik deney siiresi sonunda
viicut agirliklarinda artis oldugu gézlendi. ISO grubunda Kontrol grubuna gore viicut
agirhginin yiizde degisiminde istatistiksel acidan anlamli olmamakla birlikte bir

miktar diisiis gozlendi (Kontrol: %17,14, ISO: %13,89).
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Tablo 4. 1. Deney gruplarinin ilk ve son viicut agirliklari.

Grup TIk kilo Son kilo Yiizde degisim
Kontrol 230,11+3,54 269,56+4,17 %17,14
ISO 224,88+5,42 256,1245,58 %13,89
ISO+EA 230,53+8,88 265,00+8,98 %14,95
K+EA 238,61+3,02 276,72+5,04 %15,97

Deger ortalama=sandart hata olarak verildi. Sirastyla Kontrol, iSO, ISO+EA, K+EA gruplari igin n=18,
17,17, 18.

4 haftabk iSO uygulamasinin sonucunda kardiyak hipertrofinin gergeklesip
gerceklesmedigini belirlemek icin kalp agirligi, kalp agirligi/viicut agirligi orani, kalp
agirhigy/tibia uzunlugu oram incelendi. ilk olarak gruplar arasinda kalp agirhig
incelendiginde; ISO grubunda Kontrol grubuna gore kalp agirliginda anlaml bir artig
oldugu goriiliirken (Kontrol: 1,15+0,02 g; 1SO: 1,59+0,03 g p<0,001), ISO+EA
grubunda ise artmis olan kalp agirhiginda anlamli bir degisiklik goriilmedi (ISO:
1,59+0,03 g; ISO+EA: 1,48+0,05 g, p=0,11). K+EA grubu ile Kontrol grubu arasinda
kalp agirlig1 bakimindan anlamli bir fark olmadig1 gozlendi (Kontrol: 1,15+0,02 g;
K+EA: 1,19+0,03 g, p=0,87). Gruplar arasinda kalp agirligi/viicut agirligi oram
incelendiginde; ISO grubunda Kontrol grubuna gére anlamli bir artis oldugu
goriiliirken (Kontrol: 4,29+0,09 mg/g; iSO: 6,23+0,14 mg/g, p<0,001), ISO+EA
grubunda ise kalp agirhigi/viicut agirligi oraninda anlamli bir azalma goriildii (ISO:
6,23+0,14 mg/g; ISO+EA: 5,60+0,14 mg/g, p<0,01). K+EA grubu ile Kontrol grubu
arasinda kalp agirhigr/viicut agirligi oran1 bakimindan anlamli bir farkin olmadigi
gozlemlendi (Kontrol: 4,29+0,09 mg/g; K+EA: 4,31+0,11 mg/g, p=0,99). Gruplar
arasinda kalp agirhigytibia uzunlugu oram incelendiginde; iSO grubunda Kontrol
grubuna gére anlamli bir artis oldugu gériiliirken (Kontrol: 0,308+0,005 g/cm; ISO:
0,437+0,009 g/cm, p<0,001), ISO+EA grubunda ise kalp agirhigi/tibia uzunlugu
oraninda anlamli bir azalma gériildii (ISO: 0,437+0,009 g/cm; ISO+EA: 0,403+0,012
g/cm, p<0,05). K+EA grubu ile Kontrol grubu arasinda kalp agirligi/tibia uzunlugu
orani bakimidan anlamli bir farkin olmadig1 gézlendi (Kontrol: 0,308+0,005 g/cm;
K+EA: 0,322+0,008 g/cm, p=0,669). Bu durumda, ISO uygulanan sicanlarda
miyokardiyal bilyiimenin gerceklestigi ve EA’nin iSO-indiiklii kardiyak hipertrofiyi
onleme konusunda etkili olabilecegi goriilmektedir. Tiim sonuglar bar grafigi olarak
Sekil 4.2A-C’de gosterildi. Ayrica hiicresel diizeyde, kardiyomiyosit boyutundaki

artis1 belirlemek i¢in hiicre kapasitanslar1 incelendi ve ISO grubunda Kontrol grubuna
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gore hiicre kapasitanslarinin anlamli derecede arttig1 goriildii (Kontrol: 196,07+£10,98
pF; 1SO: 328,23+16,01 pF, p<0,001). Hiicre kapasitanslar1 bakimmdan ISO+EA
grubunda ise dikkat ¢ekici bir azalma olmasina karsin bu azalmanin anlamh bir
seviyeye ulasmadig1 goriildii (ISO: 328,23+16,01 pF; ISO+EA: 248,76+10,71 pF,
p=0,06). Boylece, iSO uygulamas: hipertrofiye neden olurken, uzun siireli EA
uygulamasinin organ diizeyinde hipertofiyi anlamli derecede geri ¢evirdigi goriildii.
Ancak, hiicresel boyutta bu diizelme istatistiksel anlamlilik gosterecek seviyeye

ulagsmadi. Sonuglar bar grafigi olarak Sekil 4.2D’de gosterildi.
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Sekil 4. 2. Ellagik asid uygulamasinin kardiyak hipertrofi parametrelerine etkisi. A) Kalp agirligi, B)
Kalp Agirligi/Viicut Agirhigi, C) Kalp Agirligy/Tibia Uzunlugu, D) Kapasitans. Degerler ortalama +
standart hata olarak verildi. Kalp Agirligi, Kalp Agirligi/Viicut Agirligi, Kalp Agirligi/Tibia Uzunlugu
icin sirasiyla Kontrol, ISO, ISO+EA, K+EA gruplari n=18, 17, 17, 18. Kapasitans i¢in sirastyla Kontrol,
iSO, ISO+EA, K+EA gruplar n= 18, 26, 26, 23. Kontrol grubundan fark “p<0,05; iSO grubundan fark
p<0,05.

Calismamizda miyokard hipertrofisinin ve fetal gen programinin aktivasyonunun
molekiiler diizeydeki belirteci olan ANP ekspresyonu da degerlendirildi. 1SO
uygulamasi ANP iiretimini aktive etmekte ve boylece kardiyak hipertrofi olusumunu
hizlandirmaktadir. ANP protein ekspresyon seviyeleri deney gruplar1 arasinda

degerlendirildiginde; ISO grubunda Kontrol grubuna gore dramatik sekilde arttig
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(Kontrol: 0,60+0,06; ISO: 1,67+0,13, p<0,001) ve ISO+EA grubunda ANP’nin artan
ekspresyon seviyesinin anlamli diizeyde azaldigi (ISO: 1,67+0,13; ISO+EA:
0,81+0,09, p<0,001) goriiliirken, Kontrol ile K+EA grubu arasinda ANP ekspresyonu
bakimindan bir fark bulunmadi (Kontrol: 0,60+0,06; K+EA: 0,63+0,09, p=1,00) (Sekil
4.3).
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Sekil 4. 3. Deney gruplarinin ANP protein ekspresyon analizi ve wesetrn blot goriintii 6rnegi. Degerler
ortalama =+ standart hata olarak verildi. Tiim gruplar i¢in n=8, Kontrol grubundan fark p<0,001, ISO
grubundan fark "p<0,001.

4.2. Kasilma Parametreleri

Patolojik kardiyak hipertrofi sirasinda gerceklesen fonksiyonel bozukluklari ve
EA’nin bu siirece etkisini belirlemek i¢in kardiyomiyositlerde kasilma yanitlar
incelendi. Kardiyomiyositlerin fraksiyonel kisalmalar1 0,5 Hz frekansa ve 5-7 V
genlige sahip elektriksel alan uyaris1 altinda kaydedildi. Sekil 4.4A’da gruplarin 6rnek
kasilma yanitlar1 gosterilmektedir. ilk olarak dinlenim halindeki sarkomer boyu
incelendiginde; ISO grubunda uzunlugun Kontrol grubuna gére anlamli derecede
azaldig1 (Kontrol: 0,121£0,004 u m; ISO: 0,085+0,004 um, p<0,001), ISO+EA
grubunda bu degisikligin diizeldigi (ISO: 0,085+0,004 um; ISO+EA: 0,110+0,003
pm, p<0,001), K+EA grubunda ise sarkomer boyunda Kontrole gére anlamli bir
degisikligin olmadigi goriildii (Kontrol: 0,121+0,004 um; K+EA: 0,110£0,003 pum,
p=0,181) (Sekil 4.4B). Ayrica, gruplar arasinda fraksiyonel kisalma miktarlar

incelendi. Fraksiyonel kisalmanin ISO grubunda Kontrol grubuna gore anlamli olarak
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azaldign (Kontrol: 11,03+0,36; ISO: 7,77+0,37, p<0,001) goriiliirken, ISO+EA
grubunda bu azalmanm anlamli seviyede diizeldigi (ISO: 7,77+0,37; ISO+EA:
9,98+0,30, p<0,001), K+EA grupta ise fraksiyonel kisalma miktarinda Kontrole gore
anlamli bir degisikligin olmadig1 goriildii (Kontrol: 11,034+0,36; K+EA: 9,98+0,30,
p=0,14) (Sekil 4.4C).

Daha sonra gruplar arasinda kasilma ve relaksasyon hizlarindaki degisim miktarin
belirlemek i¢in TP, RTso, RT75s ve RTy, incelendi. ilk olarak TP parametresi
incelendiginde; iSO grubunda Kontrol grubuna gére anlamli derecede uzadig
(Kontrol: 0,175+0,004 s; 1SO: 0,193+0,004 s, p<0,005) ve ISO+EA grubunda da bu
uzamanin anlaml bir degisiklik gdstermedigi goriildii (ISO: 0,193+0,004 s; ISO+EA:
0,187+£0,003 s, p=0,659). K+EA grubu ile Kontrol grubunun TP’leri
karsilagtirildiginda iki grup arasinda anlamli bir fark goézlenmedi (Kontrol:
0,175+£0,004 s; K+EA: 0,168+0,003 s, p=0,560). Miyositlerin gevseme siireci
incelendiginde; ISO grubunun Kontrole gére RTso, RT75 ve RTyy ulagsma siirelerinin
anlaml1 derecede uzadigi belirlendi (RTso Kontrol: 0,265+0,006 s; ISO: 0,291+0,007
s, p<0,01; RT75 Kontrol: 0,291+0,007 s; ISO: 0,326+0,007 s; p<0,002; RT Kontrol:
0,317+0,008 s; iSO: 0,383+0,010 s, p<0,001). ISO+EA grubunda ise RTso, RT7s ve
RTyp’na ulagma stirelerindeki uzamanin azaldigi gézlemlendi (RTsg ISO: 0,291+0,007
s; ISO+EA: 0,271+0,004 s, p<0,05; RT75 ISO: 0,326+0,007 s; ISO+EA: 0,299+0,005
s, p=0,01; RTgy ISO: 0,383+0,010 s; ISO+EA: 0,332+0,005 s, p<0,001). K+EA
grubunda ise relaksasyon siirelerinde Kontrol grubuna gore bir degisikligin olmadigi
goriildi (RTso Kontrol: 0,26540,006 s; K+EA: 0,250+0,005 s, p=0,265; RT7s Kontrol:
0,291+0,007 s; K+EA: 0,276+0,005 s, p=0,320; RTgy Kontrol: 0,317+0,008 s; K+EA:
0,304+0,006 s, p=0,670) (Sekil 4.4D-G). Bu bulgular, patolojik kardiyak hipertrofi
sonucunda meydana gelen fonksiyonel bozukluklarda EA’nin iyilestirici bir etkiye

sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 4. Kardiyomiyositlerin elektriksel alan uyarisi altinda kaydedilen kasilma parametreleri. A)
Deney gruplarinin elektriksel alan uyarisi altinda ventrikiil miyosiylerinden kaydedilen kasilma
traseleri. B) Diyastolik durumdaki sarkomer boyu. C) Fraksiyonel kisalma orani. D) Kasilmanin
maksimuma ulagma siiresi. E) Relaksasyonun %50’sine ulagma siiresi. F) Relaksasyonun %75’ine
ulagma siiresi. G) Relaksasyonun %90°nina ulasma siiresi. Degerler ortalama + standart hata olarak
verildi. Sirasiyla Kontrol, ISO, ISO+EA, K+EA gruplar icin n=90, 118, 106, 115 kardiyomiyosit,
Kontrol grubundan fark “p<0,05; ISO grubundan fark “p<0,05.
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4.3. Hiicre i¢ci Ca®* Transientleri

Bu asamada gruplar arasindaki kasilma parametrelerindeki degisimin, kasilma ve
gevseme sirasinda hiicre igine salman ve geri aliman [Ca®']; miktariyla iliskisi
arastirildi. Bunun i¢in 0,5 Hz frekansa ve 5-7 V genlige sahip elektriksel alan uyarist
altinda fura-2AM ile yiiklenmis kardiyomiyositlerden hiicre ici ortamda degisen Ca*"
konsantrasyonunu ve kinetiklerini belirlemek i¢in [Ca*']; transientleri kaydedildi.
Sekil 4.5A’da gruplarin 6rnek [Ca®']; transientleri verildi. ilk olarak gruplarin
diyastolik durumdaki hiicre i¢i bazal Ca®" konsantrasyonu incelendiginde; iSO
grubunda Kontrol grubuna gore anlamli derecede artis oldugu goriiliirken (Kontrol:
0,82+0,01; iISO: 0,90+0,01, p<0,001), ISO+EA grubunda bu degisikligin diizeldigi
goriildii (ISO: 0,90+0,01; ISO+EA: 0,85+0,01, p=0,002). Buna karsilik, K+EA grubu
ile Kontrol grubu arasinda diyastolik hiicre i¢i Ca®" seviyesi bakimindan bir fark

goriilmedi (Kontrol: 0,82+0,01; K+EA: 0,83+0,01, p=0,83) (Sekil 4.5B).

Diger yandan, iSO grubunun Ca®" transient genliginin Kontrol grubuna gore anlamli
derecede azaldig1 (Kontrol: 0,42+0,02; ISO: 0,34+0,02, p<0,02) ve 4 haftalik EA
uygulamasinm Ca®" transient genligindeki azalmay1 6nemli oranda diizelttigi goriildii
(ISO: 0,34+0,02; ISO+EA: 0,43+0,02, p<0.003). Ca’" transient genligi bakimindan
EA uygulanan ve uygulanmayan Kontrol si¢canlarinin miyositleri arasinda anlamli bir
fark bulunmadi (Kontrol: 0,42+0,02; K+EA: 0,45+0,02, p=0,78) (Sekil 4.5C). Ca*"
transientlerinin tepeye ulasma siireleri (Ca®" transient TP) incelendiginde; iSO
grubunda Kontrol grubuna gore anlamli derecede uzama oldugu goriiliirken (Kontrol:
0,078+0,001 s; iSO: 0,085+0,002 s, p<0,001), ISO+EA grubunda tepeye ¢ikis
siiresinde bir diizelme gozlenmedi (ISO: 0,085+0,002 s; ISO+EA 0,083+0,001 s,
p=0,469). Kontrol ile K+EA gruplarinin TP degerleri arasinda da anlaml1 bir fark tespit
edilmedi (Kontrol: 0,078+0,001 s; K+EA: 0,080:£0,001 s, p=0,742) (Sekil 4.5D). Ca*"
transientleri i¢in relaksasyonun %50, 75 ve 90’ma ulagsma siireleri (Ca*" transient
RTso, RT7s ve RTyg) incelendiginde; ISO grubunda Kontrole gore Ca®" transientleri
icin relaksasyonun %50, 75 ve 90’1na ulasma siireleri anlamli derecede uzadi (RTs
Kontrol: 0,200+0,004 s; 1SO: 0,225+0,004 s; RT-s Kontrol: 0,289+0,006 s; I1SO:
0,342+0,007 s; RT9o Kontrol: 0,410+0,011 s; iSO: 0,530+0,013 s, p<0,001). ISO+EA
grubunda RTsp’ye ulagma siiresinde anlamli bir azalma goriilmezken (RTs ISO:
0,225+0,004 s; ISO+EA: 0,212+0,004 s, p=0,064), RT75 ve RTyy’da siirenin azalmanin
anlamli bir seviyeye ulastigi goriildi (RT;s ISO: 0,342+0,007 s; ISO+EA:
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0,315+0,006 s, p<0,01; RTg ISO: 0,530+0,013 s; ISO+EA: 0,462+0,012 s, p<0,001).
K+EA grubu ile Kontrol grubu arasinda Ca®" transientleri i¢in relaksasyonun siireleri
bakimindan bir fark bulunamadi (RTsy Kontrol: 0,200+0,004 s; K+EA: 0,200+0,003
s, p=0,999; RT7s Kontrol: 0,289+0,006 s; K+EA: 0,292+0,006 s, p=0,978; RTq
Kontrol: 0,410+0,011 s; K+EA: 0,417+0,010 s, p=0,973) (Sekil 4.5E-G). Gruplar
arasinda Ca’" transientelerinin zaman sabitine ulasma siireleri agisindan
incelendiginde; ISO grubunda Kontrol grubuna gére anlamli derecede uzadig
goriiliirken (Kontrol: 0,155+0,004 s; ISO: 0,183+0,004 s, p<0,001), ISO+EA
grubunda bu siirenin azaldig1 goriildii (ISO: 0,183+0,004 s; ISO+EA: 0,167+0,005 s,
p<0,05). Kontrol grubu ile K+EA gruplar1 arasinda transientelrin zaman sabitine
ulagma siireleri bakimindan anlamli bir farkin olmadig: gériildii (Kontrol: 0,155+0,004
s; K+EA: 0,15240,004 s, p=0.95) (Sekil 4.5H). Sonuglar incelendiginde kardiyak
hipertrofi durumunda Ca®>" dongiisiiniin  bozuldugunun ve EA uygulamasiyla

diizelebilecegi goriilmektedir.
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Sekil 4. 5. Kardiyomiyositlerin Ca>" transient parametreleri. A) Deney gruplarimin Ca®" transient
ornekleri. B) Hiicre ici bazal Ca>" seviyeleri. C) Ca”" transienti genlikleri. D) Ca®" transientlerin tepeye
¢ikis siireleri. E) Relaksasyonun %50’sine ulasma siiresi. F) Relaksasyonun %75’ine ulagma siiresi. G)
Relaksasyonun %90’nina ulasma siiresi. H) Ca®" transientlerinin zaman sabiti. Degerler ortalama =+
standart hata olarak verildi. Sirasiyla Kontrol, iSO, ISO+EA, K+EA gruplan i¢in n=69, 77, 70, 79
kardiyomiyosit. Kontrol grubundan fark *p<0,05; iSO grubundan fark “p<0,05.
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4.4. Ca®* Akimlar

Kardiyak kasilma, hiicre i¢i Ca’* konsantrasyonundaki degisimle diizenlenir. Bu
durum AP’nin olusturdugu depolarizasyon sonucunda L-tipi Ca®* kanallarmm
acilmasiyla baslar. L-tipi Ca*" kanallarindan hiicre i¢ine ¢ok kiigiik miktarda Ca*"
girisi gergeklesir. L-tipi Ca™® kanallarindan giren Ca*" iyonlarmm sitozolik
konsantrasyonda olusturabilecegi degisim miyositlerde kasilma siire¢lerinin
yiiriitiilmesi igin yeterli degildir. Bu yiizden kanallar yoluyla giren Ca®" SR iizerinde
bulunan RyR araciligiyla sitozole Ca** salmmmun tetikler ve boylece bir amplifikasyon
mekanizmasiyla Ca>" transientlerinin olusumunu saglar ve kasilmay1 gergeklestirir.
Dolayisiyla L-tipi Ca*" kanallar1 araciligiyla olusan Ca*" akimlari sadece AP’nin
stiresini etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda uyarilma-kasilma ciftlenimini siirecinde de
6nemli bir rol oynar. Bu nedenle, Ca®* regiilasyonunda boylesine etkili olan L-tipi Ca**
akimlarinin nasil degistigini degerlendirmek igin her grupta L-tipi Ca®" akimlar
oliildii. Sekil 4.6A’da voltaj kenetleme yontemiyle tiim gruplar icin elde edilen Ca**
akim traseleri gosterilmistir. Gruplardan elde edilen ortalama akim yogunluklarinin
voltaja gore degisimi incelendiginde; ISO grubunda akim yogunlugunun Kontrol
grubuna gore anlamli olarak azaldig1 (0 mV’ta Kontrol: -10,57+0,65 pA/pF; iSO: -
5,89+0,32, p<0,001) ISO+EA grubunda ise bu azalmanin geri dondiigii gézlemlendi
(0 mV’ta i1SO: -5,89+0,32; ISO+EA: -8,57+0,42 pA/pF, p<0,001). Ayrica, K+EA
grubu ile Kontrol grubu arasinda akim yogunlugu bakimindan anlamli bir fark
olmadigr goriildii (0 mV’ta Kontrol: -10,57+0,65 pA/pF; K+EA: -9,05+0,50 pA/pF,
p=0,14) (Sekil 4.6B).
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Sekil 4. 6. Deney gruplarindan elde edilen L-tipi Ca>" akimlarinin potansiyele gore degisimi. A) Gruplar
i¢in puls protokoliine gore kaydedilen Ca*" 6rnek akim traseleri. Kayitlar, ~50 mV tan 10 mV’luk artislarla
+60 mV’a 300 ms’lik depolarize edici pulslar uygulanarak 12 farkli voltaj seviyesinde kaydedildi. B) Ventrikiil
miyositlerinin deney gruplari i¢in ortalama voltaj-akim grafigi. Degerler ortalama + standart hata olarak
verildi. Sirastyla Kontrol, ISO, ISO+EA, K+EA gruplan icin n=15, 17, 17, 15 miyosit. Kontrol
grubundan fark “p<0,05; ISO grubundan fark “p<0,05.

4.5. SR Ca*" Miktar

Kasilma igin gerekli olan Ca*" iyonunun kiiciik bir béliimii L-tipi Ca*" kanallarindan
hiicre i¢ine girerken, ok daha biiyiik bir kismi SR’da depolanan Ca®" iyonlarinin uyari
neticesinde sitozolik kisma salinmasi ile karsilanmaktadir. Kasilmanin arkasindan

gelen relaksasyon sirasinda sitozolde yiikselen Ca*" miktarin1 uzaklastirmak i¢in SR
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iizerinde yer alan SERCA tarafindan Ca**
SR, Ca’" regiilasyonunda 6nemli bir role sahiptir. Farkli gruplardan izole edilen

miyositlerde SR’daki Ca**

iyonlar1 SR igerisine geri alinir. Bu nedenle

miktarint belirlemek i¢in 10 mM’lik kafein uygulamasi
gerceklestirildi. Sekil 4.7A’da hiicre iizerine uygulanan 10 mM’lik kafeine karsilik
olusan yanit traseleri gosterildi. Gruplar arasinda SR’da depolanan Ca*" miktarlari
degerlendirildiginde; SR’daki Ca*" miktariiin iSO grubunda Kontrol grubuna gore
anlamli derecede azaldig1 (Kontrol: 0,88+0,07; ISO: 0,63+0,05, p<0,02), ISO+EA
grubunda SR’da depolanan Ca*" miktarindaki azalmanim anlamli diizeyde degismedigi
(ISO: 0,63+0,05; ISO+EA: 0,67+0,04, p=0,95), K+EA grubu ile Kontrol grubu
arasinda ise anlamli farkin olmadigi goriildii (Kontrol: 0,88+0,07; K+EA: 0,77+0,04,
p=0,42) (Sekil 4.7B). SR’dan salinan Ca*"larin geri alinma hizlar incelendiginde
gruplar arasinda anlamli farkin olmadigi goriildii (Kontrol:1,35+0,15 s; ISO:
1,11£0,06 s; ISO+EA: 0,99+0,07 s; K+EA: 1,1120,06 s, p=0,06) (Sekil 4.7C).
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Sekil 4. 7. Deney gruplarina uygulanan 10 mM’lik kafeinin olusturdugu Ca®
yiikii. A) Hiicre {izerine uygulanan kafeinin olusturdugu Ca*"
Kafein uygulamasi sonucunda olusan Ca®'

* transientleri ve SR Ca?"

transientleriyle ilgili 6rnek kayitlar. B)
transientinin genligi C) Ca*

transienti zaman sabiti.

Degerler ortalama + standart hata olarak verildi. Sirastyla Kontrol, iSO, ISO+EA, K+EA gruplar1 igin
n=16, 17, 16, 20. Kontrol grubundan fark “p<0,05.

46



4.6. Protein Ekspresyonlarinin Degerlendirilmesi ve Protein Karbonil Olciimii

Fizyolojik kosullar altinda hiicre i¢i Ca®" déngiisiiniin diizenlenmesinden sorumlu
bir¢ok protein mevcuttur. Bu nedenle kardiyak hipertrofi durumunda kasilmadaki ve
hiicre i¢i Ca®" regiilasyonundaki degisikliklerden sorumlu olan bu proteinlerin
ekspresyonlar1 da degerlendirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.8’de gosterildi. 11k
olarak SERCA protein ekspresyonu degerlendirildiginde; ISO grubunda Kontrol
grubuna goére anlamli derece ekspresyon seviyesinin arttigi bulundu (Kontrol:
0,51£0,08; ISO: 0,87+0,09, p<0,03). ISO+EA grubunda bu artisin degismedigi
goriildii (ISO: 0,87+0,09; ISO+EA: 0,85+0,08, p=1,00). Ayrica Kontrol ile K+EA
gruplar1 arasinda SERCA protein ekspresyonu miktarinda anlamli bir fark bulunmadi
(Kontrol: 0,51+£0,08; K+EA: 0,53+0,07, p=1,00) (Sekil 4.8A). Daha sonra SERCA
aktivitesinde dnemli olan PLB ve p-PLB protein ekspresyonlar1 6lgiildii ve gruplar
arasinda karsilastirildi. PLB protein ekspresyonu bakimindan gruplar arasinda anlaml
bir fark goriilmezken (Kontrol: 1,1840,06; IS0:1,02+0,04, ISO+EA: 1,12+0,05;
K+EA: 1,10£0,06, p=0,23), p-PLB protein ekspresyonunun ISO grubunda kontrol
grubuna gore anlaml olarak arttig1 (Kontrol: 0,55+0,04; ISO: 1,14+0,07, p<0,001)
ISO+EA grubunda ise bu durumun anlamli olarak azaldigi gdzlemlendi (ISO:
1,14£0,07; ISO+EA: 0,27+0,04, p<0,001). Ayrica, Kontrol grubu ile K+EA grubu
arasinda p-PLB protein ekspresyonu bakimindan anlamli bir fark bulunmadi (Kontrol:
0,55+0,04; K+EA: 0,7440,06, p=0,09) (Sekil 4.8B, C). CaMKII, uyarilma-kasilma
¢iftlenimde rol oynayan Ca®" diizenleyici birgok proteini fosforile ettiginden dolay
uyarilma-kasilma c¢iftlenimini etkiler. Bu yilizden CaMKII'nin ekspresyonunun
patolojik kardiyak hipertrofisi, sirasinda nasil etkilendigi ve EA’nin bu duruma etkisi
aragtirildi. CaMKII protein ekspresyonu gruplar arasinda degerlendirildiginde; iSO
grubunda Kontrol grubuna gdre anlamli derecede arttig1 bulundu (Kontrol: 0,65+0,04;
ISO: 1,00+0,03, p<0,001). ISO+EA grubunda protein ekspresyonunda anlamli bir
azalma gozlendi (ISO: 1,00+0,03; iISO+EA: 0,85+0,02, p<0,02). Kontrol ve K+EA
gruplar1 arasinda CaMKII protein ekspresyonu bakimidan anlamli bir fark bulunmadi
(Kontrol: 0,65+0,04; K+EA: 0,60+0,03, p=0,69) (Sekil 4.8D). Ayrica, p-CaMKII
ekspresyonu incelendiginde, iSO grubunda Kontrol grubuna gére anlamli derecede bir
artts oldugu bulundu (Kontrol: 0,66+0,05; ISO: 0,95+0,03, p<0,001). ISO+EA
grubunda ise protein ekspresyonunda azalma gozlenmesine ragmen istatiksel agidan

anlaml1 bulunmadi (ISO: 0,95+0,03; ISO+EA: 0,82+0,03, p=0,06). Kontrol ve K+EA
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gruplar1 arasinda p-CaMKII ekspresyonu bakimindan anlamli bir fark goriilmedi

(Kontrol: 0,66+0,05; K+EA: 0,62+0,03, p=0,87) (Sekil 4.8 E).
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Sekil 4. 8. Deney gruplari igin Ca®" diizenleyici proteinlerin western blot gériintii 6rnekleri ve protein
ekspresyon analizleri. A) SERCA (110 kDa), B) PLB (24 kDa), C) p-PLB (24 kDa), D) CaMKII (50
kDa) ve E) p-CaMKII (50 kDa) protein ekspresyon miktarlari. Her protein ekspresyonu GAPDH ile
normalize edildi. Degerler ortalama + standart hata olarak verildi. Tiim gruplar i¢in n=8. Kontrol
grubundan fark ‘p<0,001; iSO grubundan fark “p<0,001.
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ROT’lar hem fizyolojik hem de patolojik kardiyak iyon dengesinde gérev almaktadir.
ROT’lar uyarilma-kasilma ¢iftleniminin diizenlenmesinde gorev alan proteinleri direk
olarak ya da kinazlar aracilifiyla etkilemektedir. Bu nedenle kardiyovaskiiler
sisteminin ROT kaynaklarindan biri olan NADPH oksidaz enziminin kardiyak
hipertrofi durumunda protein ekspresyonu degerlendirildi ve EA’nin bu siirece etkisi
incelendi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.9°da 6zetlendi. ilk olarak NADPH oksidaz
enzim ailesinin  katalitik  {initesi olan Nox2’nin protein ekspresyonu
degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (Kontrol: 1,05+0,05;
ISO: 1,10+£0,07; ISO+EA: 1,01£0,06; K+EA: 0,96+0,03, p=0,33). Daha sonra
NADPH oksidaz enziminin aktif hale gelmesi i¢in gerekli olan hiicre igindeki alt
birimleri incelendi. p-47phox protein ekspresyonu degerlendirildiginde; iSO grubunda
Kontrol grubuna gore anlamli derecede arttigi bulundu (Kontrol: 0,69+0,06; ISO
1,02£0,06, p<0,001). ISO+EA grubunda ekspresyon seviyesinde azalma olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bir diizelme goriilmedi (ISO: 1,02+0,06; ISO+EA:
0,84+0,05, p=0,11). Bununla birlikte Kontrol ve K+EA gruplar1 arasinda da anlamli
bir fark bulunmadi (Kontrol: 0,69+0,06; K+EA: 0,69+0,06, p=1,00). Buna karsilik, p-
22phox protein ekspresyonunun ISO grubunda Kontrol grubuna gére anlamli derecede
arttig1 (Kontrol: 0,60+0,04; ISO: 0,90+0,03, p<0,001), EA uygulamasinin ise protein
ekspresyonundaki bu artis1 5nemli diizeyde baskiladig1 tespit edildi (ISO: 0,90+0,03;
ISO+EA: 0,74+0,04, p<0,03). p-22phox protein ekspresyonu bakimdan Kontrol ve
K+EA gruplar arasinda ise anlamli bir fark bulunmadi (Kontrol: 0,60+0,04; K+EA:
0,63+0,04, p=0,95) (Sekil 4.9A-C).

Calismamizda ayrica miyokardiyal biiylime sirasinda gerceklesen fonksiyonel
bozukluga protein oksidayonunun katkisi arastirildi. Bu durum i¢in her grubun protein
karbonil sevileri 6l¢iildii. Protein oksidasyonunun ISO grubunda Kontrol grubuna gére
anlamli derecede arttigi (Kontrol: 0,32+0,06 nmol/mg; 1SO: 1,68+0,25 nmol/mg,
p<0,001) gdzlenirken ISO+EA grubunda ISO grubuna gére protein oksidasyonunun
anlamli derecede azaldig1 (ISO: 1,68+0,25 nmol/mg; ISO+EA: 0,66+0,09 nmol/mg,
p<0,001) goriildii. Protein oksidasyonu bakimindan K+EA grubu ile Kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark gézlenmedi (Kontrol: 0,32+0,06 nmol/mg; K+EA: 0,60+0,09
nmol/mg, p=0,56). Bu bulgular EA uygulamasimin ISO sonucunda olusan kardiyak
hipertrofide antioksidan 6zellik gosterdigini kanitlamaktadir. Sonuglar bar grafigi

olarak Sekil 4.9D’de verildi.
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Sekil 4. 9. Deney gruplarin oksidatif stress parametreleri. A) Nox2 (60 kDa), B) p-47phox (47 kDa), C)
p-22phox (22 kDa) protein ekspresyon miktarlar1 ve western blot goriintiileri. D) Protein karbonil
sevileri. Degerler ortalama + standart hata olarak verildi. Her protein ekspresyonu GAPDH ile
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5. TARTISMA

Kardiyovaskiiler hastaliklar bilim ve teknolojideki tiim ilerlemelere ragmen diinya
capinda morbiditenin ve mortalitenin dnde gelen nedenlerinden biridir. Bu nedenle
kardiyovaskiiler hastaliklara neden olabilecek patolojik kaynaklarin belirlenmesi ve
bunlara yonelik tedavilerin gelistirilmesi giiniimiizde hala 6nemini korumaktadir.
Kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda yer alan patolojik kardiyak hipertrofi tedavi
edilmediginde ve dnlenmediginde kalp yetmezligine yol agabilmektedir. Patolojik
kardiyak hipertrofi agir1 nérohormonal ve mekanik uyaranlarin artmasiyla gelisir. Bu
uyaranlarin etkiledigi sinyal mekanizmalarinin en 6nemlilerinden birisi f-adrenerjik
sinyal yolagidir. B-adrenerjik sinyal yolagi kalbin bir¢ok fizyolojik ve patolojik
yanitlarina aracilik etmektedir. B-AR’larin akut olarak uyarilmasi kalbin kasilma
kuvvetini ve atim hizin arttirarak kalp debisinde belirgin bir artisa neden olmaktadir.
Ayrica, B-AR’larin kronik olarak uyarilmasi sonucunda aktive olan sinyal yolagi,
patolojik kardiyak hipertrofiye ve ilerleyen donemlerde kalp yetmezliine yol
acabilmektedir. Siirekli B-AR aktivasyonunun farelerde, domuzlarda ve tavsanlarda
kardiyak hipertrofiye neden oldugu deneysel kosullarda gosterilmistir (Hohimer ve
ark., 2005; Kim ve ark., 2006). Bunun yaninda, kopekler iizerinde gerceklestirilen bir
calismada dogal bir B-AR agonisti olan noradrenalinin kronik olarak uygulamasi
sonucunda sol ventrikiil agirhiginda artis meydana geldigi gosterilmistir (Stewart ve

ark., 1992).

Deneysel olarak patolojik kardiyak hipertrofi modelini olusturabilmek icin bir f-AR
agonisti olan ISO uygulanmaktadir. ISO’nun kardiyak hipertrofiye yol actigin
gosteren ilk bulgular miyokard nekrozu i¢in gergeklestirilen deneysel model
caligmalarindan elde edilmistir (Chappel ve ark., 1959; Handforth, 1962; Ostadal ve
ark., 1968). Bu c¢aligmalarda deney hayvanlarina 1-3 giin boyunca yiiksek dozlarda
ISO uygulanmas: sonucunda insanlardaki miyokardiyal enfarktiise benzer nekrozu
indiikledigi gozlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda sicanlara uzun siireli diisiik
doz ISO uygulamasinin insanlardakine benzer konjestif kalp yetmezligine yol agtig1
gosterilmistir (Osadchii, 2007; Nichtova ve ark., 2012). Ayrica, bircok calismada
diisiik dozlarda ISO uygulamasiyla kardiyak hipertrofinin olustugu belirlenmistir
(Benjamin ve ark., 1989).
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Calismamizda, bir B-AR agonisti olan ISO’nun dért hafta boyunca kronik olarak
uygulanmasinin ardindan olusan kardiyak hipertrofi modelinde kardiyomiyositlerde
meydana gelen Ca®" regiilasyonundaki degisikler ve kasilma bozukluklar belirlendi.
B -AR agonistinin siirekli uyarilmasi sonucunda artan ROT miktarmmn Ca®'
reglilasyonundaki degisikliklere etkisi ortaya kondu. Ayrica, bir antioksidan olan EA
uygulamasinm kardiyak hipertrofi durumunda degisen Ca®" regiilasyonuna ve
hiicrelerin kontraktil aktivitesine etkisi incelendi. Boylelikle, EA’nin kardiyoprotektif

ozellikleri kapsamli sekilde arastirildi.

Calismamizda, gruplar arasinda sagkalim oranlari agisindan farkliliklar oldugu
bulundu. Kontrol ve K+EA gruplarinda 6liim olay: goériilmezken, ISO uygulanan
grupta ise sagkalim oraninin %35,41’e diistiigli goriildii. Bulgularimizla benzer
sekilde, Meszaros ve Levai (1990) ile Mikusova ve ark. (2009) tarafindan
gerceklestirilen calismalarda uzun siireli diisiik doz ISO (5 mg/kg/giin, 21 giin)
uygulamasinin ardindan 6liim oraninin %80-90’a kadar arttig1 belirlenmistir. Ayrica,
Yeh ve ark. (2010) tarafindan gerceklestirilen bir baska ¢alismada ISO (5 mg/kg/giin,
10 giin) uygulanan grupta sagkalimin %60 oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte,
ISO+EA grubunda sagkalim oran1 belirgin sekilde artarak %58,62 olarak gerceklesti.
Bu nedenle, calisma bulgularimiz gostermektedir ki EA uygulamas: kalp krizi ve
miyokardiyal yetersizlikten dolayr meydana gelen 6lim oraninda azalmaya neden
olmaktadir. Elde ettigimiz bulguyla uyumlu olarak, Kannan ve Quine (2012)
tarafindan gergeklestirilen calismada EA uygulamasinin miyokardiyal enfaktiis alanin
azaltt1g1, apoptotik gen ekspresyonlarini diizenledigi, hiicre canliligini arttirdigi ve
bdylece miyokardiyumu ISO ile indiiklenen miyokard enfarktiisiine kars1 korudugu

belirlenmistir.

Kardiyovaskiiler sistemdeki degisiklikler nedeniyle kalp iizerinde artan talepler stirekli
B-AR uyarimina neden olur ve bunun sonucunda kardiyak hipertrofinin géstergesi olan
kalp agirligi/viicut agirlii orani, kalp agirligi/tibia uzunlugu oraninda 6nemli bir artis
meydana gelir (Linck ve ark., 1998; Suzuki ve ark., 1998; Ozaki ve ark., 2002; Ferreira
ve ark., 2007; Mikusova ve ark., 2009). Calismamizda, ISO grubunda kalp
agirhgy/viicut agirhigr ve kalp agirligi/tibia uzunlugu oranlarinin arttigi goriildi.
Benzer sekilde, Ryu ve ark. (2016), Saleem ve ark. (2018) ve Gan ve ark. (2019)

tarafindan gergeklestirilen caligmalarda da kalp agirhigi/viicut agirhign ve kalp
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agirhgy/tibia uzunlugu oranlarimin ISO uygulanan grupta arttigi ve kardiyak
hipertrofinin gergeklestigi belirlenmistir. Bununla birlikte, calismamizda, ISO
uygulanan grupta kalp agirhigi/viicut agirhgr ve kalp agirligi/tibia uzunlugu

oranlarindaki bu artiglarin EA uygulamasiyla azaldig goriildii.

Kardiyak hipertrofinin gostergesi olan diger parametreler ise hiicre boyutunda ve fetal
kardiyak genlerin aktivasyonundaki artiglardir (Selvetella ve Lembo, 2005; Shimizu
ve Minamino, 2016). Calismamizda, iSO uygulanan grupta hiicre biiyiikliigiinii temsil
eden hiicre kapasitanslarinin arttig1 goriildii. EA uygulamasinin ise hiicresel boyutta
dikkat ¢ekici bir diizelmeye neden oldugu, ancak bu azalmanin istatistiksel olarak
anlamli bir degere ulasmadigi belirlendi. Bununla birlikte, ISO grubunda fetal
kardiyak genlerden biri olan ANP’nin protein ekspresyonunun arttig1 bulundu. Benzer
sekilde, Ryu ve ark. (2016) ve Wang ve ark. (2016) tarafindan gerceklestirilen
calismalarda ISO uygulamasinin ANP protein ekspresyonunda artisa neden oldugu
gosterilmistir. Calismamizda, ISO grubunda meydana gelen ANP protein
ekspresyonundaki bu artisin EA uygulamasiyla azaldig1 goriildii. Boylece, morfolojik
ve molekiiler olarak ISO uygulanan siganlarda kardiyak hipertrofinin gelistigi ve EA
uygulamasinin kardiyak hipertrofiyi dnledigi belirlendi.

Calismamizda, B-AR sinyal yolaginin kronik uyarilmasi sonucunda olusan kardiyak
hipertrofinin yol agabilecegi fonksiyonel degisiklikleri ve EA’nin bu duruma karsi
etkisini arastirmak icin kardiyomiyositlerin kasilma parametreleri incelendi. iSO
uygulanan grupta sarkomerlerin fraksiyonel kisalma miktarinda azalma ve kasilma-
gevseme kinetiklerinde yavaslama oldugu goriildii. Boylece, ISO uygulamas: ile
olusturulan kardiyak hipertrofinin kalbin fonksiyonel yanitlarini 6nemli 6lgiide
bozdugu belirlendi. Ilgili literatiir incelendiginde; ¢alisma bulgularimizin Cai ve ark.
(2015), Gong ve ark. (2016) ve Reboul ve ark. (2017) calismalarindan elde edilen
sonuclarla uyumlu oldugu goriilmiistiir. Ancak Curl ve ark. (2018) tarafindan
gerceklestirilen ¢aligmada kasilma parametrelerinin  kontrole gore arttigi
belirlenmistir. Bunun nedeni biiyiik olasilikla kardiyak hipertrofi siirecinin baslangic
evrelerinde kardiyak debiyi korumak i¢in kalbin kasilma fonksiyonunu arttirmasidir.
Ancak bu siire¢ devam ettikce kalp artan talebi karsilayamaz hale gelir ve dekompanse
hipertrofi ger¢eklesir. Bunun sonucunda kalp fonksiyonunda bozulma meydana gelir.
Buradan hareketle, calismamizda olusturulan kardiyak hipertrofi modelinin

dekompanse oldugu sonucuna varilabilir. Ayrica, ¢alismamizda kardiyak hipertrofi
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sonucunda olusan kasilma parametrelerindeki degisikliklerin EA uygulamasi
tarafindan diizeltildigi goriilmektedir. Bu bulgular 15181nda, bir antioksidan olan EA
uygulamasinin f-AR kronik uyarilmasinin neden oldugu fonksiyonel bozukluklari

onleyebilecegi veya geri gevirebilecegi sdylenebilir.

Kalbin kasilmas1 ve gevsemesi hiicre i¢indeki Ca*" iyonlar tarafindan gergeklestirilir.
Hiicre i¢i Ca®" homeostazi kalp fonksiyonu i¢in kritik Gneme sahiptir (Bers, 2002). Bu
nedenle, kardiyak hipertrofi durumunda degisen kasilma parametrelerinin sorumlusu
hiicre i¢i Ca’" konsantrasyonlarindaki anormallikler olabilir. Bu nedenle,
calismamizda gegici hiicre i¢i Ca®" miktarlari Slgiilmiistiir. Dinlenim durumunda
Slgiilen bazal hiicre i¢i Ca®" konsantrasyon seviyelerinin iSO grubunda arttig:
gozlendi. Benzer sekilde, Beuckelmann ve ark. (1992) insan ventrikiil miyositleri
iizerinde yaptiklar1 ¢alismada ileri patolojik kardiyak hipertrofiye sahip olan grupta
dinlenim durumunda bazal Ca*" konsantrasyonunda artis gozlemlemislerdir.
Calismamizda, EA uygulamasinin diyastolik hiicre i¢i Ca*" konsantrasyonunu azalttig1
bulundu. Bulgularimiz, kardiyak hipertrofi kosullarinda, dinlenim durumunda hiicre
ici Ca®" konsantrasyonunda artis oldugunu ve artmis olan hiicre ici Ca®'
konsantrasyonunun EA uygulamasi ile distiiglinii gostermektedir. Ayrica,
calismamizda sistol sirasinda Ca®* konsantrasyonunun nasil degistigi incelendi ve iSO
uygulanan grupta Ca®" transient genliklerinin diistiigii, tepeye ¢ikis ve inis siirelerinin
uzadig1 goriildii. Bulgularimizla uyumlu olarak, bir¢ok ¢alismada hastalik durumunda
Ca’" transient genliginin ve kinetiginin yavasladig1 (Jiang ve ark., 2002; Ai ve ark.,
2005; Kubalova ve ark., 2005; Gavioli ve ark., 2014; Reboul ve ark., 2017), bununla
birlikte, EA uygulamasimnin hem genlikteki azalmayr hem de inis hizlarindaki

yavaglamay1 diizelttigi tespit edilmistir.

Kasilma sirasinda hiicre igindeki Ca®" miktarini belirleyen en énemli faktorlerden
birisi L-tipi Ca®" kanalindan giren Ca®" miktaridir. L-tipi Ca** kanalindan giren Ca>*
miktarinin fazla olmasi durumunda SR iizerinde bulunan c¢ok sayidaki RyR
reseptorlerini uyarir ve sitozole daha fazla miktarda Ca®" salmmasma neden olur.
Kasilmanm kuvvetli olabilmesi i¢in SR’dan RyR aracili salman Ca®’ miktar:
onemlidir. Ciinkii, salinan Ca®" miktarindaki artis Ca>" transientlerinin genliginde
artisa ve tepeye ulagsma siiresinde azalmaya neden olur (Bodi ve ark., 2005). Bu
nedenle, galismamizda L-tipi Ca®" akimlar incelenerek kardiyak hipertrofi durumunda

Ca”" transientlerindeki degisikliklerle iliskili olup olmadig1 ve EA uygulamasinin bu
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parametreler iizerindeki etkilerinin kaynagi arastirildi. Patolojik hipertrofi modelinde
Ca®" akimmm azaldigimi gosteren daha dnceki calismalarla benzer sekilde bizim
¢alismamizda da ISO uygulanan grupta Ca®" akimimin azaldig1 goriildii (Mukherjee ve
ark., 1998; Treinys ve Jurevicius, 2008). Ancak, Beuckelmann ve ark. (1992) ileri kalp
yetmezligine sahip hastalarin ventrikiil miyositleri iizerinde yaptiklari ¢aligmada ve
Gomez ve ark. (1997) yiiksek kan basinci sonucunda patolojik kardiyak hipertrofi
olusturduklart siganlarin ventrikiill miyositleri iizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarda
kardiyak hipertrofi durumunda Ca** akimmin degismedigini belirtmislerdir.
Calismamizda, EA uygulamasinin kardiyak hipertrofi durumunda azalan Ca** akimim
arttirdig1 goriildii. Bu nedenle, kardiyak hipertrofi durumunda sistol sirasinda SR’dan
salinan Ca®" miktarmm az olmasmin nedenlerinden biri L-tipi Ca®" kanalindan giren
Ca”" miktarinin az olmast olabilir. Ciinkii hiicre igine giren Ca®” miktarinin az olmasi
SR iizerinde daha az sayida RyR’nin agilmasini tetikleyecek ve boylece SR’dan az
miktarda Ca®" salinmasima neden olacaktir. Boylece, kardiyak hipertrofi durumunda
Ca”" transient genliginin diisiik olmasinin nedenlerinden birinin Ca*" indiiklii Ca**
saliminda rol oynayan Ca®" akimindaki azalmanim oldugu anlasilmaktadir. Bununla
birlikte, EA uygulamasi Ca®" akimini arttirarak SR’dan salman Ca>" miktarin
arttirmakta ve kasilma fonksiyonunu diizeltebilmektedir. Ayrica, kardiyak hipertrofi
durumunda SR’dan salinan Ca*" miktarinmn az olmasi ve diyastolik Ca*" miktarmim
fazla olmasi, dinlenim durumunda RyR araciligiyla hiicre igerisine Ca*" sizitisimim
artmis olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, EA uygulamasmin diyastolik
Ca®" miktarim ve Ca”" transient genligini iyilestirmesi, dinlenim sirasindaki RyR Ca*"

sizintisini azaltmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Uyarilma-kasilma giftleniminin Ca*" dongiisiinii belirleyen en 6nemli faktorlerden biri
SR’daki Ca*" miktaridir. Kalp yetmezligi durumunda SR Ca®" miktarinin azaldig1 ve
bu azalma kasilmada bozulmaya neden olabilmektedir. Calismamizda, SR’daki Ca**
miktarmin ISO grubunda Kontrol grubuna gére anlamli derecede azaldigi bulundu.
Boylece SR Ca** miktarmin azalmasinin kasilma kuvvetindeki yavaslamanin
nedenlerinden biri olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak, ISO+EA grubunda SR’da
depolanan Ca”*" miktarindaki azalmanm anlamh diizeyde degismedigi. Bu durumda

kasilma kuvvetindeki diizelme {izerinde etkisi olmadig1 diisiiniilmektedir.

. . + . P
Kardiyak hipertrofi durumunda Ca®" transientlerinin uzamasi, gevseme sirasinda

sitozolik Ca*’un uzaklastirlmasinda goérev alan diizenleyici proteinlerdeki
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anormalliklerden kaynaklanabilir. SERCA aktivitesindeki azalma bu durumun ana
nedenlerinden biri olarak gosterilmektedir (Fragoso ve Zarain-Herzberg, 2014).
Ciinkii fizyolojik durumda gevseme esnasinda SERCA hiicre igerisindeki Ca*"un
%70’ini SR igerisine geri alarak uzaklastirmaktadir. Kardiyak hipertrofi durumunda
SERCA aktivitesindeki azalmasinin nedeni ya SERCA’nin kendi ekspresyonundaki
ya da aktivitesini diizenleyen PLB’nin  ekspresyonundaki degisimden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, ¢alismamizda bu siiregten sorumlu olan proteinlerin
ekspresyonlar1 incelendi. 1SO ile olusturulan kardiyak hipertrofi grubunda SERCA
protein ekspresyonunun arttifi, PLB protein miktarinin degismedigi ve p-PLB
miktarmin ise arttigt gozlemlendi. Ancak, gerceklestirilen birgok c¢aligma kalp
yetmezligi durumlarinda SERCA ekspresyonun azaldigint veya degismedigini
gostermektedir (Currie ve Smith, 1999; Schwinger ve ark., 1999; Jiang ve ark., 2002).
Yapilan bir¢ok ¢alismada SERCA aktivitesinin sadece PLB tarafindan degil aym
zamanda sarkolipin tarafindan da diizenlendigi bulunmustur (Vangheluwe ve ark.,
2006; Bhupathy ve ark., 2007; Shanmugam ve ark., 2011). Bununla birlikte, sarkolipin
de PLB gibi fosforile olmadig1 durumlarda SERCA’y1 inhibe etmektedir. Babu ve ark.
(2006) tarafindan gergeklestirilen calismada sarkolipinin ekspresyon diizeyindeki asir1
artisin SERCA aktivitesini inhibe ettigi, boylece, SR’a Ca>" geri aliminda ve Ca*'
transient genliginde azalmaya ve gevseme hizinda yavaslamaya neden oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, ayn1 calismada, sarkolipin seviyelerindeki artigin
PLB’nin fosforilasyon durumunu degistirmedigi ve SERCA pompasit iizerindeki
sarkolipin etkisinin dogrudan oldugu oOne siiriilmektedir. Asahi ve ark. (2004)
tarafindan yapilan ¢alismada kardiyak hipertrofi durumunda sarkolipinin ekspresyon
diizeyinin artti1, bunun sonucunda SERCA’nin Ca®" afinitesinin ve Ca®" transient
genliginin azaldig1, ayrica, gevsemenin yavasladigi bulunmustur. Calismamizdan elde
edilen bulgulara gore, kardiyak hipertrofi durumunda SERCA ve p-PLB ekspresyon
diizeylerindeki artisin diyastol sirasinda artan hiicre i¢ci Ca*" konsantrasyonunu
azaltmaya yonelik bir telafi mekanizmasi olarak gerceklestigi sOylenebilir. Ancak
kardiyak hipertrofi durumunda sarkolipin ekspresyon diizeyindeki artis SERCA
aktivitesini azaltmis neden olabilir. Boylece ¢alismamizdaki bulgulardan yola ¢ikarak
kardiyak hipertrofi durumunda Ca®" transientlerinin inis siirelerindeki uzamanin
sarkolipin ekspresyon seviyelerindeki artistan kaynaklanabilecegi soylenebilir.
Bununla birlikte, ¢alismamizda, EA uygulamasiyla artan SERCA ekspresyonunun

degismedigi, p-PLB miktarinin azaldigi ve PLB ekspresyonunun degismedigi
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gbzlemlendi. Namekata ve ark. (2013) tarafindan gergeklestirilen calismada, EA’nin
bir SERCA aktivatorii oldugu ve SERCA aktivitesini arttirarak diyastolik
disfonksiyonu diizeltebilecegi One siiriilmiistiir. Bununla birlikte, ¢aligmamizda,
kardiyak hipertrofili siganlara EA uygulamasi sonucunda Ca*" transient inis siirelerinin
azaldig1, bunun nedeninin ise EA’nin dogrudan SERCA aktivitesini arttirmasindan

kaynaklanabilecegi sonucuna varilabilir.

Protein kinazlardan biri olan CaMKII, uyarilma-kasilma ciftleniminde rol oynayan
birgok iyon kanalin1 ve Ca®" tastyic1 proteinleri fosforile edebilmektedir. Bu nedenle,
CaMKII’'nin ekspresyon miktarindaki degisiklikler kasilma fonksiyonundaki
bozukluklara katkida bulunabilir (Bers ve Grandi, 2009; Anderson ve ark., 2011).
Hayvanlar iizerinde yapilan g¢aligmalarda kardiyak hipertrofi ve kalp yetmezligi
durumunda CaMKII aktivitesinin arttig1 ve CaMKII ekspresyonundaki asir1 artigin
kardiyak hipertrofiye ve kalp yetmezligine neden oldugu gosterilmistir (Ai ve ark.,
2005; Sossalla ve ark., 2010; Swaminathan ve ark., 2012). Bununla birlikte, CaMKII
inhibisyonunun kronik -AR aktivasyonu engeledigi ve bdylece kardiyak hipertrofiyi
ve kardiyak fonksiyon bozuklugunu diizelttigi belirlenmistir (Zhang ve ark., 2005; Sag
ve ark.,, 2009). Kardiyak hipertrofi durumunda CaMKII aktivitesinin ve
ekspresyonunun asir1 artisinin diyastol sirasinda RyR fosforilasyonunda artisa ve
diyastolik SR Ca®" sizintisina neden oldugu gosterilmistir (Camors ve Valdivia, 2014;
Mattiazzi ve ark., 2015). Boylece, CaMKII ekspresyonunun ve aktivitesinin asir1 artisi
dinlenim sirasinda hiicre i¢i Ca*" konsantrasyonunun yiikselmesine ve SR yiikiiniin
azalmasina neden olmaktadir (Maier ve ark., 2003; Currie ve ark., 2004; Camors ve
Valdivia, 2014). Calismamizda, daha once gergeklestirilen calisma sonuglari ile
uyumlu olarak, ISO uygulamasiyla olusturulan kardiyak hipertrofi grubunda hem
CaMKII hem de p-CaMKII ekspresyonunun arttigi goriildii. EA uygulamasinin,
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte hem CaMKII hem de p-CaMKII
ekspresyonunu azalttig1 bulundu. Boylece, kardiyak hipertrofi durumunda elde edilen
elektrofizyolojik ~ bulgularla  birlikte = CaMKII  ekspresyonundaki  artis
degerlendirildiginde, ISO uygulamasmmn dinlenim durumunda RyR’yi fosforile
ederek SR Ca®" sizintisina ve dinlenim sirasindaki sitozolik Ca®" konsantrasyonunda
artisa neden oldugu soylenebilir. Ayrica, EA uygulamasi CaMKII ekspresyonunun

azalmasi yoniinde etki ederek dinlenim sirasinda hiicre igerisine Ca** sizitismim
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azalmasma ve boylece dinlenim sirasinda hiicre i¢i Ca®* konsantrasyonunun

azalmasina neden olmaktadir.

Kalpte ROT {iretiminin 6nemli kaynaklarindan biri olan NADPH oksidaz enzim ailesi
birgok sinyal yolaginin uyarilmasiyla aktive olur ve bunlardan bir tanesi de B-AR
sinyal yolagidir (Nabeebaccus ve ark., 2011; Sag ve ark., 2014). Kardiyak
hipertrofinin gelisimine katkida bulunan B -AR’in katekoleminlerle uzun siireli
uyartlmast ROT iiretiminin artmasina neden olur (Bovo ve ark., 2012). Son yillarda
yapilan calismalarda NADPH oksidaz tlirevli ROT’larin kardiyak hipertrofinin
olusmasinda 6nemli bir rol oynadig1 ve bu siiregte aktivitesinin ve ekspresyonun arttigi
goriilmistiir (Heymes ve ark., 2003; Looi ve ark., 2008). Caligmamizda, B-AR sinyal
yolaginin siirekli uyarilmasi sonucunda NADPH oksidaz enzim aracili ROT
iiretiminin gerceklesip gergeklesmedigini belirlemek i¢in NADPH oksidaz enziminin
Nox2 izoformunun ve aktivasyonunda gerekli olan alt birimlerinin (p-22phox ve p-
47phox) ekspresyonlar1 incelendi. Calismamizdan elde ettigimiz bulgulara gére ISO
uygulamasinin Nox2 protein ekspresyonunu degistirmedigi ancak p-22phox ve p-
47phox alt birimlerinin protein ekspresyonlarini arttirdigi goriildii. Literatiirde
gerceklestirilen bir¢ok ¢alismada kardiyak hipertrofi ve kalp yetmezligi durumunda
Nox2 izoformunun ve alt birimleri olan p-22phox ve p-47phox protein
ekspresyonlarinin arttigit bulunmustur (Li ve ark., 2002; Krijnen ve ark., 2003;
Murdoch ve ark., 2006; Jin ve ark., 2017). Calisma bulgularimizla uyumlu olarak,
Polizio ve ark. (2008) yapmis olduklar1 calismada kardiyak hipertrofi durumunda
Nox2 ekspresyonunun degismedigini, bununla birlikte, p-22phox ve p-47phox alt
birimlerinin protein ekspresyonlarmin arttigmi gostermislerdir. Ayrica, fareler
iizerinde yapilan bir¢ok calismada p-47phox protein ekspresyonun kalp yetmezligi
durumunda artti§1, p-47phox nakavt farelerde kalp yetmezliginin gelismedigi
goriilmistiir (Ahn ve ark., 2015). Bunun disinda, gerceklestirilen bazi calismalarda p-
47phox protein ekspresyonu olmadigt durumlarda ROT diretiminin azaldig:
gosterilmistir (Doerries ve ark., 2007; Patel ve ark., 2013; Ahn ve ark., 2015).
Calismamizda kardiyak hipertrofi durumunda EA uygulamasinin p-47phox protein
ekspresyonunda anlamli seviyeye ulasmasa da bir azalmaya neden oldugu, bununla
birlikte, p-22phox protein ekspresyonlarindaki azalmanin ise daha belirgin oldugu
goriildii. Boylece, calisma bulgularimizdan hareketle, kronik ISO uygulamasiyla
NADPH oksidaz enzim aracilt ROT {iretiminin arttigt ve EA uygulamasiyla bu
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durumun diizeldigi soOylenebilir. Bununla birlikte, kardiyak hipertrofi ve kalp
yetmezligi durumunda NADPH oksidaz enzimi tarafindan artan ROT miktarinin
uyarilma-kasilma c¢iftlenimini etkiledigi bilinmektedir (Santos ve ark., 2016). Ayrica,
ROT’larin hiicre igerisindeki asir1 artiginin CaMKII aktivitesinin artisina neden oldugu
gosterilmistir (Zhang ve ark., 2005). ROT’lar hem kinazlar hem de kanala direkt
oksidasyon yoluyla etki ederek diyastolik Ca*" sizintisimi arttirabilir ve SR Ca®'
iceriginin azalmasina neden olabilir (Burgoyne ve ark., 2012). Calisma bulgularimiz,
kardiyak hipertrofide artan NADPH oksidaz enzim aracili ROT larin, CaMKII protein
ekspresyonunu arttirdigini ve boylece diyastolik Ca*" sizintisim arttirarak dinlenimde
hiicre i¢i Ca®" konsantrasyonunda artisa neden oldugunu gostermektedir. Ayrica, EA
uygulamasinin ROT miktarinda azalmaya neden olarak bu durumu tersine ¢evirdigi

goriilmektedir.

Kardiyak hipertrofi durumunda hiicre icerisinde artan ROT miktar1 arjinin, histidin,
prolin, treonin ve sistein gibi bir¢cok aminoasit rezidiilerinde protein karbonillerin
olusmasina neden olmakta ve bu nedenle, protein oksidatif hasar1 gergeklesmektedir
(Stadtman ve Levine, 2003). Bir¢ok ¢alismada protein oksidasyonunun ve oksidatif
stresin zararl etkilerini degerlendirmek i¢in protein karbonilasyonu kullanilmaktadir
(Yan ve Sohal, 2000; Dalle-Donne ve ark., 2003; Wehr ve Levine, 2013). Bu nedenle
protein karbonil, protein oksidasyonunu ve oksidatif stresin derecesini dlgmek i¢in en
yaygin kullanilan biyobelirteclerden biridir (Stadtman, 2001). Calismamizda, olusan
ROT’un ciddiyetini belirlemek icin protein karbonil miktarlar1 dlgiildi. ISO
uygulamasi sonucunda olusan kardiyak hipertrofi durumunda protein oksidasyonunun
arttig1, EA uygulamasiyla bu artisin azaldigi gortildii. Benzer sekilde, Bowen ve ark.
(2015) tarafindan gergeklestirilen calismada kalp yetmezligi olusturulan farelerde
protein karbonil miktarinin arttii ve bu artisin kasilma fonksiyonunda bozukluga
neden oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, ¢alisma bulgularimizdan hareketle, kardiyak
hipertrofi durumunda zayiflayan kasilmanin uyarilma-kasilma ¢iftleniminden sorumlu
proteinlerin oksidasyonlarindan kaynaklanabilecegi ve EA uygulamanin antioksidan

ozelliginden dolay1 bu kasilma fonksiyonunu diizeltebilecegi sdylenebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda, B-AR agonisti olan ISO’nun uygulanmasi sonucunda olusan kardiyak
hipertrofinin miyositlerin kasilmasinda ve Ca®" regiilasyonunda meydana getirdigi

degisiklikler ve bu degisikliklere 4 hafta boyunca EA uygulamasinin etkisi incelendi.

Siganlarda ISO (0,5 mg/kg/giin) uygulamasinin sagkalim oranini azalttig1, buna karsin
EA (20 mg/kg/giin) uygulamasinin sagkalimi arttirdign goriildi. Bdylece, EA
uygulamasinin kalp krizi ve miyokardiyal yetersizlikten dolayr meydana gelen 6lim

oraninda azalma saglayabilecegi gosterildi.

4 hafta siiresince ISO uygulamasinin ardindan siganlarda patolojik kardiyak hipertrofi

gelistigi ve EA uygulamasinin bu durumu engelledigi goriildii.

Patolojik kardiyak hipertrofi sonucunda meydana gelen kasilma genligindeki
azalmanin ve gevseme sliresindeki uzamanin EA uygulamasiyla diizeldigi bulundu.
Ayrica, bozulan hiicre i¢i Ca®" regiilasyonun EA uygulamasiyla diizeldigi

gbzlemlendi.

Sistolii baglatan Ca”" akim 6lciildiigiinde patolojik kardiyak hipertrofi durumunda
Ca®" akiminin azaldig1 ve EA uygulamasiyla baskilanmis olan akimm arttig1 bulundu.
Bu durum, EA uygulamasiyla diizelen Ca*" transient genligindeki artist

aciklamaktadir.

Kardiyak hipertrofi durumunda diyastolik hiicre i¢i Ca** konsantrasyonunun arttigi,
buna karsin EA uygulamasiyla normal seviyelere yaklastigi bulundu. Bu durumun ana
kaynaklarindan biri dinlenim sirasinda RyR fosforilasyondaki artis sonucunda artan
diastolik Ca*" sizintis1 olabilir. RyR fosforilasyonunu saglayan kinazlardan biri de
CaMKII proteinidir. CaMKII’1n protein ekspresyonlar1 degerlendirildiginde kardiyak
hipertrofi durumunda arttig1, ancak EA uygulamasiyla azaldigi bulundu.

Kronik B-AR uyarilmasi sonucunda NADPH oksidaz enzim izoformu olan Nox2 ve
alt birimlerinin (p-22phox ve p-47phox) ekspresyon diizeylerinin artmasindan dolay1
ROT miktarinin arttigi, bununla birlikte, EA uygulamasiyla ROT miktarinin azaldig:
bulundu. Kardiyak hipertrofi durumunda hiicre igerisinde artan ROT miktarinin

CaMKII fosforilasyonunu arttirabilecegini diisiiniilmektedir.
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Kardiyak hipertrofi durumunda Ca®" transient inis siirelerinin uzamasinin SERCA
aktivitesindeki azalmadan ve bunun da sarkolipin ekspresyon diizeyindeki artistan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, EA’nin dogrudan SERCA aktivitesini

arttirarak Ca" transientlerinin inis siirelerinde azalmaya neden oldugu sdylenebilir.

Sonug olarak, kardiyak hipertrofi durumunda artan ROT’larin Ca>" regiilasyonunun
bozulmasina yol agarak miyositlerin kontraktil aktivitesinde anormalliklere neden
olabilecegi ve kronik EA uygulamasiyla Ca®" regiilasyonunun diizelmesine bagh

olarak fonksiyonel yanitlarin da iyilesebilecegi goriilmektedir.

Kardiyak hipertrofi durumunda bozulan Ca** homeostazisinin EA uygulamasiyla
diizeldigi, ancak, bu diizelmenin hangi mekanizmalar aracilig1 ile gerceklestigini kesin
olarak belirlemek ve miyosit digindaki diger yapilarin da bu stireclerdeki rollerini tayin

etmek i¢in daha kapsamli ¢caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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