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Ozet

Amacg: Epikardiyal yag dokusu (EYD) kalbin kasilma aktivitesi icin lokal bir
enerji kaynagidir. Omentin, yeni tanimlanan bir adipositokindir ve baslica
EYD'de eksprese edilir. Omentinin kalp Uzerindeki etkileri hala
bilinmemektedir. Kimerin de yeni bir kemoatraktan adipokindir. Kimerin ve
onun reseptort EYD’de belirlenmis olmasina ragmen kardiyovaskiler etkileri
hala arastirlmamistir. PI3K gama (PI3Ky), PI3K alfa (PI3Ka), beta adrenerjik
reseptér 1 (B1-AR), beta adrenerjik reseptér 2 (B2-AR), endotel kaynakli
nitrik oksit sentaz (eNOS), sarkolemmal L-tipi Ca*? kanali (CaV1.2),
sarkoplazmik retikulum Ca*?-ATPaz 2a (SERCA2a) ve fosfolamban (PLN) kalp
kasilmasini dizenlemektedirler. Bu calismanin amaci izole sican kalplerinde
omentinin ve kimerinin sol ventrikdlin gelistirdigi basing (SVGB; bir kasiima
indeksi), sol ventrikil basincinda artisin maksimum hizi (+dP/dtmax; diger
kasilma indeksi), dakikada kalp atim sayisi, koroner akim, monofazik aksiyon
potansiyeli amplitidid (MAPamp) ve repolarizasyonun % 90'Inda MAP slresi
(MAPgo) Uzerine etkilerini galismaktir. Diger bir amacimiz ise omentinin ve
kimerininin PI3Ka, PI3Ky, B1-AR, B2-AR, eNOS, CaV1.2, SERCA2a ve PLN
genlerinin ekspresyonlarina etkisini arastirmaktir.

Yontem: Kalpler sodyum tiyopental anestezisi (50 mg/kg) altinda izole edilip
modifiye Krebs-Henseleit ¢ozeltisi (mK-Hg) ile perflize edildi. Stabilizasyon
déneminden sonra 100, 200 ve 400 ng/ml omentin dozlar ile 10, 100 ve
1000 nM kimerin dozlari kalplere 30 dakika uygulandi. Bir grupta kalpler 400
ng/ml omentin uygulamasindan 5 dakika énce PI3K inhibitéri olan LY294002
(10 uM) iceren mK-Hg ile perfiize edildi. Diger bir grupta ise kalpler 1000 nM
kimerin uygulamasindan 5 dakika once nitrik oksit sentaz inhibitérid olan L-
NAME (10 mM) kapsayan mK-Hg ile perflize edildi. Ayrica yukarida adi gegen
genlerin ekspresyon dlzeyleri Uzerine omentinin ve kimerinin etkileri
arastirildi. Gen ekspresyonlari revers transkripsiyondan sonra gercgeklestirilen
real-time polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlendi. Siklik adenozin
monofosfat (CAMP) ve siklik guanozin monofosfat (cGMP) konsantrasyonlari
ise ELISA teknigi kullanilarak 6lguldd.

Bulgular: Omentin ve kimerinin tim dozlari SGVB ve +dP/dtmaxt anlamli
Olcide azaltirken dakikada kalp atim sayisi, MAPamp ve MAPyy"I etkilemedi.
Kimerinin 1000 nM dozu ayrica koroner akimi azaltti. LY294002 ve L-NAME
sirastyla omentinin ve kimerinin kasilma Uzerindeki etkilerini antagonize etti.
Omentinin 100 ng/ml dozu ve kimerinin 10 nM dozu eNOS gen
ekspresyonunu ve cGMP dizeylerini degistirmedi. Omentinin ve kimerinin
diger dozlari eNOS gen ekspresyonunu ve cGMP dlzeylerini arttirdi.
Omentinin ve kimerinin bUtin dozlan CaV1.2 gen ekspresyonunu belirgin
sekilde azaltti. Omentinin calisilan dozlari ve kimerinin 100 ve 1000 nM



dozlari PI3Ky gen ekspresyonlarini anlaml sekilde azaltti. Omentin PLN gen
ekspresyonunu etkilemedi fakat kimerin 100 ve 1000 nM dozlarinda PLN gen
ekspresyonunu azaltti. Diger genlerin ekspresyonlari ve cAMP diizeyleri ise
degismedi.

Sonug: Bulgularimiza goére izole sican kalplerinde akut omentin ve kimerin
uygulamasinin negatif inotropik etkiye neden olabilecegi ve bu etkiye PI3Ky,
CaV1.2 ve NO sinyal yolunun aracilik edebilecegdi sonucuna variimistir.

Anahtar kelimeler: Omentin, kimerin, gen ekspresyonu, izole sican kalbi.



Summary

Objective: Epicardial adipose tissue (EAT) is the local energy source for the
contractile activity of the heart. Omentin, a recently identified novel
adipocytokine, is mainly expressed in EAT. Effects of omentin on the hearts
are still unknown. Chemerin is also a novel chemoattractant adipokine.
Although chemerin and its receptor have been detected in EAT,
cardiovascular effects of chemerin have not been investigated. PI3K gamma
(PI3Ky), PI3K alpha (PI3Ka), beta adrenergic receptor-1 (B1-AR), beta
adrenergic receptor-2 (B2-AR), endothelial nitric oxide synthase (eNOS),
sarcolemmal L-type Ca’* channel (CaV1.2), sarcoplasmic reticulum Ca®*-
ATPase 2a (SERCAZ2a), and phospholamban (PLN) have been shown to
regulate myocardial contractility. We aimed to study the effects of omentin
and chemerin on left ventricular developed pressure (LVDP; an index of
cardiac contractility), maximal rate of pressure development of left ventricle
(+dP/dtmax; another index of cardiac contractility), heart rate (HR), coronary
flow (CF), monophasic action potential amplitude (MAPamp) and MAP
duration at 90% repolarization (MAPg). We also aimed to study the effect
of omentin and chemerin on PI3Ka, PI3Ky, B1-AR, B2-AR, eNOS, CaVl.2,
SERCAZ2a ve PLN gene expression.

Method: The hearts were isolated under sodium thiopental (50 mg/kg)
anesthesia and perfused with modified Krebs-Henseleit solution (mK-Hs).
After stabilization, 100, 200 and 400 ng/ml doses of omentin and 10, 100
and 1000 nM doses of chemerin were administered to the hearts for 30
minutes. In a group, the hearts were perfused with mK-Hs containing
LY294002 (10 upM), a PI3K inhibitor, 5 minutes before 400 ng/ml omentin
administration. In another group, the hearts were perfused with mK-Hs
containing 10 mM L-NAME, a nitric oxide synthase inhibitor, 5 minutes before
1000 nM chemerin administration. In addition, we investigated the effects of
omentin and chemerin on the expressions of genes mentioned above. Gene
expressions were determined by real-time polymerase chain reaction after
reverse transcription. Cyclic adenosine monophosphate (cAMP) and cyclic
guanosine monophosphate (cGMP) concentrations were calculated using
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

Results: All doses of omentin and chemerin significantly decreased LVDP
and +dP/dtnhax while they had no effect on HR, MAPamp and MAPg. 1000 nM
dose of chemerin also decreased CF. LY294002 and L-NAME antagonized the
effects of omentin and chemerin on contractility respectively. Omentin in 100
ng/ml dose and chemerin in 10 nM dose did not affect eNOS gene expression
and cGMP levels. However, other doses of omentin and chemerin increased
eNOS gene expression and cGMP levels. All doses of omentin and chemerin
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significantly decreased CaV1.2 gene expressions. The doses of omentin
studied and 100 and 1000 nM doses of chemerin significantly decreased
PI3Ky gene expressions. Omentin PLN gen expression did not change.
However, 100 and 1000 nM doses of chemerin decreased PLN gen
expression. The expressions of other genes and cAMP level were not
significantly modified.

Conclusion: We suggest that acute omentin and chemerin treatment leads
to a negative inotropic action with the involvement of NO pathway, CaVv1.2
and PI3Ky on isolated rat heart.

Key words: Omentin, chemerin, gene expressions, isolated rat heart.
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda yag dokusunun degisik hormonlari, bliyime faktoérlerini ve
sitokinleri salgilamasindan dolaylr endokrin bir doku olmasi Uzerinde
durulmaktadir (Poulos, Hausman, D.B. & Hausman G.]J., 2010; Coelho,
Oliveira & Fernandes, 2013). Simdiye kadar yag dokusundan alti ylizden
fazla proteinin salgilandigi bildirilmistir. Adipokinler ya da adipositokinler
olarak isimlendirilmis olan bu proteinler endokrin, otokrin ve parakrin
etkilerinden dolay! degdisik biyolojik sirecler ile iliskilendirilmistir (Komolka,
Albrecht, Wimmers, Michal & Maak, 2014). Visseral yagin kalp etrafinda
depolanan 6zel bir sekli olan epikardiyal yag dokusu da, cok sayida
adipositokin yapma ve salgilama yetenedine sahiptir (Sengiil & Ozveren,
2013).

Omentin omental yag dokusunda yapilan ¢ ylz on (¢ amino asitten
olusmus bir adipositokindir (Schaffler vd., 2005). Her ne kadar omentin
reseptdrleri tanimlanmamissa da (Yamawaki, Tsubaki, Mukohda, Okada &
Hara, 2010), omentin proteininin insanlarda omental yad doku disinda
EYD'de de bulundugu gosterilmistir (Fain vd., 2008). Omentin, serin ve
treonin amino asitlerine 6zgl protein kinaz (Akt) /protein kinaz B'yi (PKB)
aktive ederek adipositlerde instlin aracihidi ile glukoz alimini kolaylastirir
(Schaffler vd., 2005). Omentin endotel hucrelerinde eNOS fosforilasyonunu
arttirarak (Yamawaki vd., 2010; Yamawaki vd., 2011b; Maruyama vd.,
2012) vaskadler iltihabi azaltici bir adipokin olarak rol oynar (Ohashi, Shibata,
Murohara, Ouchi & 2014). Bu ylzden omentin anti-inflamatuar etkisi ile
obezite ile iligkili metabolik ve kardiyovaskdiler hastaliklarda koruyucu olabilir
(Tan, Zheng & Tang, 2015). Ayrica omentin NO yapimi ile ile oksidatif stresi
ve iltihabi baskilayarak anti-aterojenik (aterosklerozu d&nleyici) etki de
go6sterir (Tan vd., 2015).

Omentin sigan izole kan damarlarinda vazodilatér etki yaparak
(Yamawaki vd., 2010), agonistlerin neden oldugu akut kan basinc
artmalarini NO yolu ile inhibe eder (Kazama, Okada, Hara & Yamawaki,
2013). Ayrica Akt/eNOS sinyal yolunu aktive ederek, kan akimini ve kapiller
yogunlugu da arttirir (Maruyama vd., 2012). Kronik omentin uygulamasinin
sicanlarda monokrotalin ile olusturulmus pulmoner arteriyal hipertansiyonu
engelledigi gosterilmistir (Kazama, Okada & Yamawaki, 2014). Omentin akut
iskemi hasari olusturulan sican kalplerinde Akt'a bagh hlcre ici sinyal
mekanizmalariyla kalp kasi hicrelerinde apoptozisi baskilayarak iskeminin
olusturdugu hasari iyilestirir (Kataoka vd., 2014). Bundan baska
miyokardiyal hipertrofide de patolojik slreci duzeltir (Matsuo vd., 2014).
Tdm bunlar géz 6niinde bulunduruldugunda omentin iyi adipositokinlerden
birisi olarak goérulmektedir. Omentinin gelecekte kardiyovaskiler hastaliklar
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icin bir potansiyel belirteg olabilecegi gibi terapotik hedef olarak da
kullanilabilecegi 6ngérilmektedir (Yamawaki, 2011a).

Kimerin de inaktif formu toplam yliz altmis (¢ amino asit olan bir
adipositokin olarak bilinir (Ferland & Watts, 2015). Kimerin reseptorleri ile
kimerinin kendisi adipoz dokuda ve EYD’de varligi gosterilmistir (Mattu &
Randeva, 2013). Kimerin de omentin gibi PI3K/Akt/eNOS hlcre igi sinyal
yolu ile NO uretimini uyarabilmektedir (Josette, Azadeh, Carla, Peter, Jeffrey
& 2012). Kimerin anti-inflamatuar etkisini NO sentezine yol acarak ortaya
cikartmaktadir (Yamawaki, Kameshima, Usui, Okada & Hara, 2012). Kimerin
ayrica endoteli saglam damarlarda fenilefrin ve endotelin-1'in kontraktil
yanitini arttinr (Lobato wvd., 2012). Simdiye kadar, kardiyovaskuler
hastaliklara eslik eden obezitede, iltihapta, metabolik sendromda ve
diyabette kimerinin etkileri calisilmistir (Ferland & Watts, 2015; Bozaoglu
vd., 2007; Chakaroun vd., 2012). Serum kimerin dizeyi vicut kitle indeksi,
kan basinci, serum lipid dlzeyi, insulin ve kolesterol gibi obezite ile iligkili pek
cok parametre ile parelel artis gdstermektedir (Bozaoglu vd., 2007;
Chakaroun vd., 2012). Egzersize bagh kilo kaybi veya kalori aliminin
azaltilmasi ile serumdaki kimerin seviyesi azalir (Chakaroun vd., 2012).

Insan ve diger bircok memeli tiriiniin kalbinde yiiksek oranda bulunan
B-AR’ler katekolaminlerin pozitif inotropik ve kronotropik etkilerine aracilik
etmektedir (Brodde & Michel, 1999; Madamanchi, 2007). Omentin ve kimerin
kalp kasilmasi ve dakikada atim sayisi lzerinde etki gbsterebilir ve bu olasi
etkiye B-AR’ler aracilik edebilir. Genel olarak B1-2-AR’lerin uyarilmasi ile
uyarici G proteini (Gs) ve buna bagl olarak adenil siklaz (AS) enziminin
aktivasyonu sonucu hicre ici cAMP dizeyinin arttigi bilinmektedir. cAMP,
protein kinaz A’yl (PKA) aktive ederek hiicre ici Ca*? diizeylerini kontrol eden
proteinlerin fosforilasyonuna neden olmaktadir. Sarkolemmadaki CaV1.2 bu
proteinlerden biridir ve bu kanal fosforilasyonu sonucunda acilarak hicreye
Ca*? girisine izin verir (George & Pitt, 2006). Bdylece kalbin kasilmasi artar.
Kalbin gevsemesi sirasinda sitozoldeki serbest Ca*?, SERCA2a aracilidiyla
aktif transport ile SR'a geri alinir. SERCA2a aktivitesi PLN proteini tarafindan
dizenlenmektedir. PLN'nin PKA tarafindan fosforilasyonu SR’ye Ca*? geri
alimini artirir ve kalp kasi gevser (Machackova, Barta & Dhalla, 2005).

Omentin ve kimerin igin ortak bir hlcre ici sinyal yolu olan PI3K/Akt
hiicre yasamini, hiicre ¢odalmasini arttirdi§i gibi hiicre ici Ca™?
dizenlenmesinde rol oynar (Kerfant vd., 2005; Kerfant, Rose, Sun & Back,
2006). PI3K/Akt sinyal yolunun bir alt birimi olan PI3Ka, kalp kasi
hiicrelerinde Ca*? akimini degistirerek kasiimay! arttirir (Ghigo, Morello,
Perino, Damilano & Hirsch, 2011). PI3Ky ise hicre ici cAMP miktarini
azaltarak kontraktilitenin duzenlenmesinde ise karisir (Alloatti vd., 2005).
Omentin ve kimerin PI3K/Akt sinyal yolu Uzerinden Akt fosforile ederek
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NO'yu arttirir (Maruyama vd., 2012; Kataoka vd., 2014; Josette vd., 2012).
NO da kalp kasilmasini etkiler (Massion, Feron, Dessy & Balligand, 2003;
Seddon, Shah & Casadei, 2007; Van de Sandt vd., 2013). Bu nedenle
PI3K/Akt/eNOS sinyal yolu kalp kasilmasinin dizenlenmesinde dénemli rol
oynamaktadir (Kerfant vd., 2005; Kerfant vd., 2006).

Omentinin ve kimerinin obezite, iltihap, metabolik sendrom ve diyabet
ile iliskilendirildigi ve bu durumlarin da kardiyovaskiler hastaliklara eslik
ettigi bilinmektedir (Tan vd., 2015; Ferland & Watts, 2015; Bozaoglu vd.,
2007; Chakaroun vd., 2012). Bu nedenle omentinin ve Kkimerinin
kardiyovaskiler fonksiyonlari etkileyebilecegi ongoérilebilir. Buna karsilk
omentinin ve kimerinin izole sican kalplerinde kalbin kasilma kuvveti tGzerine
etkisi ile PI3Ka, PI3Ky, B1-AR, B2-AR, eNOS, CaV1.2, SERCA2a, PLN gen
ekspresyonlarina etkisi galsiimamistir. Bu ylzden bu galismanin amaci;
omentin ve kimerinin SVGB, +dP/dtn.x, dakikada kalp atim sayisi, koroner
akim ve MAP (zerine olan etkisini ortaya cikarmaktir. Ayrica bu etkilerde
gorev aldigi dastnidlen PI3Ka, PI3Ky, B1-AR, B2-AR, eNOS, CaVl.2,
SERCA2a, PLN genleri ile iligskisi olabilecek hucre ici sinyal yolaklarini
belirleyebilmektir. Bu amacla izole sican kalplerinde omentinin ve kimerinin
SVGB, +dP/dtnax, dakikada kalp atim sayisi, koroner akim, MAPamp ve
MAPg, Uzerindeki etkileri ve kalp dokusundan da PI3Ka, PI3Ky, B1-AR, B2-
AR, eNOS, CaV1.2, SERCA2a ve PLN genlerinin ekspresyonlarina etkisi
arastirildi. Bir PI3K inhibitéri olan LY294002 ile omentinin etkileri ve bir NO
sentaz inhibitdori olan L-NAME ile kimerinin etkileri antagonize edilerek
omentin ve kimerinin kalbin kasilma kuvveti ile iligkili olabilecek hucre igi
sinyal yolunun ortaya konulmasi hedeflenmistir.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Yag Dokusu

Yag dokusu; preadipositler, adipositler, immun hicreleri (makrofojlar,
lenfositler ve monositler), diz kas hicreleri, endotel hicreleri, fibroblastlar
ve kdk hicre gibi degisik hiicre tiplerinin bulundugu sinir sistemine bagli bir
bag dokusudur (Hyvonen & Spalding, 2014; Poulos vd., 2010; Gimeno &
Klaman, 2005). Yetmis kg agirhgindaki bir erkekte ortalama olarak onbes kg
yag dokusu var olup, bu da toplam vicut kitlesinin % 21’ini olusturmaktadir.
Bu oran kadinlarda, yasllarda ve asin kilolu kisilerde daha fazladir
(Alexopoulos, Katritsis & Raggi, 2014).

Yag dokusu; vicudu destekleyen, i1si yalitimi ve enerji saglayan bir
dokudur (Poulos vd., 2010). Son on yildir yag doku dedisik hormonlari,
baylime faktorlerini, matriks proteinlerini, enzimleri, sitokinleri ve diger
faktorleri salgilayan bir endokrin doku olarak kabul edilmektedir. Ayrica yag
dokusu bircok hormon ve sitokini sentezleme ve salgilama fonksiyonunun
yani sira, hicre zarinda ve sitoplazmasinda birgok hormon ve sitokin igin
reseptorleri de bulundurmaktadir (Poulos vd., 2010; Coelho, vd., 2013). Yag
dokusunun temel hucresi olan adipositler adipokin veya adipositokin olarak
isimlendirilen adiponektin, leptin, resistin, apelin, kimerin, omentin, nesfatin
ve vaspin gibi degisik faktorleri kana salgilarlar (Northcott, Yeganeh, Taylor,
Zahradka & Wigle, 2012; Mattu & Randeva, 2013). Adipositlerden salinan
adiponektin, leptin, visfatin gibi peptitler adipokin olarak isimlendirilir.
Stromal vaskdller hicrelerden salinan makrofaj inflamatuar protein, timor
nekroz faktér alfa (TNFa) ve interlokin 1B-6-8-10 gibi peptitler ise sitokin
olarak adlandirilirlar. Apelin, resistin gibi peptitler, hem adipositlerden hem
de stromal vaskiller hicrelerden salgilandigi icin adipokinler yada
adipositokinler diye adlandirlabilir (Mattu & Randeva, 2013). Simdiye kadar
yagd dokusundan alti ylzden fazla proteinin salgilandigi bildirilmistir. Bu
proteinler endokrin, otokrin ve parakrin etkilerinden dolay! degisik biyolojik
sliregler ile iligskilendirilmistir (Komolka vd., 2014). Bu ylzden yad dokusu
metabolizma ve vaskiler fonksiyonlari etkileyen bir dokudur (Golia vd.,
2014).

2.1.1. Yag dokusu tipleri

Yag dokusu morfolojisine ve fizyolojisine gére beyaz yag dokusu (BYD)
ve kahverengi yag dokusu (KYD) olarak ikiye ayrilir (Poulos vd., 2010;
Cherian, Lopaschuk & Carvalho, 2012). Her ikisininin de farkl fizyolojik rolleri
vardir.



2.1.1.1. Kahverengi yag dokusu

Kahverengi yag dokusu daha cok kis uykusuna yatan memelilerde,
gocmen kuslarda ve kemirgenlerde bulunur. Daha az miktarda yenidodanda
ve geng eriskinde vardir (Alexopoulos vd., 2014). Kahverengi yag dokusu
insanlarda klavikular, supraklavikular ve subskapular gibi bélgelerde dagiimis
olarak bulunur.

Kahverengi yag dokusunun adipositlerinin ortalama vyaricapi BYD’nin
adipositlerininkinden daha  klglktir. Kahverengi yad dokusundaki
adipositlerin degisik bulyUkliklerde sitoplazmik lipid damlaciklari ve c¢ok
saylda mitokondrileri vardir. Kahverengi yag dokusu mitokondrileri
araciligiyla yag asitlerinin oksidasyonu ile isi Uretimi icin 6zellesmistir ve
soguga maruz kalindiginda 1si Gretiminden sorumludur (Coelho vd., 2013;
Poulos vd., 2010; Alexopoulos vd., 2014).

2.1.1.2. Beyaz yag dokusu

Insanlarda yad dokusunun biyik c¢ogunlugu BYD tipindedir
(Alexopoulos vd., 2014). Beyaz yag dokusu karin boslugunda i¢ organlarin
cevresindeki visseral yag dokusu (VYD) ve subkutan yag dokusu (SKYD)
olmak Uzere iki tiptir (Bjorndal, Burri, Staalesen, Skorve & Berge, 2011).
Beyaz yag dokusunun buyldk bir kismi deri altinda SKYD olarak bulunur.
Beyaz yag dokusu sadece sicaktan ve soguktan izolasyonu saglamakla
kalmaz ayni zamanda i¢ organlarin etrafinda bir tlr koruyucu dolgu olusturur
(Alexopoulos vd., 2014). Insanlarda dedisik ic organlari cevreleyen VYD
omental veya mezenterik olabilir. Mezenterik yag deposu badirsaga bagli iken
omental yag deposu mide ve dalagi 6rterek karin bélgesinin ventraline uzanir
(Bjorndal vd., 2011).

Visseral yag dokusu yaklasik olarak total viicut yaginin % 10’u kadardir
ve insdlin direnci, hipertansiyon ve kardiyovaskuler hastaliklarin gelisiminde
yuksek risk olusturur (Molica, Morel, Kwak, Jeanrenaud & Steffens, 2015).
Halbuki SKYD total vicut yadinin % 85’ini olusturur ve kardiyovaskiler
hastaliklarla ilgili patolojilerin olusumu ile orta derecede iligkilidir (Molica vd.,
2015). Bununla birlikte SKYD, VYD'den daha az aktiftir (Cherian vd., 2012).

Beyaz yad dokusu hicrelerinin, sitoplazmalarindaki lipit damlaciklari
KYD’ye gbre daha genis ve buylktlr. Bu lipit damlaciklarinda trigliserid ve
kolesterol depo edilir (Eto vd., 2009). Beyaz yag dokusunun besin alimi,
enerji dengesinin duzenlenmesi, insllin aktivasyonu, lipid ve glukoz
metabolizmasi, anjiyogenez, kan basincinin duzenlenmesi, pihtilasma ve
immun sistem Uzerine dnemli fizyolojik fonksiyonlari vardir (Hauner, 2005).



2.1.1.2.1. Epikardiyal yag dokusu

Visseral yagin kalbin etrafinda depolanmasiyla olusan epikardiyal yagin
cok sayida adipositokin Uretme ve salgilama yetenegi sayesinde onemli bir
kardiyovaskiler risk belirteci oldugu dusidnidlmektedir. Epikardiyal yagin
metabolik ve fizyolojik 6dnemi hakkinda kanitlar artmistir. Epikardiyal yag
kalinhgr ve hacimi ile obezite, hipertansiyon, ateroskleroz, diyabet ve
metabolik sendrom arasinda kuvvetli bir iliski vardir (Sengul & Ozveren,
2013). Kalpteki yag birikimi anotomik konumuna gére sodyle siniflandirilabilir:
1)Intramiyokardiyal yag, miyokardin kendi icindedir.
2)Epikardiyal yag doku, miyokard ve perikart arasinda yer almaktadir,
dogrudan koroner arterler ile temas halindedir.
3)Perikardiyal yag doku, visseral ve paryetal perikard arasinda alir.
4)Parakardiyak yag doku, perikard disinda bulunan intratorasik yagdir (Lee,
Després & Koh, 2013; Sacks & Fain 2007; Payne, Kohr & Tune, 2012, Sekil
2.1).

Epikardiyal yag dokusu siklikla her iki ventrikllin atrioventrikller ve
interventrikller septum seviyelerinde yer alir ve apekse dogru ilerler
(Iacobellis & Bianco, 2011a; Iacobellis, Malavazos & Corsi, 2011b). Normal
fizyolojik kosullar altinda EYD ortalama 50 g adirhdgindadir (Lin vd., 2013).
Genellikle sag ve sol ventriklil gevresinde biriken EYD esit miktardadir.
Ancak, sag ventrikll kasinin gram adirligi basina disen epikardiyal yag
dokusu miktari sol ventrikll icin hesaplanandan Ug¢ kat daha fazladir
(Ouwens, Sell, Greulich & Eckel, 2010). Epikardiyal yag dokusunun hacimi
fizyolojik ve patolojik sartlara bagh olarak dedisebilmektedir. Koroner arter
hastaligi ve atriyal fibrilasyonlu hastalarda EYD’nin miktari artarken kalp
yetmezligi olan hastalarda azalmaktadir (Lin vd., 2013).

Epikardiyal yag dokusu embriyolojik kdéken bakimindan omental ve
mezenterik yag dokusu ile ayni kokenden gelmektedir (Fain, Sacks, Bahouth,
Tichansky, Madan & Cheema, 2010). Epikardiyal yag dokusu ve hemen
altinda yer alan miyokardiyum ayni koroner damarlar ile beslenir ve iki doku
arasinda fasiya benzeri bir yapi da bulunmaz (Iacobellis & Bianco, 2011a;
Iacobellis vd., 2011b; Ouwens vd., 2010). Epikardiyal yag dokusunun
miyokardiyum ile ayni kan dolasimina sahip olmasi dikkat cekicidir (Fain vd.,
2010). Bdylece EYD potansiyel parakrin ve vazokrin etkilerle miyokardiyum
ile etkilesim halindedir (Fang, Chen & Wang, 2014). Epikardiyal yag
dokusunun salgiladigi adipokin ve sitokinlerle miyokardiyumu dolayisiyla
kardiyak kontraktiliteyi etkilemesi mumkuindur.

Epikardiyal yag dokusunu digerlerinden ayiran ©6nemli bir o6zelligi
adiponektin, leptin, omentin, kimerin ve Vvisfatin gibi adipokinleri
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salgilamasidir (Fain vd., 2008; Roh vd., 2007; Josette vd., 2012). Epikardiyal
yag dokusu salgiladigi degisik adipositokinlerle kalp kasini ve koroner
damarlar hipotermiden korumaktadir (Iacobellis vd., 2011b; Ouwens vd.,
2010). Ayni zamanda yine salinan bu cgesitli faktorler aracihdi ile miyokart ile
damarlarinin enerji ve kalsiyum dizenlenmesi yapilmaktadir (Iacobellis &
Bianco, 2011a; Iacobellis vd., 2011b; Ouwens vd., 2010).

Sekil 2.1'de gosterildigi gibi EYD'nin bir parcasi olan koroner perivaskiler
yag dokusu, koroner arterleri cevreleyen yag dokusu veya perivaskiler yag
dokusu (PYD) olarak tanimlanir (Verhagen & Visseren, 2011). Perivaskller
yag dokusu vaskiler gerginlik ve isi yalitimini destekleyici rol oynar. Bundan
baska EYD yaygin olarak endokrin ve parakrin etkilerle fizyolojik kosullarda
vaskuler tonlUsu korur ve obezite ile iligkili ateroskleroz slrecine katkida
bulunabilir (Falk, Thim & Kristensen, 2009; Lau, Dhillon, Yan, Szmitko &
Verma, 2005). Damar duvarindan PYD'yi ayiran higbir fasiya olmadigi gibi,
adipositler adventisyanin disindan EYD’ye sizabilirler.

Normal olarak epikardiyal ve perikardiyal yag dokusu kalbin kasiima
aktivitesi icin lokal enerji kaynagidir. Ayrica artan epikardiyal ve perikardiyal
yag dokusu obezite ile iliskili kardiyak bozukluklar igin 6nemli bir risk
faktoridur  (Iozzo, 2011). Saglikh bireylerde kalbin etrafindaki
intraperikardiyal ve ekstraperikardiyal yag dokusunun ortalama 100-400 g
oldugu saptanmistir. Tip 2 diyabet hastalarinda bu miktar 800-900 g'ye
ylkselmektedir. Epikardiyal yag dokusunun artisi disik ejeksiyon fraksiyonu
ve dislk kalp debisi ile iliskilidir. Total epikardiyal yag hacimi fizyolojik ve
patolojik kosullara gore dedisebilmektedir (Fang vd., 2014). Hipertrofi
sirasinda PYD ve kalp kitlesi artis gostermektedir. Atriyal fibrilasyon ve
koroner arter hastaliklarinda epikardiyal yag dokusunun hacimi artarken,
kalp yetmezliginde azalmaktadir (Fang vd., 2014).



Sekil 2.1 Kalpteki yag dokusunun makroskopik gorintist (Payne vd., 2012) RA:Sag
anterior, LA:Sol anterior, RCA:Sag koroner arter, LAD:Sol anterior dessending arter,
PYD:Periadventisiyal yag dokusu, RV:Sag ventrikil, LV:Sol ventrikil, LCX:Sol sirkiimfleks.

2.2. Omentin

2.2.1. Omentinin tanimi, yapisi ve sentezlenmesi

Ilk defa barsakta Paneth hiicrelerinde omentinin disiuk dizeydeki
sekresyonu belirlendikten sonra omentin, intelektin (Tsuji vd., 2001) ya da
intestinal laktoferrin reseptér (Suzuki, Shin & Lonnerdal, 2001) olarak
isimlendirilmistir. Omentin endotel hucrelerinde de saptanarak endotel
kaynakh laktin olarak da adlandinimistir (Lee vd., 2001). 2005 yilinda
Shaffler ve arkadaslari (Schaffler vd., 2005), omentin ile intelektin
proteinlerinin amino asit sirasinin % 100 benzer oldugunu goéstermislerdir.
2006 vyilinda omentin, yag dokusuna 06zgl sekretuar protein olarak
tanimlanmistir (Yang vd., 2006). Omentin U¢ yldz on ¢ amino asit igeren
hidrofilik bir protein olup, 35 kDa molekul agirhdindadir (Schaffler vd., 2005).
Omentin proteininin kodlanmasindan sorumlu olarak omentin-1 ve omentin-2
olmak Uzere iki tane gen tanimlanmistir. Her iki gen de 1g21.3 kromozomu
Uzerinde yer almaktadir ve kromozomal bdlgeleri birbirine komsudur.
Omentin-1 izoformunun insan plazmasinda baskin oldugu gosterilmistir
(Auguet vd., 2011, Schaffler vd., 2005). Omentin-2, omentin-1‘in homologu
olup omentin-1 ile amino asit dizilisi yéninden % 83 oraninda homoloji
gosterir (Havel, 2004).



Omentin, SKYD ile kiyaslandiginda daha cok VYD'nin omental yag
hlicrelerinin stromal vaskdiler hicrelerinden sentezlenir (Yang vd., 2006; Fain
vd., 2008). Ayrica omentin endotel hicreleri, EYD, timus, kolon, ovaryum,
akcigerler ve plesanta gibi organlarda da sentez edilmektedir (Yang vd.,
2006; Schaffler vd., 2005) (Sekil 2.2.A, 2.2.B). Omentinin plazma
konsantrasyonu 100 ng - 1 ug/ml arasinda dedismekte olup, yarilanma omri
otuz saattir (Josette vd., 2012).

Epikardiyal yag dokusu omentinin ylksek miktarda sentezlendigi
omental adipoz doku ile ayni embriyolojik kékenden gelmektedir. Fain ve
arkadaslan (Fain vd., 2008) 2008 yilinda cerrahi girisimle hastalardan
aldiklart  EYD ile SKYD o6&rneklerinden omentin  mRNA miktarini
karsilastirmiglar ve EYD’den sentezlenen omentin mRNA miktarini internal
meme arterinden, manubrium sterniden alinan SKYD, abdomen ve bacaktan
alinan SKYD’ye gore daha ylksek oldugunu bulmuslardir. Bu arastiricilar
omentinin koroner vaskiler fonksiyonlar (zerine etkisi olabilecegini
belirtmislerdir (Sekil 2.3).

A B
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KYD
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Omentin

Sekil 2.2.A Insanda dedisik organlarda omentin mRNA ekspresyonun northern analizi.
1:Omental Yag Doku 2:Kas 3:Bobrek 4:Karaciger 5:Akcider 6: Beyin 7:Kalp 8:Barsak
9:Pankreas 10:Mide. Sekil 2.2.B Omental ve abdominal subkutan depolardan alinan yad
dokusundaki omentin mRNA ekspresyonu (Yang vd., 2006).
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Sekil 2.3 Omentin epikardiyal mRNA miktarinin internal meme arteri (IMA), manubrium
sterni SKYD (M. Sterni SKYD), abdominal SKYD, bacak SKYD’sundaki omentin mRNA miktar
ile kiyaslanarak yapilmis yizde hesaplamasi (Fain vd., 2008).

2.2.2. Omentinin etki mekanizmasi

Omentin Akt/PKB'yi aktive ederek adipositlerde inslin araciligi ile glukoz
alimini  kolaylastirir (Schaffler vd., 2005). Son verilere gére omentin
laktoferrine baglanarak 5'adenozin monofosfat protein kinaz (5’AMPK) ve
Akt'I aktive eder ve gesitli hlicre tiplerinde genis bir etkiyle sonuglanir (Suzuki
vd., 2001; Yang vd., 2006; Maruyama vd., 2012). Omentin-1, Akt sinyal
yolu Utzerinden eNOS fosforilasyonu ile NO olusumunu arttirir ve izole kan
damarlarinda vazodilatasyona neden olur (Yamawaki vd., 2010, Sekil 2.4).
Omentin-1, AMPK/eNOS’a bagli mekanizma ile endotel hiicre farklilasmasinin
arttirlmasina ve endotel hlicre apoptozisinin azaltilmasina o6ncullik eder
(Maruyama vd., 2012, Sekil 2.4). Omentin-1‘in endotel hlicre kultlrlerinde
AMPK/eNOS sinyal yolu ile iltihap yanitlarini baskiladigi gosterilmistir
(Yamawaki vd., 2011b, Sekil 2.4).

Insan gdbek veni endotel hicrelerine omentin-1  proteininin
uygulanmasi TNF-a ile uyarilmis monosit adezyonunu yani onlarin birbirine
yapisarak kimelesmesini engeller. Omentin TNF-a ile aktive edilmis endotel
hicrelerinde, ekstrasellliler sinyal dizenleyici kinaz/ntklear transkripsiyon
faktor kappa B (ERK/NF-KB) sinyal yolunu baskilayarak vaskuiler hlcre
adezyon molekill-1 (VCAM-1) ve  hicre ici adezyon molekul-1 (ICAM-1)
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ekspresyonunu inhibe eder. Bdylece monosit adezyonunu baskilar. Ayni
zamanda vaskuler endotel hucrelerinde cGMP dlzeyini arttirarak ve TNFa’nin
indukledigi siklooksijenaz-2 (COX-2) ekspresyonunu engelleyerek omentinin
anti-inflamatuvar etkisinin olabilecegi bildirilmistir (Zhong, Li, Liu, Tan &
Shang, 2012, Sekil 2.4). Bundan baska omentin-1 vaskuller diz kas
hicrelerinde TNF-a ile uyarilan monosit adezyonunu da baskilar (Kazama,
vd., 2012, Sekil 2.4). Omentin, p38 ve c-Jun NH,-terminal kinaz (JNK) hicre
ici sinyal yolunu baskilayarak vaskller diz kas hicrelerinde VCAM-1
ekspresyonunu engeller. Bu ylzden omentin-1 vaskduler iltihabi azaltici bir
adipokin olarak rol oynar (Ohashi vd., 2014, Sekil 2.4).

f ¥

I:'RH,FNF B \ pIB/INK

VCAM-1 eNOS AMP‘K}QHU‘S l VCAM-1 |
ICAM-1 l * & l IWCAMN-1 *
1
1 & INK - _
Monosit Vazodilatasyon Farklilagmay Iltihab Monosit adezyonunu
adezyonunu arttinr azaltr azaltr
azaltir

Diiz kas hiicresi
Endotel hiicresi

Sekil 2.4 Omentin-1'in endotel hicreleri ve diz kas hucrelerinde iltihap ve ateroskleroza
karsi anti-inflamatuar ve anti-aterojenik koruyucu fonksiyonu (Ohashi vd., 2014).

2.2.3. Omentinin insiilin direnci ve obezite ile olan iliskisi

Omental yag doku kaynakl olan omentinin insllin duyarliigi Gzerine
birden fazla etkisi bulunmaktadir (Tan vd., 2015; Fain vd., 2008). Yad
dokusundan salinan omentin ve mRNA dilzeyleri obezite ve tip 2 diyabet
hastalarinda azalmaktadir (de Souza Batista vd., 2007; Zhong vd., 2011).
Disuk kalorili diyet ile olusturulan kilo kaybindan sonra dolasimdaki omentin
dizeyi ve insilin duyarlihdr artmaktadir (Moreno-Navarrete vd., 2010). Ayni
sonuclar aerobik egzersiz ve metformin uygulamalarinda da gorilmektedir
(V. De Clercqg, Enn, Yeganeh, Taylor & Zahradka, 2013). Tip 2 diyabetus
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mellitus, visseral obezite ve kardiyovaskller komplikasyonlarla iligkili bir
hastalik olan polikistik over sendromunda azalmis omentin dlzeyi, insilin
direnci ile iliskilidir (Tan vd., 2008) ve metformin uygulamasinin ardindan
omentin diizeyi artmaktadir. Insilin fetal yag dokusunda ve iskelet kasinda
glukoz alimini arttirabilir. Glukoz aliminin artmasi da fetal bliylime igin
gereklidir. Bu ylzden omentin fetal biyimede rol oynayabilir (Briana vd.,
2010).

2.2.4. Omentinin fizyopatolojik durumlarda degisen plazma diizeyleri

Kronik iltihapli barsak hastaliklarindan birisi olan kron hastaliginda,
omental dokudaki omentin dlzeyi azalmistir (Schaffler vd., 2005). Romatoid
artiritte sinoviyal sividaki omentin miktari saglkli kontrollerle kiyaslandiginda
disik oldugu saptanmis, omentinin dejeneratif osteoartritte muhtemel
belirtec olabilecedine isaret edilmistir (Xu, Zhu, Wang L., Wang D.F. & Jiang,
2012). Astimli hastalarla yapilan bir galismada, solunum yollarindaki epitel
hicrelerindeki omentin gen ekspresyonun arttigi bulunmustur (Kuperman
vd., 2005). Sigara icenlerde goérulen dluslik omentin duzeyleri supheli
infeksiyonlarla iliskilendirilmistir (Xue wvd., 2012). Psériyazisde omentin
duzeyi azalmis olmakla birlikte psoériatrik artiritte artmistir (Xue vd., 2012).
Omentin ile ilgili kanser calismalar sinirli olmakla birlikte malignant plevral
mezotelyoma, ovaryum karsinoma, hepatosellller karsinoma, kolon ve
gastrik kanserlerde omentin gen ekspresyonu artmistir (Zheng vd., 2012).

2.2.5. Omentinin kardiyovaskiiler etkileri ve kardiyovaskiiler
hastaliklarla iliskisi

Omentinin endotel ile ilgili fonksiyonu Yamawaki ve arkadaslarinin
(Yamawaki vd., 2010) deneysel calismalaryla agiklanmistir. Yamawaki ve
arkadaslan izole sican aortasinda ve mezenterik arterde noradrenalin ile
induklenen kontraksiyon yanitlarini omentin ile inhibe etmislerdir. Ayrica
omentin uygulanmasinin ardindan endotelden salinan NO’ya bagh olarak
damar gevsemesi saptamislardir. Ayrica omentinin izole sican damarlarindaki
NO Uzerinden bu vazodilator etkisini NO sentaz inhibitérl olan nitro-L-arjinin
metil ester ile baskilamiglardir.

Ateroskleroza ve dolayisiyla koroner arter hastaligina bir iltihap sirecinin
eslik ettigi bilinmektedir. Omentinin en azindan eNOS sentezini uyararak
aterosklerozu onledigi distntlmektedir. Clinkli NO Uretimi oksidatif stres ve
iltihabi baskilamaktadir. Omentinin vaskiler endotele bagl gelisen iltihap
Uzerine etkileri ile arteriyal kalsifikasyonun gelismesini 0&nleyerek de
aterosklerozu onledigi disinidlmektedir (Tan, vd., 2015). Omentinin EYD’den
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yuksek derecede eksprese olmasindan dolayl sadece koroner ateroskleroz
hastaliginda degil ayrica obezite ile iliskili kardiovaskiler hastaliklarda
ornedin hipertansiyonda da koruyucu rolQ olabilir (Mattu & Randeva, 2013).
Nitekim Kazama ve arkadaslarn (Kazama vd., 2013) sicanlarda omentinin NO
salinimini uyararak akut dénemde olusturulan hipertansiyonu disltrdigini
gbdstermislerdir. Bu calismadan sonra yine Kazama ve arkadaslari (Kazama
vd., 2014) sicanlarda monokrotalin ile indiklenen pulmoner
hipertansiyondaki anormal kontraksiyonlari kronik omentin uygulamasi ile
baskilamiglardir.

Maruyama ve arkadaslarn (Maruyama vd., 2012) ise omentinin Akt/eNOS
sinyal yolunu aktive ederek endotel hlcre fonksiyonunu, kan akimini ve
kapiller yogunlugunu arttirdigini saptamislar ve iskemide koruyucu rolnin
olabilecegini Onermislerdir. Matsuo ve arkadaslari (Matsuo vd., 2014) da
omentinin kalpteki AMPK sinyal vyolunu aktive ederek miyokardiyal
hipertrofide patolojik slreci dlzelttigini dolayisiyla kardiyak hipertrofinin
tedavisinde hedef molekil olarak 6ne gikabilecegini ileri sirmuslerdir.

Bazi galismalarda serum omentin dizeyinin akut koroner sendrom veya
stabil anjina pektoris hastalarinda kontrol gruplarina goére daha distk oldugu
gosterilmistir (Zhong vd., 2011). Kadoglou ve arkadaslari (Kadoglou vd.,
2014), akut miyokard infarktlisiinde serum omentin dlzeylerinin saghkli
kontrollere gére dislk oldugunu bulmuslardir.

Plazma omentin dlzeyleri, yavas koroner akim sendromu olan
hastalarda kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha disuk
bulunmustur. Buna gb6re omentin yavas koroner akim sendromunun
patojenezisinde rol oynayabilir (Ucgun, Basar, Memisogullari, Demirin, TUrker
& Aslantas, 2014). Ayrica koroner arter hastaligi olan hastalarda omentin
genindeki Val/Val polimorfizmin kontrollere gére yiksek bulunmus, Val/Val
genotipinin koroner arter hastaliginin olusmasinda risk faktéri olabilecedi
Uzerinde dusundlmustiar (Yoruk vd., 2014).

Serum omentin dlzeyleri tip 2 diyabetus mellitus ve iskemik kalp
hastaligi olan hastalarda saglikli kontrollere gore daha disik bulunmustur
(El-Mesallamy, ElI-Derany & Hamdy, 2011). Kataoka ve arkadaslar (Kataoka
vd., 2014) akut iskemi hasari olusturulan sigan kalplerinde omentinin AMPK
ve Akt'a bagh hicre igi sinyal mekanizmalariyla kalp kasi hicrelerinde
apoptozisi baskilayarak iskeminin olusturdugu hasari iyilestirdigini
gbstermiglerdir.

Son olarak Narumi ve arkadaslari (Narumi vd., 2014) ise azalmis serum
omentin-1 dlzeylerinin kalp yetmezligi olan hastalarda kotlu kardiyak
prognozun ortaya c¢ikmasi ile iliskili oldugunu belirlemislerdir. Serum
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omentin-1 diizeyini kalp yetmezligi olan hastalarin risk siniflandiriimasinda
yeni bir prognostik belirte¢ olarak énermislerdir (Narumi vd., 2014). Tim
bunlar géz o6ninde bulunduruldugunda omentin iyi adipokinlerden birisi
olarak gorilmekte gelecekte kardiyovaskller hastaliklar icin potansiyel
belirtec olabilecegi gibi terapotik hedef olarak da dngdrilmektedir (Yamawaki
vd., 2011a).

2.3. Kimerin

2.3.1. Kimerinin tanimi, yapisi, ekspresyonu ve konsantrasyonu

Kimerin 2007 yilinda kesfedilmis, yuz otuz yedi amino asiti olan yeni bir
adipositokindir. Yirmi amino asitten olusan N-terminal hidrofobik ug, 6 amino
asitten olusan C-terminal ug ve bu ikisi arasinda bulunan yliz otuz yedi amino
asitten olusan sistatin kivrimi iceren merkezi bir kissmdan olusur. Kimerin
toplam yuz altmis U¢ amino asit iceren inaktif form olan prokimerinden
sentezlenir. Insan ve sican kimerin proteinlerinin amino asit dizilimi % 80
homoloji gdstermektedir (Ferland & Watts, 2015). Kimerin baslangicta, G
proteinine bagl reseptér (GPCR) ve kemokin benzeri reseptér 1 (CMKLR1)
eksprese eden makrofajlarda ve dentritik hlicrelerde kemotaktik peptid
olarak kesfedilmistir (Wittamer vd., 2003). Ayrica kimerin proteini,
tazarotene indikleyen gen 2 (TIG2) veya retinoik asit reseptdr responder 2
(RARRES?2) isimleriyle yeni bir kemoatraktan adipokin olarak da tanitiimistir
(Roh vd., 2007).

Kimerin, plesanta karaciger ve BYD’de yliksek diizeyde eksprese olurken
KYD, akciger, kalp, ovaryum, bobrek, iskelet kasi ve pankreas gibi
organlarda daha az eksprese olmaktadir. Bundan dolayi dolagsimdaki kimerin
miktarinin ~ blylk bir c¢odgunlugunu BYD’den sentezlenen kimerin
olusturmaktadir (Rourke, Dranse & Sinal, 2013; Bozaoglu vd., 2007; Goralski
vd., 2007). Kimerin ve reseptdérintin mRNA’s|I farelerde hemen hemen tim
dokularda ve organlarda bulunur ancak adipoz dokudaki miktari cok daha
yuksektir (Roh vd., 2007).

Saglikh populasyonda dolasimdaki total kimerin konsantrasyonu hem
plazmada hem de serumda 90-200 ng/ml arasinda degismektedir. Genellikle
dolasimdaki total kimerin miktari kadinlarda erkeklerden yaslilarda ise geng
eriskinden daha yulksektir (Rourke vd., 2013). Bununla birlikte bazi
calismalarda kimerin konsantrasyonunun adiponektin ve leptin proteinindeki
gibi cinsiyete bagli degismedigi, erkek ve kadindaki miktarinin bireylerin
saghkh ya da tip 2 diyabet olup olmamasina gore dedistigi belirtilmistir
(Weigert vd., 2010).
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2.3.2. Kimerinin sentezi ve izoformlari

Kimerin 18 kDa uzunlugunda inaktif bir pro-protein olan prokimerin
olarak salinir. On sekiz kDa'luk inaktif formu, C-terminal ucun proteolitik
bélinmesiyle 16 kDa olan aktif formuna hizlica dénlsebilir. Dolasimdaki
kimerinin codu nispeten inaktif prokimerin formundadir ancak kismen
fonksiyon gdstermeleri icin inaktif prokimerinin  proteolitik  slreci
gerekmektedir (Ferland & Watts, 2015).

Prokimerin salgilandiktan sonra degisik organlarda ve hicre
populasyonlarinda bulunan cesitli ekstrasellller proteazlar ve fibronilitik
reaksiyonlar ile islenir. Aktif notrofillerden salinan noétrofil elastaz, mast
hiicrelerinden salinan triptaz, plazmin, katepsin G ve faktér XII a
prokimerinin C-terminal ucundan 5-10 amino asiti ayirir. Boylece prokimerin
plazma, serum ve hemofiltratta bulunan aktif kimerine donustardlir (Du &
Leung, 2009a; Du vd., 2009b; Wittamer vd., 2003). Bu enzimler prokimerini
C terminalinin degisik boélgelerinden bdélerek uzunluklari ve biyolojik etkileri
degdisik olan biyoaktif izoformlar olusturur. Ornedin 6 amino asit cikartilarak,
kimerin-157 olusturulur ve bu form prokimerinden yaklasik olarak ylz kat
daha fazla aktiftir (Wittamer vd., 2003). Kimerin-156 daha dustk aktivite
gosterirken, kimerin-155 ve kimerin-158’in aktivitesi azdir. Kimerin-154 ve
kimerin-152 ise aktif degildir (Wittamer vd., 2003). Kimerinin ¢cok basamakli
islenmesi, kimerinin lokal veya sistemik aktivasyonu kadar inaktivasyonuna
da olanak saglar (Yamaguchi'den aktaran Rourke vd., 2013). Elastaz,
plazmin triptaz ve katepsin G ile kimerinin farkl izoformlar olusturulabilir.
Ornedin karboksipeptidaz B ve N disiuk aktivitedeki kimerin izoformlarini
kismen isleyerek daha aktif formlara gevirirler (Du & Leung, 2009a; Du vd.,
2009b). Proteinaz 3 (PR3) ve kimazlar ise pro veya biyoaktif kimerini inaktif
formlara cevirebilirler (Guillabert’den aktaran Rourke vd., 2013). Kimerinin
aktif formuna dénlstirilmesi sekil 2.5'de gdsterilmistir. Insan kaninda
kimerin-155-157-158, abdominal asitte kimerin-157, sinoviyal sivida
kimerin-158, serebrospinal sivida kimerin-158 ve hemofiltratta kimerin-154
gibi dedisik organlarda farkli isleviere sahip dedisik kimerin izoformlari
bulunmaktadir (Wittamer ve Zhao'den aktaran Rourke vd., 2013).
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Sekil 2.5 Kimerinin islenmesi (Ernst & Sinal, 2010).

2.3.2.1. Kimerin-9

Bu calismamizda kullanilan kimerin formu 149-YFPGQFAFS-157
(kimerin-9)’dur. Bu nedenle kimerin-9 hakkinda asagidaki bilgiler verilmistir.
149-YFPGQFAFS-157 islenmis kimerinin C terminal wucuna karsilik
gelmektedir ve o6zellikle kimerin reseptoérlerinden kimerin 23 icin gugld bir
agonisttir (Wittamer vd., 2004). Kimerin-9 insan ve sicanlarda yuksek
biyolojik aktivite gosteren sentetik proteindir. Karboksipeptidaz B ve N
kimerin 163’0 C terminal ucundan bdélerek 157 amino asitlik kimerin-9'a
cevirebilme yetenedine sahiptir (Ferland & Watts, 2015). Bu peptidin N
terminal ucundan uzatilmasi aktivitesini arttirmaz. C terminal ucu kimerin
proteinin aktivitesi igin ¢ok kritik olup, ucuna bir amino asit eklenmesi ya da
iki amino asit cikarilmasi potansiyel aktivitesini degistirmektedir (Wittamer
vd., 2004). Sekil 2.6'da kimerin-9’un islenmesi anlatiimistir.

16


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ernst%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20817486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sinal%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20817486

mrrlliplalwlgavgvgvaELTEAQRRGLQVALEEFHKHPPVQW 45

[ 1
AFQETSVESAVDTPFPAGIFVRLEFKLQQTSCRKRDWKKPECKVR 90

PNGRKRKCLACIKLGSE DKVLGRL‘JZ—IéPIETQ’JLREAEEHQZTQC 145

LRVQRAGEDPHSEYFPGDFAFSkalprs 163

kimerin-9 _
ayrilma bdlgesi

Sekil 2.6 Kimerin-9'un amino asit dizilimi, sol st késede alti gizili koyu yazilmis yirmi amino
asitlik kisim sinyal peptidi kimerin hiicreden gikmadan 6nce ayrilmaktadir. Sag alt tarafta
koyu ve italik yazilan alti amino asitlik bélge ise ekstraselltler olarak C terminal ucundan
ayrilmaktadir. Proteinin kritik bélgesi olan YFPGQFAFS amino asitleri ise kimerin-9
izoformunu olusturmaktadir (Wittamer vd., 2004).

2.3.3. Kimerinin reseptorlerinin tanimi, tipleri ve ekspresyonu

Ilk defa 2003 yilinda kimerin reseptdrii dentritik hiicrelerde ve
makrofajlarda tanimlanmis olup kimerin reseptér 23 ya da kemoatraktan
benzeri reseptdér 1 olarak adlandinimistir (Wittamer vd., 2003). Kimerinin
ayrica G proteine bagh reseptor 1’'i (GPR1) de aktive ettigi gosterilmistir. G
proteine bagli reseptér yapisal olarak CMKLR1 ile iliskilidir. G proteine bagli
reseptérin memelilerde fonksiyonu ¢ok az bilinmektedir ve kimerinin GPR1'i
aktive etme afinitesi CMKLR1 ile benzerdir (Barnea ‘den aktaran Rourke vd.,
2013). Kimerinin GPR1 Uzerinden sinyal iletim yolu hakkinda bilgi azdir ve
bugline kadar kimerinin bilinen biyolojik etkileri CMKLR1 aktivasyonuna
atfedilmistir. Kemokin benzeri reseptdér 1 ve GPR1l’'den baska kimerinin
Uclncid bir reseptdérti kemokin CC motif reseptor-like 2 (CCRL2)'dir. Kemokin
CC motif reseptor-like 2’ye baglanan kimerin hiicre icine alinmaz (Zabel'den
aktaran Rourke vd., 2013). U¢ kimerin reseptdrii hem birbirine benzer hem
de degisik doku dagihimina sahiptir. Kemokin benzeri reseptér 1'in yiksek
dizeyde |6kositlerde 6zellikle makrofajlarda ve dentritik hilicrelerde, adipoz
dokuda, kemikte, akcigerde, beyinde, kalpte ve plesantada ekspresyonu
vardir (Wittamer vd., 2003). Kemokin benzeri reseptdr 1'e benzer sekilde
GPR1 ise yag dokusunda eksprese edilmekle birlikte santral sinir sisteminde,
iskelet kasinda ve |6kositlerde de eksprese edilir (Regard‘dan aktaran Rourke
vd., 2013). Kemokin CC motif reseptor-like 2 ise yaygin bir sekilde yag
dokusunda bulunmakla birlikte ayrica akciger, kalp, dalak ve lokositlerde de
bulunmustur (Zabel’den aktaran Rourke vd., 2013). Reseptoér lokalizasyonun
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cesitliligi kimerinin biyoaktif ve biyolojik fonksiyonlari icin katki saglamaktadir
(Wittamer vd., 2003).

2.3.3.1. Kimerin reseptorlerinin aktivasyonu ve sinyal yollari

Kemokin benzeri reseptdér 1 ve GPR1 reseptoérlerinin aktivasyonu ve
sinyal iletim yolu hakkinda bilgi azdir. Bununla birlikte kimerinin CMKLR1
reseptdriini aktive ederek hiicre ici kalsiyum (Ca*?) salimini uyardigi ve
heterotrimerik inhibitor G proteinine (Gi) baglanarak cAMP’yi azalttig
gosterilmistir (Wittamer vd., 2003). Kimerin bundan baska ERK-2
fosforilasyonunu ve intraselliler Ca*? salinimini arttirarak hiicre gégini de
arttinr (Wittamer vd., 2003). Bununla birlikte insan adiposit hicrelerinde ve
endotel hiucrelerinde kimerinin dlsik dozda wuygulanmasinin ERK-2
fosforilasyonuna neden oldugu fakat yiksek dozlarda bu etkiyi géstermedigi
bulunmustur (Goralski vd., 2007). Kimerinin ayrica p38, mitojen aktive eden
protein kinazi (MAPK), Akt fosforilasyonunu ve PI3K'yl1 aktive ettigi de
gosterilmistir (Rourke vd., 2013). Kimerin, CMKLR1 reseptorid aracihdi ile
adipogenezisi ve adiposit metabolizmasina katilan adiponektin leptin gibi
proteinlerinin gen ekspresyonlarini dlizenler (Goralski vd., 2007). Kimerin
PI3K/Akt ve MAPK yolu ile anjiogenez ve hlicre yasaminda da ise karisir
(Kaur'dan aktaran Rourke vd., 2013).

2.3.4. Kimerinin vaskiiler tonus iizerine etkisi

Kimerinin endotelde ve kas hiucrelerinde belirlenmesiyle, damar
Uzerindeki etkileri arastirilmaya baslanmistir. Yapilan calismalarda kimerin,
endotelin-1 ve fenilefrini indlkleyerek, hem endotelde hem de damar diz
kasinda etki gdsterip, damar (zerinde direkt kontraktil cevap
olusturabilmektedir. Kimerinin, endoteli saglam damarlarda 1 saat gibi kisa
sureli uygulanmasi ile endotelin-1 ve al-adrenerjik agonisti olan fenilefrini
indikleyerek vazokonstriksiyona neden oldugu gosterilmistir. Kimerinin etkisi
uygulama slresine bagimh olarak ortaya c¢ikmaktadir. En glgld
vazokonstriktor etki ise endoteli cgikarilmis aortta izlenmistir (Lobato vd.,
2012).

2.3.5. Kimerinin endotel iizerine etkisi

Kimerin, vaskiler endotel hlcrelerinde, iltihap olusmasina katkida
bulunur (Yamawaki vd., 2012). Degisik arastirmalarda kimerinin vaskuler
endotel hicrelerinde iltihap etkisinin yanisira anti-inflamatuar etkisinin de
oldugu gosterilmistir. Anti-inflamatuar mekanizmanin daha cok
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PI3K/Akt/eNOS yoluna bagh olarak gelistigi aciklanmistir (Yamawaki vd.,
2012). Kimerin, hiicre ici Ca*? salinmasini uyarmakta ve cAMP birikimini
inhibe etmektedir. Hiicre ici Ca*? yikselince kalmoduline baglanir ve Ca*?
kalmodulin kompleksi endoteldeki NO sentazi aktive ederek, NO olusumuna
neden olabilir. Bu da endotel hilicre fonksiyonlarinda bir seri hilcresel ve
molekiiler olaylarin baslamasini saglayabilir (Roh vd., 2007). In vitro
calismalar kimerinin endotel hiicre cogalmasina, gociine ve tip olusumuna
katkisi oldugunu gostermistir (Kaur, Adya, Tan, Chen & Randeva, 2010,
Bozaoglu vd., 2010).

2.3.6. Kimerinin anjiogenez iizerine etkisi

Anjiogenez yeni kan damar olusumu olup, bazi anjiogenik faktorler
tarafindan dizenlenir. Arastirmalar kimerinin insan umbilikal veninde endotel
hicrelerinde anjiogenezisi dlzenledigini gostermistir (Kaur vd., 2010,
Bozaoglu vd., 2010). Kimerinin anjiogenik sinyal yollarini aktive ettigi, insan
endotel hicrelerinde hiicre cogalmasi ile hiicre goclni uyardigi ve kapiller
tip olusumunu destekledigi gosterilmistir (Rourke vd., 2013). Kaur ve
arkadaslarinin (Kaur vd., 2010) yaptigi calismada kimerinin, insan endotel
hicrelerinde fonksiyonel olarak anjiogenezi indikledigi, hicre goclni
ilerlettigi ve anjiogenik sinyaller olusturdugu tespit edilmistir. Kimerin bu
etkilerini doz ve slire bagimli yapmaktadir. Yine Bozaoglu ve arkadaslarinin
(Bozaoglu vd., 2010) yaptigi in vitro calismalarda kimerinin 6nemli 6lclde
kilcal damar vyapilarinin olusumunu, toplam tibil uzunlugunu ve hicre
cogalmasini arttirdigi izlenmistir.

2.3.7. Kimerin ve obezite

Oluimcil obez hastalarda dolagimdaki kimerin konsantrasyonu yiliksek
bulunmustur (Sell’den aktaran Rourke vd., 2013). Serum kimerin duzeyi
vicut kitle indeksi, kan basinci, serum lipid dizeyi, insilin ve kolesterol gibi
obezite ile iliskili pek c¢ok parametre ile parelel artis gdstermektedir
(Bozaoglu vd., 2007; Chakaroun vd., 2012). Egzersize baglh kilo kaybi veya
kalori aliminin azaltilmasi serumdaki kimerin seviyesini azaltir (Chakaroun
vd., 2012). Kimerin, anjiogenezis ve vaskllarizasyonu arttirarak adipoz
dokunun genislemesine katkida bulunur (Ernst vd., 2012).

2.3.8. Kimerin ve obeziteye eslik eden hastaliklar

2.3.8.1. Metabolik sendrom ve tip 2 diyabet

Kardiyovaskller hastaliklar, tip 2 diyabet ve ylksek kan basinci
obeziteye eslik eden hastaliklar icerisindedir. Bunlar metabolik sendrom icin
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risk olusturur. Dolasimdaki kimerinin artmasi metabolik sendrom icin 6nemli
bir risk faktdért olarak onerilmektedir (Chu vd., 2012). Metabolik sendromliu
hastalarda kandaki adipoz doku kaynakli kimerin dlzeyinin kontrollere gore
kiyaslandiginda 6nemli dizeyde yiksek oldugu belirlenmistir (Yan vd., 2012).
Insiiline direncin gelistigi obez bireylerde veya tip 2 diyabette adipoz doku
kaynakli artmis kimerin konsantrasyonlari bulunmaktadir (Rourke vd., 2013).

2.3.8.2. Kimerin ve iltihap

Kimerin iltihaba yanit olarak uretilir, iltihap aracilarinin sekresyonunu ve
ekspresyonunu degistirir boylece iltihap yanitina katkida bulunur. Wittamer
ve arkadaslart (Wittamer vd., 2003) artritli hastalarin sinoviyal sivisinda
kimerin konsantrasyonunu yuksek bulmuslar ve kimerinin iltihap ile iligkili
olabilecegine dikkat cekmislerdir. Artmis plazma kimerin dlizeyinin, hem
romatoid artrit hastaliginin skorlanmasinda hem de romatoid artrit
hastaiinda belirtec olarak kullanilabilece§i  éngérilmustir.  Iltihap
belirteclerinden olan C-reaktif protein, interlékin-6 ve TNF-a ile dolasimdaki
kimerin dlzeyi arasinda guclid bir korelasyon vardir (Rourke vd., 2013).
Bundan baska aktif doku hasari ve iltihapta nétrofillerden salinan proteazlar
kimerin aktivitesinin artmasina katkida bulunabilirler (Zabel & Wittamer'den
aktaran Rourke vd., 2013).

2.3.9. Kimerin diizeyinde yiikselisler

Kron hastaliginda, ulseratif kolitte (Weigert’den aktaran Rourke vd.,
2013), kronik bobrek hastaliginda (Pfau’den aktaran Rourke vd., 2013),
kronik pankreatitte (Adrych’den aktaran Rourke vd., 2013), pre-eklemside
(Stepan’dan aktaran Rourke vd., 2013), polikistik over sendromunda (Tan
vd., 2008) ve karaciger hastaliklarinda (Yilmaz’dan aktaran Rourke vd.,
2013) serumdaki kimerin dlizeyi énemli derecede artmistir. Ayrica romatoid
artrit, osteoartrit, psoriatrik artritte sinoviyal sividaki kimerin konsantrasyonu
iki kat artmistir (Huang & Wittamer’den aktaran Rourke vd., 2013).

2.3.10. Kimerinin ateroskleroz gelisiminde etkisi

Aortik ve koroner aterosklerozu olan kirk bir olgunun otopsilerinin
degerlendiriimesinde ateroskleroz dlizeyi ile periaortik ve perikoroner yag
dokudaki kimerin ekspresyonu arasinda korelasyon bulunmustur (Spiroglou,
Kostopoulos, Varakis & Papadaki, 2010). Hah ve arkadaslari (Hah vd., 2011)
yaptiklari bir calismada c¢oklu stenotik koroner damarlari olan bireylerde, tek
stenotik koroner arteri olan bireylere gbére daha yuksek serum kimerin
dizeyleri saptamislardir. Dolayisiyla koroner arter stenozlu hastalarin kimerin
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ekspresyonlariyla koroner arter hastaliginin derecesi ve kardiyometabolik risk
faktorleri arasinda anlamh bir iliski oldugu gosterilmistir. Kimerin ile
ateroskleroz gelisimi arasindaki muhtemel mekanizmalar siralarsak birinci
olarak aterosklerotik lezyonlarda kimerin birikimi ile immin hicreler o alana
cekilip damar duvarinin yeniden sekillenmesine katki saglayabilir. Ikinci
olarak adipositlerde ve iskelet kasinda glukoz aliminin ve insilin duyarhliginin
bozulmasi ile aterosklerozisin gelisimine katkida bulunabilir. Son olarak
kimerin daha 6nce de belirtildigi gibi PI3K/Akt/eNOS sinyal yolu ile vaskuler
endotel hicrelerinde NO olusumunu arttirabilir. Bdylece iltihap durumunu
etkileyebilir (Rhee, 2011). Koroner arter hastaligi tanisi almis hastalarin EYD
orneklerinde de kimerin mRNA’si ve protein miktari da kontrollere goére
anlaml duzeyde yuksek bulunmustur (Gao vd., 2011).

2.4. Kalp Kasinin Kasilmasi

2.4.1. Kalp kasinin yapisi

Kalp kasi hlcrelerinin zarina sarkolemma denir. Kalp kasi hlicrelerinde
bol miktarda mitokondri bulunur ve htcrelerinin orta kisimlarinda sadece bir
cekirdek vardir (Sekil 2.7). Kalp kasi liflerinin kendiliginden uyariima
ozelligine sahip olmasi ve lif boylarinin kisa olmasi 6nemli bir 6zelligidir
(Pinnell, Turner & Howell, 2007; Barrett, 2010; Guyton & Hall, 2001). iskelet
kaslarinda oldugu gibi kalp kasi da kasilabilen proteinleri yani aktin
filamentleri, miyozin filamentleri, troponin ve tropomiyozin igerir (Pinnell vd.,
2007). Iskelet kasi gibi kalp kasi da isik mikroskobunda cizgili 6zellik
gostermesine ragmen iskelet kasindan farkhdir (Barrett, 2010; Guyton &
Hall, 2001).

Sekil 2.7'de gosterildigi gibi kalp kasi hicrelerinin  seri halde
baglanmasiyla kalp kasi lifleri olusur. Bir kalp kasi lifinin diger kalp kasi lifine
bitistigi yerde her iki lifin zarlari kaynasir ve interkale diskler olusur. Bunlar
kalp kasi liflerinde enine olarak yer alir (Sarantitis, Papanastasopoulos,
Manousi, Baikoussis & Apostolakis, 2012). Interkale diskler, kalp kasinin
cizgili yapisinda daima Z gizgileri hizasinda bulunur. Kalp kasi hlicre zarlari
interkale disklerde birbirleriyle kaynasarak gap junction denilen baglantilari
olusturur. Bu baglantilar 6 adet konneksin adi verilen protein molekillerinin
birlesmesiyle olusturduklar por ile iyonlarin serbestce difflize olmalarina izin
verir. Dolayisiyla iyonlar ve aksiyon potansiyelleri (AP) gap junctionlardan
kolayca gecgerek bir kalp kasi hicresinden bir sonrakine hizlica iletilir. Boylece
tek bir kalp kasi hicresi icin gecerli olan hep ya da hig yasasi tim kalp kitlesi
icin gecerli olmakta ve kalbe fonksiyonel sinsityum  &zelligini
kazandirmaktadir (Sarantitis vd., 2012; Barrett, 2010; Guyton & Hall, 2001).
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Kalp kasi liflerindeki sisternalar iskelet kasina gére daha az gelismistir.
Sisternalarin yeterli Ca*®> depo edememesinden dolayr kasilma igin
ekstraselliiler Ca*?a gerek vardir. iskelet kasinda iki T tubdl bulunmasina
karsin kalp kasinda bir T tabul sistemi bulunmaktadir. Bununla birlikte iskelet
kasi ile karsilastirdigimizda kalp kasinda T tdbdllerinin capl 5 kat, hacimi ise
25 kat iskelet kasindan daha buyuktur. Ayrica kalp kasinda T tubdl sistemi,
iskelet kasinda oldugu gibi A-I kavsadi yerine Z cizgileri hizasina yerlesiktir
(Guyton & Hall 2001). Her kas lifi birkag yuz ile birkagc bin miyofibril igerir.
Her bir miyofibrilde ise bin bes yuz kadar miyozin (¢ bin kadar da aktin
filamenti bulunmaktadir. Aktin ve miyozin filamentlerinin birbirinin igine
gecmesiyle acik ve koyu renkli bantlar olusur. I bandi sadece aktin filamenti
icerir ve aclk renklidir. A bandi ise miyozin filamentleri ile aktin
filamentlerinin uglarini igerir ve koyu renklidir. Miyofibrilin iki Z cizgisi
arasinda kalan boélimu olan sarkomer miyofibrillerin kasilabilir en kiguk
birimidir (Pinnell vd., 2007, Sarantitis vd., 2012).

Interkale disk
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2um
& G : )
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SARKOMER Mitokondri Interkale disk

Sekil 2.7 Kalp kasi lifinin yapisi (Sarantitis vd., 2012).

2.4.2. Kalp kasi lifinin elektriksel ozellikleri

Kalp hucrelerinin AP’leri, iskelet kasi ve sinir hucrelerinden degisiktir
(Pinnel vd., 2007). Iskelet kasi ve sinir hlcrelerinde gorilen sivri AP’lerine
karsilik, kalp kasinda platolu AP goérilir (Barrett, 2010; Guyton & Hall,
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2001). Bununla birlikte kalp htcrelerinin kendi arasinda da AP’ler agisindan
farklihklar vardir (Augustus 2009; Barrett, 2010). AP kalp kasi liflerinde
kasilmay! baslatarak kalbin bir pompa gibi calismasini saglamaktadir
(Nerbonne & Kass, 2005; Barrett, 2010). Sinoatriyal (S-A) digim ve
atriyoventrikller (A-V) digim liflerinde dinlenim membran potansiyeli -55 ile
-65 mV iken (Augustus, 2009), ventrikll kasinda -90 mV'dur (Augustus
2009; Pinnel vd., 2007). Kalp kasi hiicre zarinda depolarizasyonla birlikte bu
zar potansiyeli =90 mV'dan, +10 mV’a kadar ylUkselebilmektedir (Pinnel vd.,
2007). Memeli kalbinde depolarizasyon hemen hemen 2 ms surerken plato
fazi ve repolarizasyon fazi 200-300 ms surer (Barrett, 2010) ve bodylece
kalpteki AP yaklasik olarak 300 ms’de tamamlanir (Pinnel vd., 2007).

Kalp kasi hticresinin AP’si 5 faza bdéltnebilir. Sekil 2.8’de ventrikil kasi
hiicresinde AP'nin 5 fazi ve temel olarak her fazdan sorumlu olan akimlar
gorulmektedir. Bu fazlardan faz 0, AP'nin baslangigtaki hizli depolarizasyon
ve asma fazi, faz 1 erken repolarizasyon fazi, faz 2 plato fazi, faz 3 final
repolarizasyon fazi ve faz 4 dinlenim potansiyeli fazidir (Pinnel vd., 2007;
Augustus 2009; Nerbonne & Kass, 2005). Faz 0 hizli sodyum (Na¥)
kanallarinin acgilmasi ile Na*'nin hiicre igine dogru akimina bagl olarak gelisir
(Pinnel vd., 2007). Faz 1 Na* kanallarinin kapanmasi ve hizla acilan bir tip
potasyum (K*) kanaliyla, K*'nin gegici bir sire hicre disi akimina bagh olarak
ortaya cikar (Pinnel vd., 2007; Augustus 2009; Nerbonne & Kass, 2005). Faz
2 L-tipi Ca*™ kanallarindan hiicre icine dogru Ca*? girisi ile ortaya cikar.
(Pinnel vd., 2007; Nerbonne & Kass, 2005). Ayrica Ca*? disinda Na* iyonlari
da bu kanallardan hiicre icine girebildigi igin bu kanallara Ca*?-Na* kanallari
da denir (Pinnel vd., 2007). Faz 3'de Ca*?-Na* kanallari kapanarak Ca*? ile
Na* iyonlarinin hicre igine girisinin durmasiyla, K* gecirgenligi gok hizli bir
sekilde artar. Voltaj kapili K* kanallarindan hicre disina K*'nin net akisi bu
fazi ortaya cikarir (Pinnel vd., 2007; Augustus 2009). Faz 4’de AP dinlenim
membran potansiyeline doner (Pinnel vd., 2007; Augustus 2009; Nerbonne &
Kass, 2005).
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Faz 2: Ca*
hiicre igine girer ve
kasima baslar.

Faz 0: Na*
hiicre igine girer
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gerceklesir.

Faz 3: K*

hiicre disina ¢ikar
ve repolarizasyon
baslar.

W my

Faz 4: Dinlenim
membran potansiyeli

300 ms

Sekil 2.8 Kalp kasi AP fazlari (Pinnel vd., 2007).

2.4.2.1. Pacemaker potansiyeli

S-A digim, A-V digum, His demeti ve Purkinje lifleri kendiliginden uyari
cikarabilmelerinden dolayl pacemaker aktivitesi gdsterirler. Bu hulcreler sabit
bir dinlenim zar potansiyeline sahip degildirler ve pacemaker potansiyelleri
olustururlar (Pinnell vd., 2007). Pacemaker hicrelerinin zar potansiyeli her
implustan sonra atesleme dizeyine azalir. Dinlenim potansiyelinden atesleme
dlzeyine dodru bu azalmaya pacemaker potansiyeli denir. Pacemaker
potansiyelinin ilk kismi zarin K™ gegirgenligindeki azalma olusturur. Bu durum
hiicre disina K* akimini azaltir. Bundan sonra T-tipi kalsiyum kanallari agilir
ve hicre icine T-tipi kalsiyum kanal akimi artar bdylece pacemaker
potansiyeli tamamlanir. Pacemaker potansiyelinin sonunda -40 mV olan esik
dedger dlzeyine ulasilir. Bu noktada L-tipi kalsiyum kanallarindan hiicre igine
Ca*? akimi artar ve bu da AP'nin yiikselme fazini olusturur. Bundan sonra
hiicre disina dogru K* akimi AP'nin repolarizasyon fazini ortaya cikarir
(Barrett, 2010; Sekil 2.9).
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Sekil 2.9 Pacemaker potansiyeli
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pacemaker_potential_annotated.gif).

2.4.3. Kardiyak impulsun iletilmesi

Sekil 2.10'da gorulduga gibi kalpte S-A digiminden c¢ikan AP’ler On,
orta ve arka internodal yollarla yaklasik 0.03 saniyede A-V digime ulasir. A-
V digimuinde 0.13 saniye fizyolojik bir gecikmeye ugrayarak ventrikillerin
sistol Oncesinde yeterli miktarda dolmasina imkan verir. Bodylece S-A
digiminden cikan bir uyarinin A-V demete ulasincaya kadar icin yaklasik
0.16 saniye gecger. A-V digumindeki gecikmeyi sempatik uyari azaltir,
parasempatik uyar arttirir (Gerard & Derrickson, 2014; Darcy, 2004; Guyton
& Hall, 2001; Barrett, 2010). A-V digim, A-V demet ya da His demeti adi
verilen 6zel bir miyokard dokusu ile devam eder ve interventrikiler
septumun icerisinden gecerek iki dala ayrilir. Sag dal sag ventrikillde, sol dal
sol ventrikillde ilerleyerek apekse ve oradan da kalbin endokardina dogru
yonelir. His demeti verdikleri kuguk dallarla miyokard icinde vyayilirlar.
Purkinje lifleri olarak adlandirilan bu dallar, iletinin ventrikiller icerisinde hizl
yayllmasini ve ayni anda kasilmasini saglar. AV demete giren uyarilarin
Purkinje liflerinin uglarina ulasincaya kadar gegen zaman vyaklasik 0.03
saniyedir (Shaffer vd., 2014; Darcy, 2004; Guyton & Hall, 2001; Barrett,
2010).
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Sekil 2.10 Kalbin ileti sisteminin farkli bdlgelerinden kayit edilen AP’ler (Barrett, 2010).

2.4.4. Kalpte eksitasyon-kontraksiyon baglantisi

Eksitasyon-kontraksiyon baglantisi (ECC) AP’nin mekaniksel cevaba
cevrilmesiyle olusan fizyolojik slreci ifade eder (Sandow, 1952). Kalbin
pompalama islevini yerine getirmesi sarkolemmanin elektriksel olarak
uyariimasiyla baslayip kalp kasi liflerinin kasilmasiyla son bulan olaylar zinciri
ile gerceklesmektedir (Katz, 2006). Eksitasyon-kontraksiyon badglantisi,
AP'nin sarkolemmay! depolarize ettigi zaman baslar (Katz, 2006). AP
kontraksiyonun baslamasi icin gereklidir (McDowell, McCall, Matter, Estridge
& Vlahos, 2004). APnin vyayllmasiyla Ca*? iyonlari L-tipi kalsiyum
kanallarindan kalp kasi hiicrelerinin sitoplazmasina geger. Intraselliler Ca*?
konsantrasyonu sarkoplazmik retikulumun (SR) zarindaki riyanodin
reseptorleri tarafindan algilanir ve SR depolarindan sitozole daha fazla Ca*?
salinmasini tetikler (Bers, 2002, Sekil 2.11). Fabiato (Fabiato, 1985), kalp
kasi hiicreleri Gizerine Ca*? iceren sollisyonlarin uygulanmasiyla intraselliler
depolardan Ca*? saliniminin tetiklendigini gdstermistir. Kalpte, riyanodin
reseptorleri etrafindaki Ca*? konsantrasyonunun artisiyla, SR depolarindan
Ca*? saliniminin tetiklenmesiyle olusan bu fenomen kalsiyumla indiiklenen
kalsiyum salinimi olarak bilinmektedir (Ferrier & Howlett, 2001). Pek cok
calisma L-tipi kalsiyum kanallarindan Ca*? akisinin kalsiyumla indiiklenen
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kalsiyum salinimi fenomeninde 6nemli oldugunu desteklemektedir (Ferrier &
Howlett, 2001).
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Sekil 2.11 Eksitasyon-kontraksiyon baglantisi (Bers, 2002). ATP; Adenozin trifosfat, NCX;
Na*- Ca*? dedistiricisi, RyR; Riyanodin, PLB, Fosfolamban, SR; Sarkoplazmik retikulum AP;
Aksiyon potansiyeli

2.4.5. Kasilma ve gevseme sirasindaki olaylar

Dinlenim halindeki kalp kasi lifinde troponin I, aktin filamentine sikica
baglanarak onu inhibe eder. Ayrica troponin-tropomiyozin kompleksi de aktin
filamentlerinin etkin yerlerini értmuUstlr. Miyozin filamentinin bas kisminda
bir aktine baglanma bdlgesi ve bunun arkasinda da bir ATP baglanma yeri
oldugu bilinmektedir (Barrett, 2010). Kasilma baslamadan 6nce, ATP capraz
kopri baslarina baglanir ve miyozin basindaki ATPaz aktivitesi ile hemen
yikilarak adenozin difosfat (ADP) ve inorganik fosfat (Pi) olusur. Bu durumda
miyozin baslari aktin filamentlerine dodru uzanmis fakat henliz aktine
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baglanmamistir. Hiicre ici Ca*? konsantrasyonunun hizla 10-yiiz kat artmasi
kasilmay! baslatir (Katz, 2006). Sitoplazmadaki serbest Ca*?nin troponin
C'ye baglanmasiyla troponin I ile aktin arasindaki badglanti zayiflarken,
tropomyozin lateral olarak yer degistirir. Boylece aktin filamentleri tGzerindeki
aktif bolgeler acilir ve miyozin baslari buraya baglanir. Bu durumda miyozin
basindan Pi salinir. Miyozin basl ¢apraz kopri koluna dogru edilir, bu aktin
filamentini gekmek icin glic darbesi saglar. Bunun olmasi icin gerekli enerji
yikilan ATP’den elde edilir. Glg darbesi miyozin baslarinin aktin filamentlerini
sarkomerin merkezine dogru cekmesine neden olur ve kas kasilmasi ortaya
cikar (Bers, 2002; Barrett, 2010). Kasilma sonunda ADP, miyozin
filamentinin bas kismindan ayrilarak miyozin basina yeni bir ATP badglanir.
ATP’nin baglanmasi miyozin basinin aktin filamentinden ayrilmasini saglar
(Boron & Boulpaep, 2012). Gevseme hiicre igindeki Ca*®'nin Ca*?-ATPaz ve
Ca*2-ATPaz’a gore ikinci derecede 6nemli olan Na*-Ca*? dedistiricisi ile disari
atilmasiyla baslar. SR’daki SERCA ile ve mitokondriyal alimi ile ortamdaki
Ca*? uzaklastirilir (McDowell vd., 2004; Sekil 2.11). Siganlarda Ca**'nin geri
aliminin % 92’'sinin SERCA aracilidiyla gergeklestirildigi gosterilmistir
(Khavandi vd., 2009).

2.5. Kardiyovaskiiler Parametreler

2.5.1. Sol ventrikiiliin gelistirdigi basing

Sol ventrikllin gelistirdigi basing, sol ventriklil performansini
degerlendirmek icin kullanilmakta ve mmHg cinsinden belirtiimektedir. Sol
ventriklllin gelistirdigi basing sol ventrikil sistolik basinci ile sol ventrikil
diyastol sonu basing arasindaki farkdir (Abel, 2004). Bu nedenle SVGB'yi
anlayabilmek icin sol ventrikll sistolik fonksiyonlarinin incelenmesi
gerekmektedir.

Sol ventrikllin sistolik fonksiyonlari kalp performansinin énemli bir
belirleyicisidir. Sol ventrikll sistolik fonksiyonlari da 6n yidk, ard yuk ve
kalbin kasilma kuvveti tarafindan belirlenmektedir. Bu Ug¢ faktdér organlarin
dedisen gereksinimlerine goére dokularin ihtiyaci olan perflizyonu sadlar
(Katz, 2002; Gunal & Bilgic, 1997; Solaro, 2011). Onyik, kalbe ddnen kan
miktari yani diyastol sonu hacimidir (Katz, 2002; Solaro, 2011). Sol ventrikdl
icin 6n yik, sol ventrikillin diyastol sonu basinci olarak belirtilebilir. On
yukteki artislar, miyofibrillerin kisalma miktarini ve hizini arttirarak kalbin
kasilma glcuni arttirir (Ginal & Bilgic, 1997). On yik ile kalp kasi kuvveti
arasindaki iliski Frank-Starling yasasi ile dizenlenir. Kalbe vendéz ddnus
arttiginda, ventriktlin dolma basinci ve atim voluminin artarak kalbin
gosterdigi uyum saglama yetenedine Frank-Starling yasasi adi verilir. Bu
yasa temel olarak ventrikillere ulasan kan miktari ne kadar fazlaysa, kasiima
kuvvetinin ve dolayisi ile atim haciminin de o kadar biylk olacagl anlamina
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gelir. Ancak bu kasilma kuvveti bir fizyolojik sinira kadar devam eder ve bir
stire sonra kalp kasi lifleri daha fazla gerildigi halde kasilma kuvveti azalmaya
baslar. Frank-Starling egrileri bugin kalbin performansinin
degerlendirilmesinde kullaniimaktadir (Katz, 2002; Guyton & Hall, 2001;
Katzung, 2004). Kalbin sistolu sirasinda kanin aortaya atilmasi icin asiimasi
gereken basin¢g ard yuku tanimlamaktadir (Katz, 2002; Solaro, 2011). Ard
yuk kalp kasilmasina karsi olan direnctir (Solaro, 2011; Gunal & Bilgig,
1997).

Otonom sinir sistemi kontraktiliteyi etkileyen en &6nemli faktérdur.
Parasempatik sinir liflerinden salinan asetilkolin, muskarinik reseptérler
araciligi ile kalp Uzerinde negatif inotropik ve kronotropik etkiler gosterir.
Halbuki sempatik sinir uglarindan noradrenalin salinimi baslica B1-AR’lerin
aktivasyonuyla kalpte pozitif inotropik ve kronotropik etkiler olusturur (Guler,
1997). Kontraktilite kalbin sistolu sirasinda hiicre igindeki Ca*?
konsantrasyonu ile baglantilidir. Clinkii hiicre igi Ca*? artisi kasilma kuvvetini
arttirmaktadir. Kalbin kasilma kuvveti katekolaminler tarafindan arttirilir bu
etkide B1-AR’ler ve cAMP ise karisir. cAMP SR’a Ca*? aktif transportunu
arttinr. Bu sekilde kalbin gevsemesini arttirir ve sistolu kisaltir. Bu olay
dakikada kalp atim sayisi arttigi zaman kalbin diyastolde yeterince kanla
dolmasini saglar (Barrett, 2010; Ikannikov & Yelle, 2011; Giuler, 1997).
Hicre ici pH'l, iyonlarin konsantrasyonu, NO dizeyleri ve onun metabolitleri
miyokardiyal kontraktiliteyi etkilemektedir. Farmakolojik ajanlar 6rnegin
dijitaller pozitif inotropik etkiye neden olur (Solaro, 2011). Kalbin
kontraktilitesinin dederlendirilmesinde bir belirteg olarak klinikte en sik
ejeksiyon fraksiyonu kullanilir. Sol ventrikil ejeksiyon fraksiyonu, diyastol
sonunda sol ventrikllde toplanan kan haciminin ne kadarinin firlatildigini
veya kalbin her kasilmasinda sol ventrikiilden ne kadar kan pompalandigini
ifade eder. Buna godre ejeksiyon fraksiyonu atim haciminin diyastol sonu
hacime oraninin yldzde olarak ifadesidir (Schiller, 2003). Normal sartlar
altinda ejeksiyon fraksiyonu % 60°dir (Guyton & Hall, 2001).

2.5.2. + dP/dtmax

Fizyolojik arastirmalarda ve klinik uygulamalarda sol ventrikdl
performansinin dederlendiriimesi 6nemlidir (Blaudszun, Licker & Morel,
2013). Kalp kasinin kasilma kapasitesi kasilma sirasinda maksimal kuvvet
gelisimi tarafindan belirlenir. Ventrikllin gelistirdigi maksimal basing (dPmax),
genellikle izovolumetrik sol ventrikll preparasyonlarinda kalp kasilmasinin bir
belirteci olarak kullaniimaktadir ve ventriklllerde maksimal basing ile
olusturulan ventriktl duvarinin maksimal gerimini ifade etmektedir (Murad &
Tucci, 1999).

29



+dP/dtmax, ventrikil basincinda artisin - maksimum  hizi olup
kontraktilitedeki akut degisikliklerin iyi bir gostergesidir. +dP/dtmax, sol
ventrikil basing dalgasinin tdrevi alinarak bulunur. Normalde +dP/dtmax
izometrik kasillma fazinin sonunda aort kapadi acilmadan hemen 6nce
olustugundan aortik basingtaki dedisimlerden cok fazla etkilenmez. Aortik
basincin cok disik oldugu durumlarda +dP/dtmax aort kapaginin agilmasindan
sonra olusabilir. Bu durumda ventriktlin gelistirdigi daha az bir basingla aort
kapadl acilir ve bu ylzden ventriklilin ylksek bir basing olusturmasi icin
yeterince zaman yoktur. Boylece kasilmada bir degisiklik olmaz fakat
+dP/dtmax dederinde azalma gorilir (Hamlin & del Rio, 2012). Bu gibi
durumlarin disinda +dP/dtmax, On yuke oldukga duyarhdir ve ard yukten
bagimsizdir. Daha gok 6n ylk ile ilgili calismalarda kasilmanin bir indeksi
olarak kullanilabilir (Blaudszun vd., 2012).

2.5.3. Dakikada kalp atim sayisi

S-A digumin her uyarisinda kalbin depolarizasyonu ve repolarizasyonu
saglanir. S-A digimi normalde dakikada 70-80 AP olusturacak sekilde
atesleme yaparak kalbin ileti sisteminin diger kisimlarindaki desarjlari
engeller. Kalbin ileti sistemindeki diger merkezler daha dustk uyari
frekansina sahip olduklarindan kendilerine ait uyartyr ¢ikaramadan S-A
digiminden gelen yeni bir uyari ile yeniden depolarize olurlar. Boylece A-V
digim ve Purkinje sistemi, S-A digiminden gelen uyarilarin etkisinde
kalarak kendileri uyari doguramazlar. Bundan dolayr normal olarak kalbin
pacemakeri S-A digimdir. A-V digim ise, normalde dakikada 40-60 uyari
ile S-A digimun zedelenmesi ya da blokaji gibi durumlarda bir pacemaker
olarak gorev yapar (Shaffer, McCraty & Zerr, 2014).

Kalp atim sayisi, kalbin 1 dakika igindeki sistol sayisini belirttigi gibi ayni
zamanda S-A diguminden cikan uyarn sayisina esittir. Saglikh bireylerde
dinlenim halinde dakikada 72 atim ortalama kalp atim sayisi olarak kabul
edilmektedir. Ancak bu deder kisiden kisiye degisiklik godsterdigi gibi ayni
kiside farkli zamanlarda da degisiklik gosterebilir. Dinlenim durumunda kalp
atim sayisi yas, cinsiyet, egzersiz, viicut pozisyonu ve vicut sicakligi gibi bazi
faktdrlerden etkilenmektedir (Mcardle, Katch & Kach, 1991).

2.5.3.1. Sempatik ve parasempatik sinir sisteminin kalp atim sayisina
etkisi

Parasempatik sinirlerin uyarilmasi ile salinan asetilkolin, G proteini

araciigiyla muskarinik reseptorler Uzerinden kalp kasi hiicre zarinda K*
gecirgenligini arttirir. Bunun sonucunda kalp kasi hiicresi K* kaybi nedeni ile
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daha az uyarilabilir duruma gelir ve bdylece S-A digimin desarjlari azalr.
Parasempatik sistem ayrica AV demette de uyarilabilmeyi azaltarak uyarinin
atriyumlardan ventriklllere gecisini geciktirir. Bdylece dakikada kalp atim
sayisi azalir. Aksine sempatik sistem kalp atim sayisi Uzerinde zit etkiler
olusturur. Sempatik sistem S-A digim desarjlarini hizlandinir, kalbin tim
boélimlerinin ileti hizini ve uyarilabilmesini arttirir. Sempatik sinir sistemi bu
etkilerini, noradrenalinin B1-AR'ne baglanmasi ve kalp kasi hiicre zarlarinin
Na*t'ya ve Ca*?ya gecirgenligini arttirmasi ile yapar (Guyton & Hall, 2001;
Barrett, 2010).

2.5.4. Koroner akim

Aort kapadginin 1 cm’den daha az bir yiksekliginde bulunan koroner
ostioadan c¢ikan sag ve sol koroner arterler ve bunlarin dallari tarafindan
miyokardiyal = kanlanma  saglanmaktadir. Sol koroner arter sol
atriyoventrikller oluk boyunca sirkumfleks ve sol anterior dessending arter
dallarina bélandr. Sirkumfleks arter, atriyoventrikiler oluk boyunca
seyrederken sol atriyum, sol ventrikil ve S-A digimin % 40'ina dallar verir.
Sol anterior dessending arter ise anterior interventrikller oluk boyunca
seyrederek iki ventriklli ve interventrikiler septumu kanlandirir. Sag
koroner arter sag atriyoventrikiller olukda seyreder ve seyri boyunca sag
atriyum, sag ventrikll ve S-A digimuin % 60'n1 kanlandiran degisik dallar
verir. Sag ve sol koroner sistem kollateral damarlar ve onlarin terminal
dallarinin anastamozu ile birbirine baglanir (Green & Hutton, 1999; Darcy,
2004). Sol ventrikdl ve septumun vendz drenajinin blytk kismi koroner
sinlis aracigiyla sag atriyuma geri doner. Koroner sinis blylk kardiyak venin
devami olup, klglk ve orta boylu venlerden kan alir. Geri kalan kan ise
anterior kardiyak ven araciligiyla sag atriyuma bosalip uzaklastirir (Green &
Hutton, 1999; Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 Koroner dolasim (http://what-when-how.com/paramedic-care/principles-of-
electrocardiography-clinical-essentials-paramedic-care-part-2/)

2.5.4.1. Koroner kan akiminin diizenlenmesi

Koroner kan akiminin dizenlenmesi sinirsel ve metabolik olmak Utzere iki
degisik mekanizma ile saglanmaktadir. Sinirsel dizenlenme otonom sinir
sisteminin koroner damarlar Uzerine direkt yada dolayh etkileriyle
yapilmaktadir. Metabolik yada kimyasal dlzenlenme ise dokuda azalan
koroner akim miktarina yanit olarak serbestlesen lokal metabolik aracilar ile
olmaktadir (Morton & Michael, 2006).

2.5.4.1.1. Koroner kan akimi degerleri ve koroner kan akiminin
sinirsel ve metabolik diizenlenmesi

Dinlenim halinde koroner kan akimi 100 gram kalp dokusunda dakikada
60-80 ml’'dir (Green &Hutton, 1999; Darcy, 2004). Kalbin kasilma glictinde
artis koroner kan akimini arttinrken, aksine kasilma glclinin azalmasi
koroner kan akimini azaltir. Koroner kan akimi kalp kasinin ihtiyaci olan
oksijen tlketimi ile orantili olarak dedismektedir. Sodyle ki, kalbin oksijen
ihtiyacinin artmasi halinde oksijen gereksinimini karsilamanin tek vyolu
koroner kan akimini arttirmaktir (Morton & Michael, 2006; Chilian, 1997).
Ornegin egzersiz sirasinda koroner kan akimi 4-5 kat artarak 100 gram kalp
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dokusunda dakikada 400 ml'ye kadar cikabilmektedir (Green & Hutton,
1999; Darcy, 2004).

Sinirsel dluzenlemede asetilkolin koroner damarlarda az miktarda
vazodilatasyona yol acabilir. Adrenalin ve noradrenalin damar duvarindaki a
reseptorleri ile vazokonstriksiyon, B2 reseptorleri ile vazodilatasyon yapar.
Bununla birlikte sempatik uyari koroner damarlarda hafif daralma olustursa
da, sempatik uyarinin koroner damarlar tGzerinde vazodilatatér etkisi daha
gugludur (Morton & Michael, 2006).

Koroner kan akiminin metabolik kontrolinde otoregllasyon mekanizmasi
devreye girer. Herhangi bir nedenle koroner perflizyon basinci azalirsa ilgili
boélgedeki damarlar vazodilatatér maddeleri serbestletir bunun sonucunda
arteriyoller genigler ve azalmis koroner akimi artarak normale déner. Koroner
kan akiminda azalma nedeni ile adenozin konsantrasyonu artar. Adenozin
konsantrasyonundaki artis vazodilatasyona ve koroner kan akimi artisina yol
acar. Laktik asit, karbondioksit, K™ ve histamin gibi dokudaki diger metabolik
drdnler, koroner kan akimi arttikca ya da azaldikca konsantrasyonlarini
degistirerek koroner arterlerin tonusunu etkiler. Otoreglilasyona miyojenik
mekanizma da katilmaktadir. E§ger doku metabolizmasi sabitse, arteriyel kan
basincindaki degismeler koroner kan akiminin sabit devam ettirilmesi igin
damar yatadinda direng degisikliklerine neden olur. Kanin damar duvarina
uyguladigi basinca karsilik damar diiz kasi kasilarak artan kan kan akimini
normale cgevirir (Green & Hutton, 1999; Darcy, 2004; Guyton & Hall, 2001;
Barrett, 2010; Chilian, 1997).

2.5.5. Monofazik Aksiyon Potansiyeli

Monofazik aksiyon potansiyeli kaydi icin cam bir mikroelektrod kalp kasi
lifinin icine ve bir referans elektrod lifin disina konur (Franz, 1994). Kontak
elektrod yoéntemi ile MAP kaydinda ise 1-2 mm capindaki ekstraselller
elektrodlar yardimi ile AP endokard veya epikarddan kaydedilebilir. Bu
yuzden transmembran potansiyel o6lgiminde kullanilan yéntem in vitro
preparasyonlarla sinirlidir (Franz, 1999). Halbuki kontak elektrod yéntemi ile
MAP kaydi in situ calisan kalpte endokardiyumdan epikardiyuma kadar
Olgllebilir (Yang, 2010). Bu sekilde MAP teknigi 6zellikle klinik uygulamalarda
kalbin lokal elektrofizyoloji calismalarinda uygundur (Franz, 1999). Bu teknik
klinik ve deneysel kardiyolojide arastirmalar igin kullanigh bir ydntemdir
(Yang, 2010).

Monofazik aksiyon potansiyeli teknigi ilk defa 1883 yilinda Sanderson
ve Page’in kurbada kalbinde yaptigi calismalarla basladi. Bir elektrod kalbin
saglam ylzeyine, digeri ise zedelenmis bolgesine yerlestirilerek MAP
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kaydedildi (Yang, 2010). Daha sonra unipolar kayit yontemi kullanilarak
ekstraselliler MAP kaydedildi (Franz, 1999). Travmatik olmayan ilk MAP
kaydi ise 1934 yilinda Jochim ve arkadaslar tarafindan gelistirildi. 1986
yilinda Franz ve arkadaslari, Jochim ve ekibinin calismalarini temel alarak
miyokardiyum ile basit bir sekilde temas halinde olan bir elektrodla endokard
veya epikarda karsi bir basing uyguladilar. Bdylece stabil ve yuksek kaliteli
MAP kayitlarini elde ederek kontakt elektrot ydntemini tanittilar (Yang,
2010). Franz ve arkadaslarinin kullandigi kontakt elektrod yontemi hem basit
hem de klinik acidan glvenli bulunmustur. Yéntemin uygulanmasi sirasinda
kalpte hasar olmadigi icin bu yontemle alinan MAP kayitlarn sabit olup ayni
bélgeden MAP’In izlenmesine uzun bir siire olanak saglar (Franz, Swerdlow,
Liem & Schaefer, 1988).

Kontakt elektrot yontemiyle olcilen MAPamp’G 5-50 mV dederleri
arasinda degismekte olup 81 mV’'a kadar cgikabilir. Bu degiskenlik elektrotun
temas basinci ya da doku tipinden ileri gelir (Franz, 1999). MAPamp’l
ekstraselliler dirence gére dedisir. Ornedin kalp ylzeyinin kuru olmasi
durumunda ekstraselliler direng artar ve MAPamp’l daha buyltk olur. Kalp
yuzeyi bir elektrolit sollisyonu ile islatilarak ekstrasellller direng azalirsa
MAPamp’U azalir (Antzelevitch & Moe, 1981). Ayrica MAP elektrodu ile kalp
arasindaki temas basinci arttiginda da MAPamp’l artar. Bu basing azaldiginda
MAPamp’U azalir. Bununla birlikte MAP elektrodunun altindaki kalp duvarinin
kalinligi ve hicrelerin hacimi de MAPamp’Uni etkiler. Blylk kalplerden
ozellikle ventrikllden kayit edilen MAP, kiglk kalplerden ve atriyumdan kayit
edilen MAP’a gbére daha bluyuk amplitide sahiptir (Franz, 1999). Monofazik
aksiyon potansiyeli uzun bir stre tek bir bélgeden kayit edilirse MAPamp’l
azalir (Moore & Franz, 2007).

Monofazik aksiyon potansiyeli slresi AP’nin repolarizasyon fazi
hakkinda bilgi verir (Olejnickova, Novakova & Provaznik, 2015) ve kalp kalp
atim sayisiyla negatif iliskilidir (Wang, Chen, Liu, Xiao & Wang, 2014). MAP
yontemi kullanilarak aritmilere eslik eden uzun QT sendromu belirlenebilir.
Akut iskemi reperfizyonda olusan ventrikiler aritmilerin saptanmasinda da
MAP yontemi kullanilabilir. Monofazik aksiyon potansiyeli teknigi ilaglarin AP
Uzerindeki etkilerini degerlendirmek icin kullanilan en sik yéntemlerden birisi
olmustur (Yang, 2010).

2.5.6. Retrograd Kalp Perfiizyonu: Langendorf Teknigi ile Izole Kalp
Perfiizyonu

1895 yilinda Oskar Langendorff memeli kalbinde c¢ikan aortu kandlle
ederek aorta sabit bir hidrostatik basing uygulamis ve retrograd perflizyon
kavramini tanitmistir. Bu calismalarla izole kalp perfizyon yénteminde édnemli
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bir atilimi gerceklestirmistir (Liao, Podesser & Lim, 2012). izole kalp
perflizyon ydnteminde, retrograd yani vicuttakine ters perflizyon ile aort
kapaklari kapanir. Bdylece perfuzat koroner ostia’ya sant edilerek koroner
dolasima gecer. Vendz donls sag atriyum igindeki koroner sinlis araciligi ile
bosaltilirken, sag ventrikilde toplanan perfiizat ise pulmoner arterin
kesilmesi ile kalpten drene edilmektedir. Bundan sonra kalp fonksiyonlari ve
kasilmalar kayit edilmektedir (Liao vd., 2012). Retrograd perfiizyon teknigi
kalp fizyolojisi ve biyolojisindeki arastirma calismalarinda kokli dedisikliklere
neden olmustur (Skrzypiec Spring, Grotthus, Szelag & Schulz, 2007). 1904
yilinda Gottlieb ve Magnus sol ventrikil icerisine ici sivi dolu klicuk bir balon
yerlestirip kasilmalari kayit ederek Langendorf ydntemini modifiye etmislerdir
(Lim, Venetucci & Eisner, 2012). 1939 yilinda Katz ve arkadaslari ise kalpleri
sabit akimda perflize ederek perflizyon basincindaki dedisiklikleri
O6lgmuslerdir (Liao vd., 2012).

2.5.6.1. Izole kalp modellerinde avantajlar ve sinirlandirmalar

Izole kalp yéntemi 6zellikle kiiciik memelilerde tekrarlanabilirliginin
yuksek, calisilabilmesinin hizli ve maliyetinin dlislik olmasi nedeni ile 6nem
tasimaktadir. Izole kalp yéntemi biyokimyasal, fizyolojik, morfolojik ve
farmakolojik parametrelerin dlgilmesinde kullanilabilmektedir. Bu ydntem
ayrica iskeminin olusturulmasina ve ¢ok sayida biyolojik parametrenin
dederlendirilmesine izin verir (Sutherland & Hearse, 1999). Kalplerde
aritmilerin ve ektopik odaklarin degerlendiriimesi acgisindan da bu ydntem
kardiyovaskiler ve farmakolojik arastirmalarda kullaniimaktadir (Olejnickova
vd., 2015; Liao vd., 2012).

Deneysel calismalan yaparken Oncelikle sempato-adrenerjik
aktivasyonun istenmeyen etkilerinden kacinilmasi ve hayvanin stresden
korunmasi gereklidir. ATP depolari solunumun durmasindan 10-30 saniye
sonra bosalmaktadir. Bu yuzden kalp hizhh bir sekilde ¢ikarilmal ve dokudaki
ATP kaybindan kaginilmalidir (Déring, 1990). ATP'nin asir bosalmasi izole
kalplerde elektriksel ve mekaniksel parametreleri olumsuz etkilemektedir
(Skrzypiec-Spring vd., 2007). Bundan baska wuzun sireli cgalismalarda
proteinden arindiriimis sollsyonlar kullanilmasi gerektigi bildirilmistir. Aksi
taktirde doku 6deminin gelismesi kronotropik ve kontraktil fonksiyonlarin
bozulmasina neden olacaktir (Olejnickov vd., 2015).
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2.6. PI3K/Akt Sinyal Yolu’'nun Eksitasyon ve Kontraksiyon
Baglantisinin Diizenlenmesindeki Rolii

2.6.1. PI3K/Akt Sinyal Yolu

Fosfoinositid 3-kinazlarin (PI3K) aktivasyonu hicre yasamini, hicre
cogalmasini, hicre hareketliligini, hicre gocini ve salgisini arttirdigi gibi
hiicre iskeleti ve Ca*? sinyali gibi pek cok fizyolojik siirecleri de diizenler
(Kerfant vd., 2005; Kerfant, vd., 2006). Fosfoinositid 3-kinazlarin
aktivasyonu genellikle bir blyume faktéri olan ligandin reseptér tirozin
kinazlara (RTK) badlanmasi ile olur. Uyariimamis hiicrelerde PI3K
heterodimerinde yer alan p85 dlzenleyici alt birimi p110 katalitik alt birimine
baglidir. Béylece katalitik alt birimin aktivasyonu engellenmis olur. Reseptor
tirozin kinazlarin aktivasyonu ile fosforile tirozinler p85 dizenleyici alt birim
icin baglanma bdlgeleri olusturur. Bu baglanma p85‘in p110 {zerindeki
inhibitoér etkisini sonlandirir. Boylece p110 katalitik alt birimi serbest kalir ve
PI3K'nin aktivasyonunu baglatir. Aktive olan PI3K, fosfotidilinositol 4,5-
bifosfatin (PIP2) inositol 3,4,5-trifosfata (IP3) dénistimini saglar. Inositol
3,4,5-trifosfata, Akt ve fosfoinosit-bagimli kinaz-1 (PDK1) gibi proteinlerin
hem birikimine hem de aktivasyonuna yol acar (Bader, Kang, Zhao & Vogt,
2005; Pawson & Nash, 2000). Aktive olan Akt, NO yapimi ve Ca*? akisi,
metabolizmma, protein sentezi, apoptozis, hicre cogalmasi ve yasamini
kontrol eder (Ghigo vd., 2011).

Fosfoinositid 3-kinazlari kodlayan genler I, II ve III olmak uUzere (g
sinifa ayrihr. Sinif I PI3K kalpte eksprese edilir ve PIP2'yi IP3’e cevirir
(Kerfant vd., 2005, Kerfant vd., 2006). P110 katalitik alt birim ve sinif I PI3K
heterodimerik sekildedir. Sinif I, PI3K'nin a, B, y ve 0 olarak isimlendirilmis
dort degisik grubu vardir (Ghigo vd., 2011). PI3Ka ve PI3Ky sirasiyla
PI3K'nin IA ve IB'nin alt gruplari olup, her iki izoform kalp kasi hicrelerinde
eksprese edilir. Grup IA'nin aktivasyonu genelde RTK ile gergeklesirken, grup
IB'nin ise G proteine bagl reseptorler (GPCR) araciligi ile olmaktadir (Kerfant
vd., 2006, Sekil 2.13).

Sinif I, PI3K kalpte ve damarlarda iltihap olaylarinin yani sira kalp kasi

hicrelerinin kasilmasi ve kalpte hipertrofi gibi kritik kalp fonksiyonlarinin
dizenlenmesinde anahtar rolt oynar (Ghigo vd., 2011).
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Sekil 2.13 PI3K'in alt gruplarinin sematize edilmesi

2.6.1.1. PI3Ka’nin etkileri

PI3Ka kalbin fizyolojik buyimesinde, PI3Ky ise cAMP metabolizmasinin
degisiklige ugratilmasindaki yetenegdinden dolayi kalp kasilmasinin énemli bir
dizenleyicisi olarak ortaya ¢cikmistir (Kerfant vd., 2006).

2.6.1.1.1. PI3Ka kardiyomiyosit anabolizmasini ve kontraktilitesini
nasil diizenler?

PI3Ka, yalnizca RTK'lar ile aktive edilir. PI3Ka'nin asiri ekspresyonu
kalpte hipertrofinin yanisira kalp ve vicut agirhdginda artma ile sonuglanir
(Ghigo vd., 2011). PI3Ka aslinda kalp buylumesi ve fizyolojik hipertrofinin
dizenlenmesinde rol alir (Ghigo vd., 2011). Ayrica fetal gelisimde PI3Ka'nin
aktivasyonu kalp kasi hlcrelerinin bluytumesi icin gereklidir (Yano vd., 2008).
PI3Ka'nin kaybinda, dilate kardiyomiyopati, miyokard infarktlistu ve kronik
adrenerjik stimilasyon gibi patolojik olaylar ile kalpteki basing ylkinun
artmasi ¢ok daha fazla tehlikeli olmaktadir (Ghigo vd., 2011). PI3Ka anabolik
ve kardiyoprotektif etkilerinin yani sira ayrica kardiyak kontraktilitenin pozitif
dizenlenmesine de katilmaktadir. Yetiskin farelerde PI3Ka'nin artmis
ekspresyonu kalp kasinda in vitro kontraktiliteyi arttirmaktadir (Yano vd.,
2008). Diger bir deyisle PI3Ka (-/-) genotipindeki farelerde bazal kalp kasi
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kasilmasinda hafifce azalma goériulmektedir. Yabani tipi fareler ile
karsilastirildiginda, PI3Ka geni gikariimis farelerde L-tipi Ca*? kanal akiminin
azaldigi belirlenmistir (Sun vd., 2006). Genetik bulgularin disinda izole kalp
kasi hicrelerinde, PI3Ka inhibitérleri L-tipi Ca*? kanal akimini ve
kontraktiliteyi ddstrmduastir (Sun vd., 2006). PI3Ka kalp kasi hicrelerinde
Ca*? akimini arttirarak kalpte pozitif inotropik etkiler géstermektedir (Ghigo
vd., 2011).

2.6.1.2. PI3Ky’'nin kontraktilite iizerine etkileri

Crackower ve arkadaslari (Crackower vd., 2002), PI3Ky (-/-)
genotipindeki farelerde, hlicre ici bazal cAMP dizeyinin arttigini, kalp
fonksiyonunun gelistigini ve kalp kasi hicrelerinin kasilmasinin arttigini
gostermislerdir (Crackower vd., 2002). PI3Ky (-/-) genotipindeki farelerde
strekli cAMP artisiyla ortaya c¢ikan PLN fosforilasyonu kalpte artan
kontraktilite ve gevseme ile yakindan badlantilidir. Bu verilere gére PI3Ky
cAMP dlzeyini negatif yonde dizenlemektedir. PI3Ky (-/-) farelerde SERCA2a
ve PLN ekspresyon dlizeyi degismeden PLN fosforilasyonu artmistir ve artmis
cAMP diizeyi ile birlikte L-tipi Ca*® kanal akiminda % 20 vyiikselme
gérilmistir (Kerfant vd., 2006). Ozet olarak, PI3Ky kaybi SR’dan Ca*?
salinmasinin ylkselmesine ve kontraktilite artisina neden olmaktadir.
Kasilmadaki artma cAMP-PKA artisi, SR’daki artmis PLN fosforilasyonu ve
cAMP’nin hidrolizinden sorumlu olan enzimler olan fosfodiesterazlarin
azalmasi ile gergeklesmektedir (Kerfant vd., 2005). PI3Ky eksikligi olan
farelerde dakikada kalp atim sayisi ve ortalama kan basinci normal olmasina
ragmen ekokardiyografi ile degerlendirildiginde kalp fonksiyonlarinin yabani
tiplere gore arttigi bulunmustur (Alloatti vd., 2005).

2.7. Beta Adrenerjik Reseptorler

B-AR’ler, G proteinlerine bagh reseptérler olarak bilinir. G proteinlerinin
amino asit sirasina ve fonksiyonuna gére Ga, Gas, Ga;, Gag ve Gai; olmak
Uzere degisik gruplar vardir (Madamanchi, 2007). GPCR'ler transmembran
a-heliks yapisinda olup hilicre disi amino terminali ve hicre ici karboksil
terminali ile hicre zarini yedi defa kateder. Sempatik stimilasyon ile kalpteki
B-AR'nin aktivasyonu kontraksiyonu arttirir ve gevsemeyi hizlandirir (Bers,
2002). Reseptore ligandin baglanmasi ve heterotrimerik G-proteinleri ile
eslesmesinden sonra GPCR'de bigimsel bir degisiklik olur ve G-proteine bagl
GDP’nin yerini GTP alir. Bundan sonra G proteinin a alt birimi B ve y alt
birimlerinden ayriir ve hiicre zarinda AS enzimine badlanir. Bunun
sonucunda AS aktive olur ve cAMP yapimi artar. CAMP artisl ile PKA aktive
edilir. Boylece eksitasyon-kontraksiyon ile iliskili degisik proteinler fosforile
edilir. Protein kinaz A, sarkolemmal dlzeyde LTCC'yi fosforile ederken, SR
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diizeyinde ise PLN'yi fosforile eder. L-tipi Ca*® kanali ve riyanodinin
fosforilasyonuna bagdh Ca*? girisi ve salinimi kasilma ile sonuglanir. Ayrica
fosforile PKA, troponin I ve miyozin baglayan protein C'yi de fosforile eder.
Sekil 2.14'de goruldigi gibi PKA'nin gevseme Uzerine etkisi sirasiyla PLN ve
troponin I  fosforilasyonu, SR’ye Ca*?nin  hizlica alinmasi ve
miyofilamentlerdeki troponin C’ye bagli olan Ca*?nin ayrilmasi ile gerceklesir
(Bers, 2002).

Adrenalin/Noradrenalin

Sarkolemma a\ /2 B
V) )3
/ e = ' {
AC ,‘ A ; Gl M-

" Troponin |
| Chtcommmmmmtyeted
| Chi— g |

Miyofilamentler

Sekil 2.14 B-AR'lerin aktivasyonu ile ECC ile iligkili hedef proteinlerin fosforilasyonu (Bers,
2002). AKAP; A kinaz anchoring protein, Reg; reglilatér; Ach; Asetilkolin.

2.7.1. B-AR’lerin tipleri ve ekspresyonlari

B-AR’lerin B1-AR, B2-AR, B3-AR ve (4-AR olmak Uzere doért alt grubu
bulunmaktadir. B1-AR primer olarak kalpte eksprese edilir ve kalpte bulunan
B-AR’lerin % 75-80'ini olusturur. B2-AR, kalpteki B-AR’lerin % 20-25’ini
olusturur ve ayrica akcigerlerde, bobrekte ve kan damarlarinda da bulunur.
B3-AR’ler ise daha c¢ok yag dokusunda bulunup minimal olarak kalpte
eksprese edilmektedirler. B4-AR’ler, B1-AR’lere gbére daha dlsuk afinite
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gosterip genetik ve farmakolojik yonden net olarak tanimlanamamislardir
(Madamanchi, 2007).

2.7.2. B-AR’lerin hiicresel yanitlari ve sinyal yollar1 arasindaki
farkhiliklar

Adrenalin ve noradrenalin tim B-AR’lerin primer agonisti olarak
fonksiyon yapmaktadir. Halbuki son verilere gére B-AR’lerin hiicresel yanitlari
ve sinyal yollari arasinda énemli farkliliklar vardir. Oncelikle B2-AR, G
proteinlerinden Gs proteine ek olarak Gi ile de baglanabilir. Halbuki B1-
AR'’ler, sadece Gs'ye baglanabilir ve hiicre ici cAMP dlizeyinin arttirilmasindan
sorumlu asil izoformlardir (Alloatti vd., 2005; Ghigo vd., 2011). Kalp
fizyopatolojisinde B-AR’ler kalpteki kontraktiliteyi 6ncelikle Gs-AS ekseninin
aktivasyonu ile kontrol ederler. Fakat B2 ve B3 izoformlari, ayrica inhibitér
protein Gi'ye de baglanarak PI3K aktivasyonunu dizenler. Fizyolojik sartlarda
miyokardiyumdaki B-AR’lerin stimllasyonu baslica PI3KB veya PI3Ky’y! aktive
eder. PI3KpB veya PI3Ky aktivasyonu Akt fosforilasyonu igin gereklidir (Ghigo
vd., 2011).

2.8. Nitrik Oksit

2.8.1. Nitrik oksit sentaz izoformlari, eNOS ekspresyonu ve kalpte
nitrik oksit konsantrasyonlari

Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi araciigi ile oksijen varhidinda L-
arjinin‘den NO ve L-sitrullin olusur. Nitrik oksit sentazin katalizledigi bu
reaksiyonda, nikotinamid adenin dinldkleotid fosfat substrat olarak flavin
adenin dintkleotid, flavin mononukleotid ve tetrahidrobiopterin kofaktér
olarak kullanilir. Nitrik oksit sentaz enziminin ndéronal nitrik oksit sentaz
(nNOS veya NOS1), iltihaba neden olan aracilarla uyarilan indiklenebilen
nitrik oksit sentaz (iNOS veya NOS2) ve endotel kaynakli nitrik oksit sentaz
(eNOS veya NOS3) olmak Uzere U¢ dedisik izoformu bulunmaktadir (Lim,
Venetucci & Eisner, 2007). eNOS ve nNOS Ca*?ya badimli olarak
olustururken, iNOS sitokinlerin uyarilmasi sonucu Ca*%'dan ba§imsiz olarak
sentezlenir (Tamargo, Caballero, Gdmez & Delpén, 2010; Lim, vd., 2007).

eNOS daha <c¢ok kalp kasi hicrelerinde eksprese edilir ve
plazmalemmanin invaginasyonlarinda kaveol olarak isimlendirilen bélgelerde
lokalize olur (Lim, vd., 2007). eNOS ekspresyonu kalpte sol ventrikllin
apeksinde, ventrikiler epikardiyumda, sag atriyum ve S-A digimde goze
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carpmaktadir. Koroner damarlar genis arterlere goére on bes kat daha fazla
eNOS mRNA’sI icermektedir (Massion vd., 2003).

Tavsanlarin kalbinde NO duzeyleri diyastol sirasinda endokardiyumda
2.7 UM, miyokardiyumda 0.93 pM ve sistol esnasinda ise bu dederler 0.67 uM
ile 0.26 uM olarak bulunmustur. Sican kalplerinde ise bu oranin % 15 daha
dislk oldugu tespit edilmistir (Tamargo vd., 2010).

2.8.2. Nitrik oksitin kasilma iizerine etkileri

Normal kosullar altinda NO’nun baslica etkisi hiicre ici Ca*?yI azaltarak
kasilma, hlicre cogalmasi ve hiicre blylimesi gibi hlicresel fonksiyonlari
inhibe etmektir. Saglam arterlerin diiz kas hiicrelerinde NO ile hiicre i¢i Ca*?
konsantrasyonun azaltilmasi hemen gevseme ile sonuglanir.

Nitrik oksit damar diz kas hucrelerinde ve kalp kasi hlcrelerinde cGMP
bagimli ve bagimsiz mekanizmalarla gevsemeye neden olur. cGMP bagimli
yolda NO solubul guanil siklaza baglanarak, cGMP dlizeylerini arttirir. Bu artis
ile cGMP bagimli protein kinaz G aktive edilir. Protein kinaz G kontraktil
proteinlerinden troponin I'nin fosforilasyonunu ve iyon kanallarindan
LTCC'lerin ekspresyon duzeyini azaltarak kasilmanin negatif ydnde
dizenlenmesinde ise karisir. NO ayrica duz kas hicrelerinde ve kalp kasi
hicrelerinde cGMP'den bagimsiz mekanizma ile SERCA’'nin direkt
fosforilasyonuna katilmakta ve kalp fonksiyonlarini dizenlemektedir (Tong,
Evangelista & Cohen, 2010; Tamargo vd., 2010). Ozellikle strese bagh NO
sentezinin uyarilmasi ile kalp kasi hicrelerinde eNOS artisi riyanodin
kapilarini acabilir. Immunofloresans calismalari eNOS proteinin % 63’niin
direkt olarak riyanodin reseptér ile iliskili oldugunu ve fonksiyonel olarak
birbirini etkiledigini ortaya koymustur (Martinez-Moreno vd., 2005). Bu
durum hiicre ici Ca*? amplitidiini ve kasilma kuvvetini arttirirken, kalp kasi
hlcrelerindeki kasilmay: surekli kilar. (Petroff vd., 2001).

Nitrik oksitin konsantrasyonuna ve uyarilmasina bagli olarak hem pozitif
hem de negatif inotropik etkilerinin oldugu bifazik etkiler gosterdigi
konusunda fikir birligine varlmistir (Korzick, 2003). Ayrica endokardda
Uretilen NO parakrin etki ile kalp kasi hicrelerinde gevseme ile sol ventrikul
dolumunu saglamaktadir. Calisan kalpte NO salinimi koroner perflizyonun
maksimal duruma getirilmesini saglar (Acierno vd., 2008). Bu mekanizmalar
kalbin yUkdnUn azaltilmasi, kalbin dolumunun arttinimasi ve kalbin asiri
sempatik uyarilarinin istenmeyen etkilerinden korunmasi agisindan yararhdir
(Acierno vd., 2008).
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2.9. L-Tipi Ca*? Kanali

2.9.1. L-tipi Ca*? kanallarinin yapisi ve tipleri

L-tipi Ca®™® kanallari viicutta pek c¢ok hiicrede bulunan protein
kompleksidir (Kamp & Hell, 2000). L-tipi Ca*™® kanallarinin CaV1.1’den
CaV1.4’e kadar numaralandirilan doért degisik tipi vardir. Her bir LTCC,
al.1l’den-1.4'e kadar numaralandiriimis dort dedisik a1l alt birimi icerirken, B
ve a2d yardimcl alt Uniteleriyle multimerik protein yapisindadir (Harvey &
Hell, 2013). Kanal kompleksinin fonksiyonel yapisinin temeli al alt birimidir
(Kamp & Hell, 2000). al alt birimi iyon iletici por olup LTCC'nin tipini belirler.
al alt Unitesi, dort degisik homolog bdlge (I-IV) bulundurmaktadir. Bu
bolgelerin her biri alti tane transmembran segmenti (S1-S6) icermektedir
(Harvey & Hell, 2013). S5. ve S6. segmentler arasinda P ilmegi por olarak
sekillenmistir ve kanalin acikligini olusturmaktadir (Kamp & Hell, 2000). B
yardimci alt birimi kanalin sitozolik ylzinde yer alir. Voltaja bagh aktivasyon
ve inaktivasyondan etkilenir ve kanal kompleksinin ekspresyonunu ydnetir.
a2 alt Unitesi ekstraselltler & alt Unitesi ise tek bir transmembran segment
ile kisa bir intrasellller ve ekstraselliler segment igerir. B alt tnitesi gibi a2d
alt Unitesi de kanal kapisini etkileyerek kanal kompleksinin ekspresyonunu
yonetir (Harvey & Hell, 2013, Sekil 2.15).

Kalpte bulunan voltaja badgli kalsiyum kanallari elektrofizyolojik,
farmakolojik 6zelliklerine ve al alt birimine gére CaVv1.1-1.4 (LTCC), Cava.1
(P/Q-tip) , CaVv2.2 (N-tip), CaVv2.3 (R-tip), CaV3.1-3.3 (T-tip) gibi degisik
sekillerde isimlendirilen alt gruplarn bulunmaktadir (Hofmann, Flockerzi, Kahl
& Wegener, 2014). L-tipi Ca*? kanallari igerisinde CaV1.2 ventrikiler
miyositlerde dominant olarak eksprese edilmektedir. CaV1.2 ve CaV1.3'ln
kalpte S-A ve A-V digim hicrelerinde ve atriyum hiicrelerinde ekspresyonu
vardir (Harvey & Hell, 2013).

42


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamp%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11110765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harvey%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23266596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harvey%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23266596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamp%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11110765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hell%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11110765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harvey%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23266596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hell%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23266596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamp%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11110765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harvey%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23266596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hell%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23266596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harvey%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23266596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hell%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23266596

Sekil 2.15 LTCC'nin yapisi (Kamp & Hell, 2000).

2.9.2. L-tipi Ca*? kanalinin fonksiyonlari

L-tipi Ca*? kanallari, Ca*®'nin kalp kasi hiicrelerine girisinde, ECC'de ve
kalpte AP'nin siiresinde rol oynayan kanallardir. Hiicreye Ca*? girisinin
tetiklenmesi ile SR'dan Ca®™ hiicre icine salinir ve miyofilamentlerin
aktivasyonuyla sonuglanir. Bu fizyolojik strecin énemli bir kismi CaV1.2 (L
tipi alfa 1C) kanal aktivasyonuna baghdir (Kamp & Hell, 2000; Harvey & Hell,
2013; Hofmann vd., 2014). CaV1.2, kalpteki AP'nin plato fazi slresince zar
depolarizasyonunun devam  ettirilmesinden  sorumludur. CaV1.2'nin
inaktivasyonu ile repolarizasyona izin verilir ve bodylece depolarizasyon
sonlandirihr. Ayrica ECC'de CaV1.2 kanal aracihdi ile kalp kasi hiicrelerine
dogru olan Ca*? akisi, riyanodin reseptérlerinden Ca*? salinimini tetikler.
Bdylece kasilmayi baslatir (Harvey & Hell, 2013). Kalpteki LTCC'lerin
miktarinda ya da fonksiyonunda olusan bozukluklar atriyal fibrilasyon, kalp
yetmezligi ve iskemik kalp hastaliklari olmak lzere degisik kardiyovaskiler
hastaliklara neden olur (Kamp & Hell, 2000).

2.9.3. L-tipi Ca*? kanal aktivasyonunun diizenlenmesi

Hem B1 hem de B2-AR’ler cAMP yapimini uyararak ventrikil kalp kasi
hlicrelerinde sarkolemmal LTCC aktivitesini arttirirlar (Bers, 2002). Bu durum
sempatik stimulasyon ile kalp kasi hlcrelerinde kasilma ve gevseme artisina
katkida bulunur (Harvey & Hell, 2013). Memeli kalp dokusundaki

43


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamp%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11110765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamp%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11110765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamp%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11110765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamp%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11110765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harvey%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23266596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hell%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23266596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hell%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23266596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hofmann%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24382889
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harvey%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23266596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamp%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11110765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamp%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11110765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harvey%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23266596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hell%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23266596

fosfodiesteraz (PDE) ailesinden PDE2, PDE3 ve PDE4 izoformlari kalp kasi
hlicrelerinde cAMP sinyalini sinirlandirir. cAMP’nin PDE'ler ile hidroliz edilmesi
LTCC aktivitesinin didzenlenmesinde kritik rol oynar (Mika, Leroy,
Vandecasteele & Fischmeister, 2012). B2-AR’lerin uyarilmasi ile Gi protein
aracilikl olarak aktive olan PI3Ky, PDE aktivitesini stimUle eder. Boylece PDE
aktivasyonu ile gerceklesen cAMP hidrolizi ile LTCC'nin PKA tarafindan
fosforilasyonu engellenir ve LTCC’nin fonksiyonlari sinirlandinilir (Ghigo vd.,
2011; Harvey & Hell, 2013). cAMP/PKA sinyal yolu LTCC aktivasyonunu
dizenler (Kamp & Hell, 2000). L-tipi Ca*™® kanallarinin a;1.2 ve B alt
birimlerinin PKA ile fosforile edildigi gosterilmistir. Bu bolgelerin fosforile
edilmesi LTCC'nin kanal aktivasyonunu kolaylastirir (Harvey & Hell, 2013).

2.10. SERCA
Hiicre ici Ca*?'nin esas kismi SR’de bulunur. SERCA tarafindan aracilik
edilen Ca*? geri alimi intraselliiler Ca™®'nin SR’de tutulmasinda anahtar rol
oynar. Ayrica hiicre ici Ca*?'nin yiiksek konsantrasyonlarinda ortaya ¢ikan
kasilmalar sirasinda SERCA ile Ca*™?nin SR depolarina geri aliminin
hizlandirllmasi duz kas, iskelet ve kalp kasinda gevsemeye aracilik eder.
Buna ek olarak endotel hucreleri gibi kontraktil olmayan hlcrelerde ise
SERCA hicre buytmesi, apoptozis ve hlicre gécgu gibi pekgok hlicresel streci
dizenler (Tong vd., 2010).

2.10.1. SERCA izoformlari ve SERCA izoformlarinin ekspresyonlari

SERCA g genin UrinU olarak hucrelerin endoplazmik retikulumunda
veya SR’de eksprese edilen zar proteinidir (Tong vd., 2010) ve SERCA'nin
molekdiler agirhgr 97-115 kDa’dir. SERCA'nin 1, 2 ve 3 ana izoformlari ve alt
birimleri ile birlikte en az on izoformu tanimlanmistir (Periasamy &
Kalyanasundaram, 2007). Bunlardan SERCA2, filogenetik olarak tim
izoformlarin en eskisi olup ayrica dominant bir izoformdur. Bugline kadar
SERCA2 igin sadece C terminal ucu farkh olan SERCA2a, SERCA2b ve
SERCA2c olmak uzere Ug farkli transkript tanimlanmistir.

SERCA2a en ¢ok kalp kasinda ve yavas kasilan iskelet kasinda eksprese
edilir (Kranias & Hajjar, 2012). SERCA2a ekspresyon dlizeylerinde ventrikdl
ile atriyum arasinda farkhhklar vardir. SERCA2a protein dlzeyi ventriklle
oranla atriyumda vyaklasik iki kat daha yuksektir. Ventriklle kiyasla
atriyumda daha kisa kasilma slresi atriyumdaki daha ylksek SERCA2a
dizeylerini aciklayabilir (Minajeva vd., 1997). SERCA2a ekspresyon dlzeyleri
yaslanma ile de dedgismektedir. Yaslanmis hayvan modellerinde ve yash insan
kalplerinde hem SERCA2a dizeyinde hem de aktivitesinde azalma
bildirilmistir (Jiang, Moffat & Narayanan, 1993). Yash sican kalplerinde,
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SERCA dizeylerinde ve aktivitesinde goérilen bu azalma uzamis kasiima
zamani ve bozulmus kalp fonksiyonu ile iligkili bulunmustur (Cain vd., 1998).
SERCA2b yetiskin diz kasinda ve kas olmayan dokularda bulunur. SERCA2c
ise kalp kasinda, epitel, mezensimal ve hematopoetik hicreler gibi kas
olmayan hucrelerde bulunur (Kranias & Hajjar, 2012).

2.10.1.1. SERCA2a’nin fonksiyonlari

SERCA2a kalp kasilmasinda dnemli bir rol oynar. SERCA2a, SR igine
Ca*?yi tasir, sitozolik Ca*? konsantrasyonunu, SR Ca*? yikini, kalbin
kasilma ve gevseme hizini dizenler. Insan ve tavsanlarda SERCA2a,
sitoplazmik Ca*? ‘nin geri pompalanmasi isleminin % 70‘inden, farelerde ve
sicanlarda ise % 90iIndan sorumludur (Bers, 2002). SERCA2a kalpte hem
sitozolik Ca*?nin uzaklastirilmasinda hem de Ca*?'nin SR’a pompalanmasinda
onemli olmasindan dolayi kalbin gevseme ve kasilmasinda temel belirleyicidir
(Kranias & Hajjar, 2012; Park & Oh, 2013).

2.10.2. Kalp fizyolojisinde SERCA pompasinin roliinii anlamak icin
transgenik yaklasimlar

Artmis SERCA dlzeylerinin kalp Uzerine etkilerini anlamak igin
transgenik hayvan modelleri gelistirilmistir. SERCA2a’nin 1.2 veya 1.5 kat
daha fazla eksprese oldudu transgenik farelerde SR’ye Ca*? transportunun
arttigi ve kalbin kasillma ve gevsemesinin arttigi ortaya konulmustur (Vetter
vd., 2002). Genetigi degistirilmis hayvan calismalarinda SERCA pompasinin
Ca*? homeostasisi ve kalp fizyolojisi lizerindeki rolii tanimlanmistir. Her iki
allelin olmamasi durumunda yani SERCA2a (-/-) genotipindeki fareler,
gelisim sirasinda erkenden o6ldrler. Heterozigot olan SERCA2a (-/+)
genotipindeki farelerde ise SERCA2a protein duzeyinde % 35 oraninda
azalma gorulmektedir. SERCA2a allellerinin bir kopyasinin kaybi kalp
kasilmasi ve SR’ye Ca™ transportunun azalmasi ile sonuclanmistir. Bu
farelerde hiicre icinde Ca*? homeostasisinin bozulmasi ve kalp kasilmasinin
azalmasi SERCA2a geninin her iki kopyasininda gerekli olduguna isaret
etmektedir (Periasamy vd., 1999). Kalp kasi hicrelerinde SERCA2a geninin
cikartilmasi kalpteki sistolik ve diyastolik fonksiyonlarda ciddi azalmalara
neden olmustur. Genin ¢ikarilip alinmasini takiben 8 hafta sonra ylksek 6lim
oranlari gézlenmistir (Kranias & Hajjar, 2012).
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2.11. Fosfolamban

2.11.1. Fosfolamban tanimi ve ekspresyonlari

Fosfolamban bir SERCA inhibitérudtr. Elli iki amino asitten olusmus bir
fosfoprotein olup primer yapisi tlrler arasinda ylksek oranda korunmustur.
Fosfolamban kalpte dliz kas ile yavas kasilan iskelet kasina gbére daha ylksek
dizeylerde eksprese edilmektedir (MacLennan & Kranias, 2003).
Fosfolamban kalpte hem atriyumda hem de ventrikllde eksprese edilir,
ventrikidl ile karsilastinldiginda atriyumda daha disuk seviyelerdedir (Zhong,
Reiser & Matlib, 2003).

2.12.1. Fosfolamban aktivitesinin diizenlenmesi ve Fosfolambanin
SERCA pompasi lizerindeki etkisi

Fosfolamban ekspresyon dlizeyinde veya PLN fosforilasyon durumunda
artma ya da azalma SR’ye Ca*?nin geri alinma fonksiyonunu ve
kontraktiliteyi dogrudan etkileyebilir (Zhong vd., 2003). Fosfolamban, kalpte
B-adrenerjik yanitlarin esas aracisidir (MacLennan & Kranias, 2003).
Fosfolamban geni cikarilmis farelerin kalp kasi hicrelerinde B-adrenerjik
agonist stimilasyonu ile olusturulan vyanitlarin blylk 6lcide azaldig
gorulmustir. Dolayisiyla kalpte B-adrenerjik agonistlerin olusturacagi yanitta
PLN 6nemli bir proteindir (Kranias & Hajjar, 2012).

Fosfolamban tarafindan sirasiyla serin 16 ve treonin 17'nin
fosforilasyonu ile dlizenlenir. Protein fosfataz 1 enzimi ise defosforilasyon
islemini katalize eder (Park & Oh, 2013). Fosfolambanin PKA ve CaMKII
tarafindan sirasiyla serin 16 ve treonin 17'deki fosforilasyonu SERCA
aktivitesini arttirr (MacLennan & Kranias, 2003). Fosfolamban monomerik ve
pentamerik pozisyonlar arasindadir. Fosforile oldugu zaman pentamer
pozisyonundadir ve kendisi aktif dedildir. Clnkli SERCA2a (zerindeki
inhibisyonu ortadan kalkmistir (Park & Oh, 2013). Fosfolamban fosforile
oldugunda SERCA aktif duruma gecer (Voss, Jones & Thomas, 1994).
Fosfolamban defosforile oldugunda yani monomer pozisyonunda SERCA2a’ya
badglanarak onun aktivitesini baskilar (Park & Oh, 2013). SERCA aktif
oldugunda Ca*? tasinmasini 4 kat veya daha fazla arttirir (MacLennan &
Kranias, 2003).

Fosfolambanin SERCA2a aktivitesi Uzerine inhibitér etkisi ilk defa
transgenik fare modelleri ile ortaya cikarilmistir (Limas vd., 1987). Bu
calismalarda PLN'nin Ca*?nin geri alinma maksimum hizini etkilemeden
SERCA'nin Ca*?'ya olan afinitesini etkileyerek SERCA aktivitesini diizenledigi
One surudlmustiar (Haghighi vd., 2003; Haghighi vd., 2006). Kalpteki PLN'nin
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asirl ekspresyonu SR’ye Ca*? alimini inhibe eder, kasilma parametrelerini ve
bazal sistolik fonksiyonlari azaltir (Limas vd., 1987). Aksine PLN geni
cikarilmis farelerde kalbin kasilma kuvvetinde artma bulunmustur
(Vangheluwe vd., 2006).
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3. GEREGC VE YONTEMLER

Eskisehir Osmangazi Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulunun
20.03.2014 tarih ve 385 karar numarasi ile onayh etik kurul karari
dogrultusunda deneysel calismalar vyapildi. Calismamizda 250-350 g
agirhginda Sprague-Dawley cinsi disi sicanlar kullanildi. Standard yemle
beslenmis olan sicanlar 20-25°C sicaklikta, 12 saat karanlik ve 12 saat
aydinlik déngisltne maruz birakildi.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1.NaCl (Carlo Erba, Fransa)

2.KCI (Sigma-Aldrich, ABD)

3.CaCl,2H,0 (Sigma-Aldrich, ABD)

4.MgS04.7H,0 (Sisco Research Laboratories, Hindistan)

5.KH,P0O4 (Merck KGaA, Almanya)

6.NaHCOs (Sisco Research Laboratories, Hindistan)

7.Glukoz (Sigma-Aldrich, ABD)

8.MgCl, 6H,0 (E.Merck, Almanya)

9.NaH,P0O4 (E.Merck, Almanya)

10.Heparin (Kogak firma, Tekirdag)

11.Sodyum pentotal (Ulagay ila¢ sanayi, Istanbul)

12.Serum fizyolojik (Osel ilag sanayi, istanbul)

13.RNA Later (QIAGEN, Almanya)

14.Total RNA izolasyonu igin TriPure (Roche Life Science, Almanya)
15.1sopropanol (Sigma-Aldrich, ABD)

16.%75'lik alkol (Sigma-Aldrich, ABD)

17.Ribontikleaz(RNase)dan arindiriimis distile su (Techno lab., Tlrkiye)
18.TAE (Tris, Asetik Asit, Etilen Diamin Tetra Asetik Asit, Lonza, Belgika)
19.Edityum bromdur (Sigma, ABD)

20.6X jel yikleme tamponu (Thermo Fisher Scientific, ABD)
21.1kilobazlik molekiler agirlik isaretleyici (Thermo Fisher Scientific, ABD)
22.PBS (Fosfat ile tamponlanmis tuz sollisyonu)

23.cDNA sentez kiti (Roche, Almanya)

24.Rat cAMP (YH Biosearch, Cin) ELISA kiti ve rat cGMP (YH Biosearch, Cin)
ELISA Kiti

25.Kimerin peptidi (Anaspec, ABD)

26.0mentin peptidi (Prospec, ABD)

27.LY294002 (Sigma-Aldrich, ABD)

28.L-NAME (Sigma-Aldrich, ABD)
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3.2. Kullanilan Geregler ve Cihazlar

1.Hassas terazi (Model Mark 500, Monza, italya)

2.Veri toplama ve analiz sistemi (Isoheart Software, Almanya
3.Basing transduseri (Isotec, Hugo SachsElectronik, March-Hugstetten,
Almanya)

4 .MAP elektrodu (March-Hugstetten Almanya)

5.1statistik programi (Versiyon 13.0, SPSS; Sikago, ABD
6.Homojenizatér (Roche, Isvicre)

7.Tek kullanimlik pudrasiz laboratuvar eldiveni (Skintex)
8.0.1-2 pl, 2-20 ul, 20-100 pl ve 200-1000 pl kapasiteli otomatik
pipetler (Gilson, Fransa)

9.Steril, RNase’'dan arindirilmis pipet uglari (Axygen, Avusturya)
10.1.5 ml hacimli plastik tiipler (Eppendorf, Ingiltere)
11.Plastik tlpleri yerlestirmek icin spor

12.Seramid kapli yesil boncuklar (Roche, Almanya)

13.PCR tiplerinin Gzerine konulup calisilacagl sogutucu bloklar
14.Kuru blok isitma termostati (Biosan, BIO-TDB-120, Avrupa)
15.Sogutmal mikrosantrifiij (Sigma, Almanya)

16.Vortex (Heidolph, Almanya)

17.Spektrofotometre (Nanodrop 1000, Almanya)

18.UV Transilliminatdér(Gene Genius, Ingiltere)

19.Jel elektroforez sistemi (Clever Scientific Ltd., Ingiltere)
20.Mikrodalga firin (Arcelik, Turkiye)

21.Light Cycler 480/1 (Roche, Isvicre)

22.Tam otomatik ELISA cihazi (Awareness, ABD)

23.Termal Cycler (Applied, Singapur)

24.-80°C derin dondurucu (Panasonic, Avrupa)

25.-20°C buzdolabi (Argelik, Tlrkiye)

3.3. Izole Perfiize Kalp Preparasyonu icin Kullanilacak Olan
Peptidlerin Hazirlanmasi

Omentin : (1-298 )

(H-MWSTDEANTY FKEWTCSSSP SLPRSCKEIK DECPSAFDGL YFLRTENGVI
YQTFCDMTSG GGGWTLVASV HENDMRGKCT VGDRWSSQQG SKAVYPEGDG
NWANYNTFGS AEAATSDDYK NPGYYDIQAK DLGIWHVPNK SPMQHWRNSS
LLRYRTDTGF LQTLGHNLFG IYQKYPVKYG EGKCWTDNGP VIPVVYDFGD
AQKTASYYSP YGQREFTAGF VQFRVFNNER AANALCAGMR VTGCNTEHHC
IGGGGYFPEA SPQQCGDFSG FDWSGYGTHV GYSSSREITE AAVLLFYR-OH)
(Prospec, ABD).

49



Kimerin-9 : (149-157)
(H- YFPGQFAFS -OH) (Anaspec, ABD).

Omentin ve kimerin peptidi distile su ile ¢cdzllerek ana stok elde edildi.
Ana stoklardan sulandirilarak hazirlanan ara stoklar 1 ml’lik enjektérlere
alinarak -20°C'de saklandi.

3.4. Izole Perfiize Kalp Preparasyonu

Kalp izolasyonu dncesi kan pihtilasmani 6énlemek icin deney hayvanina
1000 IU heparin intraperitonal yoldan enjekte edildi. Heparin verildikten 30
dakika sonra sodyum tiyopental (50 mg/kg) anestezisi uygulandi. Anestezi
altindaki hayvan, kalbin cikarilmasi icin sirtisti yatinldi. Hayvan surekli
olarak izlendi. Bir disli penset ile arka ayaklara agrili uyaran uygulandi ve bu
uyarana yanit alinmadiginda cerrahi islemlere baslandi. Kalbin izolasyonu igin
transabdominal kesi ile énce batin daha sonra diyafragma acildi. Her iKi
tarafta kostalar sagittal olarak kesilerek toraks 6n duvari kaldirildi. Cikan aort
ve diger damarlar kesilerek kalp hizla cgikarildi ve hemen buz gibi soguk
modifiye mK-Hg igine konuldu. Kalbin atmasi soguk mK-Hg'nin igerisinde
durduruldu, boylelikle kalp perfizyon ©Oncesi iskeminin etkilerine karsi
korunmus oldu. Kalplerin izolasyonu ile buz gibi soguk mK-Hg icine atilmasi
arasinda gecen sirede kalbin birkac defadan daha fazla atmamasina 6zen
gosterildi. Kalbin c¢evresindeki dokular c¢ikarildiktan sonra kalp aort
damarindan Langendorf sisteminin (Sekil 3.1) paslanmaz cgelikten yapilmis
kandline ameliyat ipligi ile baglandi (Sekil 3.2). Bundan sonra mK-Hg ile
retrograd perfizyon hemen baslatildi. Ventriklllerdeki koroner drenaji
kolaylastirmak icin pulmoner arter kesildi ve mK-H¢'nin sicakhdi bir
sirkulatorld sicak su banyosu kullanilarak 37°C de sabit tutuldu. Perflzyon
cozeltisi % 95 oksijen ve % 5 karbondioksit gaz karisimi ile devaml olarak
gazlandirildi. Perflizyon soliisyonu olarak glnlik olarak hazirlanan ve asadida
bilesimi verilmis olan mK-Hg (mM/L): NaCl 118, KCI 4.7, CaCl; 2.5, MgSO0a4
1.2, KH2PO4 1.2, NaHCO3 25 ve glukoz 11 kullanildi. Bu soltisyonun pH’si 7.3-
7.5 arasinda devam ettirildi ve kalpler sabit basing altinda (60 mmHg)
perfize edildi.

50



Sekil 3.1 Langendorf sistemi

Sekil 3.2 Izole perflize kalp preparasyonu
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Ventriklllerdeki koroner drenaji kolaylastirmak icin pulmoner arter
kesildi. Kalpler Langendorf teknigine gére mK-Hg ile retrograd olarak perflize
edildi. Perflizyon sivisi bir i1si sarmali aracihdiyla sicakligi 37°C de sabit
tutularak, % 95 oksijen ve % 5 karbondioksit gazi ile gazlandirnldi. Perflizyon
sollisyonu olarak glinlik olarak hazirlanan asadida bilesimi verilmis olan mK-
Hc (mM/L): NaCl 118, KCl 4.7, CaCl, 2.5, MgS04 1.2, KH;PO4 1.2, NaHCO3 25
ve glukoz 11 kullanildi. Bu solisyonun pH’si 7.3-7.5 arasinda ve sicakligi
37°C ta devam ettirildi. Kalpler sabit basing altinda (60 mmHg) perfiize
edildi.

3.4.1. Hemodinamik parametrelerin élgiilmesi

Kalplerin kasilma kuvveti He ve Downey (He, Downey, 1998) tarafindan
tanimlanan balon ydntemiyle dlglldi. Bu yénteme gore igi serum fizyolojik ile
doldurulmus bir lateks balon bir basing transduserine (Isotec, Hugo Sachs
Electronik, March-Hugstetten, Almanya) baglandiktan sonra mitral kapaktan
sol ventrikll igine konuldu ve diyastolik balon basinci bir cam siringa
kullanilarak 8 mmHg'ye getirilerek bu dederde tutuldu. Sol ventrikildeki
sistolik basincin tepe dederi ve diyastol sonu basinci 6lglldi. Bundan sonra
sol ventrikllin gelistirdigi basing (SVGB), sistolik ve diyastolik basinglar
arasindaki fark olarak bulundu ve bu basing kasilma kuvveti olarak kabul
edildi. Ayrica sistolik basing bir software tarafindan (Isoheart Software,
Version 1.5, Microsoft Windows NT/2000/XP, Hugo Sachs Electronik, March-
Hugstetten, Almanya) isleme udgratilarak sol ventrikll basincinda artisin
maksimum hizi (+dP/dtmax) belirlendi. Bu parametre diger kasilma kuvveti
indeksi olarak kabul edildi. Dakikada kalp atim sayisi sol ventrikll basing
sinyalinden hesaplandi. Koroner vaskller tonusun bir indeksi olan koroner
akim bir dakika sire icinde kalbi terkeden mK-H¢ bir mezlrde toplanarak
Olglldli. Koroner akim harig olmak Uzere tim hemodinamik parametreler veri
toplama ve analiz sistemi tarafindan (Isoheart Software, Almanya) belirlendi.
MAPamp ve MAPg bir MAP elektrodu (Ag/AgCl) kullanilarak kaydedildi. Bu
elektrod sol ventrikllin epikardiyumuna yénlendirildi ve epikardiyum ile MAP
elektrodu arasinda sabit bir temas basinci devam ettirildi. Omentin ve
kimerin verilmeden o6nce kalpler 30 dakika dengelendi. SVGB’nin 60
mmHg'nin, +dP/dtmaxvin 2800 mmHgsin, kalp atim sayisinin 200
atim/dakika’nin Uzerinde olmasi ve normal sinls ritminin devam etmesi
kalbin dengelendigini gosteren kriterler olarak kabul edildi. Bu kriterlere
uymayan kalpler calismaya alinmadi.
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3.4.2. Calisma protokolii

Omentin ve kimerin verilmeden hemen 0Once o6lcilen degerler kontrol
Olcimleri olarak kabul edildi. Kontrol dlcimleri kaydedildikten sonra omentin
(100 ng/ml, 200 ng/ml, 400 ng/ml) ve kimerin (10 nM, 100 nM, 1000 nM)
rezervuardaki mK-Hcg'e eklenip kalpler bu mK-Hg ile 30 dakika perfuze edildi.
Kontrol grubu kalpler ise kalpler dengelendikten sonra herhangi bir peptid
verilmeden 30 dakika boyunca mK-Hg ile perflize edildi. Her bir doz farkl bir
kalp grubuna verildi. Her bir grupda SGVB, +dP/dtmnax, dakikada kalp atim
sayisi, koroner akim, MAPamp ve MAPyo, kaydedildi. Ayrica omentin+
LY294002 (PI3K inhibitérid) ve kimerin+ L-NAME (L-Nitro-Arjinin Metil Ester)
gruplar olusturularak, omentin ve kimerinin kardiyovaskuler parametreler
Uzerindeki etkilerinin antagonize edilip edilmedigi arastirildi. Calismamizda
yer alan gruplar Tablo 3.1'de gdsterilmistir. Her gruptaki érnek sayisi 7'dir.

Tablo 3.1 Omentin ve kimerin igin olusturulan calisma gruplari

Gruplar Doz
Kontrol ----
Omentin 100 ng/ml
Omentin 200 ng/ml
Omentin 400 ng/ml
Omentin + LY294002 400 ng/ml + 10 uM
Kimerin 10 nM
Kimerin 100 nM
Kimerin 1000 nM
Kimerin 2. dakikada dokusu alinanlar 1000 nM
Kimerin + L-NAME 1000 nM + 10nM

Calismanin sonunda kalp, sag ve sol ventriklil olarak ayrildi. Sol
ventrikll, ELISA (Enzim-linked immun sorbent assay) ve mRNA calismalari
icin 2 esit parcaya bdolindl. Elde edilen dokular ELISA calismasi icin 2 ml’lik
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plastik tlplere konularak molekller calismalar yapilincaya kadar -80°C’de
derin dondurucuda saklandi (Panasonic, Avrupa). Gen ekspresyonu igin sol
ventrikilden alinan UGglncld parca, doku haciminin bes kati kadar hacimde
RNA’y1 stabilize eden bir kimyasal olan RNA Later (QIAGEN, Almanya)
icerisine konularak bir gin +4°C’de bekletildi, ertesi gln tlpteki RNA Later
bosaltilarak -80°C'ye diger 6rneklerin yanina kaldirildi.

3.5. ELISA Yontemi ile cAMP ve cGMP Miktarinin
Belirlenmesi

2ml’lik plastik tlplere konularak -80°C’de saklanan doku dérneklerinden
ELISA yontemiyle cAMP ve cGMP miktar 6lguldd. Calismada rat cAMP (YH
Biosearch, Cin) ve rat cGMP (YH Biosearch, Cin) kiti kullanildi ve miktar tayini
Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda gerceklestirildi.

3.5.1. Kit iceriginin ayrintisi

1. Her birinde 8 kuyucuk bulunan 12 adet bdélunebilen mikro kuyucuk
stribine sahip toplam 96 kuyucuklu pleyt. Pleytteki her bir kuyucugun
yuzeyi cAMP/cGMP’ye karsl olusturulmus sican koékenli monoklonal
antikorlarla kaplanmistir.

2. Standard sollisyon (320 pmol/ml)

3. Streptavidin-HRP (horseradish peroxidase) ve Streptomisin-HRP

. Stop solisyon

. Kromojen reagent A

Kromojen reagent B

Yikama solisyonlari

Biotin ile isaretlenmis anti cAMP/anti cGMP antikorlari

®NO ;A

3.5.2. Standart Soliisyonunun ve Orneklerin Hazirlanmasi

Calismadan 30 dakika énce tim reaktifler, mikro kuyucuklu pleyt ve
calisma zamanina kadar 2 ml'lik plastik tlplerde -80°C’de saklanan doku
ornekleri oda sicakligina (20-25°C) getirildi. Kitin igerisinde bulunan orijinal
standartlarin konsantrasyonlari 1:1 oraninda yine kit igerisinde bulunan
standart dilisyonlar ile bes kez tekrar edilerek seyreltildi. Boylece
konsantrasyonu 160 pmol/ml’den 10 pmol/ml’ye disirildi. Oda sicakhdinda
cbzdurulen calisilacak doku o6rneklerinden esit miktarlarda yaklasik 50-100
mg alinip icinde PBS (pH 7.4) bulunan plastik tiplere konulup homojenizatér
ile parcalandi. Homojenize olan bu doku, yaklasik 20 dakika santrifijde
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(2000-3000 rpm) cevrilerek, stpernatanti dikkatlice toplanarak test igin
kullanildr.

3.5.3. Testin yapiimasi

1.

Pleytteki birinci kuyucuk negatif kontrol kuyucugu (blank kuyu) ikinci
kuyucuk pozitif kontrol kuyucugu (standart soliisyon kuyucudgu) ve
diger kuyucuklar érnekler icin (6rnek kuyucudgu) hazirlandi.

Negatif kontrol kuyucuguna 6rnek konulmadan sadece biotin ile isaretli
anti cAMP/anti cGMP antikor ve streptevadin—-HRP konuldu. Pozitif
kontrol kuyusuna 50 ul standart ve 50 pl streptomisin-HRP eklendi.
Standart solisyon biotinli antikor icermesinden dolayr cAMP/cGMP
antikor konulmadi. Ornekler icin 10 pl cAMP/cGMP antikor, 50 ul
streptevadin—-HRP konularak karistiricida nazikge sallanarak 37°C de 1
saat inklbe edildi.

. Kuyucuklarda inkibe edilmis icerik atik kabina bosaltildi. Ardindan

pleytteki kuyucuklar her seferinde 350 pl yikama sollisyonu kullanilarak
5 kez yikandi.

. Her kuyucuga 50 pl substrat-kromojen sollisyonu A ve B eklenerek on

dakika 37°C’de ve karanlikta ikinci kez inklbe edildi.

Her kuyucuga 50 pl stop sollisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu ve
pleytin kenarina hafifge tiklatilip dikkatlice karistirildi. Bu arada sekil
3.3'de gorilduga gibi maviden yesile dogru renk degisimi gozlendi.

. Pleytteki her bir kuyucukta olusan renk degisimi 450 nanometre (nm)

dalga boyunda fotometrik olarak bir ELISA okuyucu cihazinda 6lguldd.
Standart konsantrasyonlara ve ona karsilik gelen optik dansite (OD)
dederlerine gore standart egrinin lineer regresyon denklemi hesaplandi.
Her 6rnedin OD dederine karsilik gelen 6rnek konsantrasyonu olglldu.
Sonuglar Uretici firmanin énerileri dogrultusunda degerlendirildi.

Sekil 3.3 cAMP ve cGMP pleyt gérintileri
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3.6.

Hedef Genlerin Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

3.6.1. TriPure ile total RNA izolasyonu

Hedeflenen genlerin ekspresyon dizeylerinin tespit edilebilmesi igin

oncelikle doku 6érneklerinden TriPure ile total RNA izolasyonu gercgeklestirildi.
Bunun icin asagidaki basamaklar takip edildi.

1.

2.

8.

9.

Sican kalbi doku d&rnekleri, -80°C’den c¢ikartildiktan sonra oda
sicakhidginda 10 dakika ¢ozliinmesi beklendi.

Dokular, seramid kapl vyesil boncuklarin bulundugu ozel tiplere
aktarildi ve 100 mg doku icin 1 ml TriPure eklenerek bir homojenizatdr
cihazinda (Roche, Isvigre) 6500 rpm’de 50 saniye homojenize edildi.

. Homojenize edilen dokular bagka bir tipe aktarilarak Gzerine 200 pl

kloroform eklendi ve vortekslendi.

. 12000 rpm +4°C’de 15 dakika santrifij edilerek, Ug faz olusturuldu. En

Ustteki akdz faz total RNA'yi, ara faz DNA'yi alttaki faz ise proteinlerin
bulundugu tabakayi olusturmaktadir.

. En Ustteki ak6z faz dikkatlice baska bir tipe aktarnilip Uzerine

coktliirmek amacgli 500 pl isoproponol konulup alt Gst edildi.

. Oda sicakliginda 15 dakika bekletildi ve 12000 rpm +4°C'de 10 dakika

santrifj edildi.

. Santrifij sonrasinda tubldn dibine ¢oéken RNA peleti cam kalemiyle

cGizilerek aksi yonden stpernatanti dokulda.

Yikama amach peletin (zerine -20°C’de sodutulmus %75'lik etanolden
1 ml eklendi ve vorteks yapilarak peletin tamamen ¢éziinmesi saglandi.
12000 rpm’de ve +4°C de 5 dakika santriflij edilerek, sUpernatanti
atildi. Oda sicakliginda 15 dakika pelet kurutularak etanolden kurtarildi.

10.Peletin blyUkligline gore 10-20 ul nikleaz icermeyen distile su

(NFW) konuldu, parmak ucu ile tlpteki peletin Gzerine tiklatilarak
¢Ozllmesi saglandi. 55°C'de 10 dakika 1s1 soku uygulandi. Isi
sokundan sonra total RNA 0&rneklerinin konsantrasyon d&lgimine
gecildi.

3.6.1.1. Total RNA konsantrasyonu o6l¢iimii ve kalitesinin kontrolii

Elde edilen total RNA'nin safligi ve konsantrasyonu spektrofotometre

(Nanodrop 1000, Almanya) ile belirlendi. RNA bitlnligu ise jel elektroforezi
ile dederlendirildi. Total RNA 6rneklerinin her birinden 1.5 ul kullanilarak
ikiser kez spektrofotometrede 230, 260 ve 280 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri 6lcllerek konsantrasyon dederleri belirlendi.
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1. Nukleik asitler 260 nm’de maksimal 1sik absorbansi vermektedir. 260
nm’de 6lgilen RNA'nin 1 OD’si 40 ug / ml'ye esittir. Tum 6rneklerin
konsantrasyonlari 1 pg’a esitlendi.

2. Proteinler, 6zellikle aromatik amino asitler 280 nm dalga boyunda
glgli absorbans verirler. Calismada protein kirliligini dederlendirmek
icin A260/A280 orani dikkate alindi. OD dederlerinin 2'ye yakin olmasi
RNA'nin safligini géstermektedir. 1.8 ve Uzerinde olan o6rnekler saf
kabul edilip ileri basamaklarda kullanildi.

3. Saf RNA'nin absorbans piki 260 nm dalga boyunda ve tek bir piktir.
270 nm’ye kayan RNA absorbans piki fenol kontaminasyonunu, dalga
boyunun 230 nm’'ye kaymasli ise guanidin  isotiosiyanat
kontaminasyonunu isaret etmektedir. Dolayisiyla 260 nm dalga
boyunda absorbans veren RNA &rnekleri calismaya dahil edildi. Diger
taraftan A260/A230 oranina gdére 1.5 ve Uzerinde olan o6rnekler saf
kabul edilip ileri basamaklarda kullanildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Spektrofotometreden alinan bir total RNA 6rnedinin gorintlsa.

3.6.1.2. Agaroz jel hazirlanmasi ve jel elektroforezi

Elde edilen total RNA orneklerinin RNA batlinligld jel elektroforezi
uygulanarak, ornede ait 28S:18S orani dikkate alinarak degerlendirildi.
Bunun icin % 1.5'lik agaroz jel hazirlandi. Jelin hazirlanmasi sirasinda 1X
konsantrasyonunda, elektroforez sirasinda da 0.5X konsantrasyonunda TAE
kullanildi. Bantlarin net olarak gorilebilmesi icin en az 1 ug total RNA 6rnegi
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jele yuklendi. Total RNA ornekleri jele yuklenirken Tablo 3.2'deki gibi
hazirlandi.

Tablo 3.2 Total RNA 6rneklerinin jel elektroforezi igin hazirlanmasi

Karisim Miktar
Total RNA 1 g
6X Yukleme tamponu 2 ul
NFW *
Toplam 20 pl

*Jele yuklenecek her bir 6rnegin esit konsantrasyonda (1 ug) ylklenmesi icin her 6rnekten
kac ul alinmasi gerektigi hesaplandi, daha sonra karisim hacmi NFW ile 20 pl’'ye tamamlandi.

Yukarida belirtilen sekilde hazirlanan drnekler jele ylklendikten sonra
100 Volt'da 30 dakika slire ile elektroforezde yurutilmuastir. Elektroforez
islemi tamamlandiktan sonra yuruttidlen jel UV transdlliminatdér (Gene Genius,
Ingiltere) altinda gérintilenerek bantlar dederlendirildi. 28S ve 18S rRNA
bantlarinin goérilmesiyle total RNA’da hasarlanma olmadigi kabul edildi.
Sicanlarda 28S rRNA 4729 baz, 18S rRNA ise 1869 baz uzunlugundadir. Bu
durumda 28S rRNA bandina elektroforez esnasinda daha fazla boya
baglanacadi igin daha yogun i1sima verir. Sicanlarda 28S/18S oraninin 2.5
olmasi RNA Kalitesinin uygun oldugunu gdstermektedir. Intakt bantlarinin
goruldigu ornekler sekil 3.5'de goésterilmistir. Uygun ornekler galismanin
sonraki basamaklarinda kullanilirken, bu bantlarin goérilmedigi 6rnekler ise
homojenizasyon asamasindan itibaren tekrar edildi.

28S
16S

Sekil 3.5 Total RNA 6rneklerinin jel elektroforez gortntileri, M: Molekller agirlik isaretleyici.
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3.6.2. RT-PCR (Revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu)

RT-PCR icin kullanilacak olan cDNA sentez kiti (Roche, Almanya) uretici
firmadan alindiktan sonra kullaniincaya kadar bir derin dondurucuda
(Arcelik, Tarkiye) -20°C’de saklandi.

3.6.2.1. Kit iceriginin ayrintisi

a) Ters Transkriptaz (Transcriptor Reverse Transcriptase, 200 u/pl,
120 ul)

b) Riboniikleaz Inhibitér (Protector RNase Inhibitor, 40 u/ul, 50 pl)

c) Reaksiyon Tamponu (5X Reaction Buffer, 1 ml)

d) 10 mM dNTP Karisimi (dGTP, dATP, dTTP, dCTP, 200 pl, 10mM)

e) Baslatici Primer (Random Hexamer Primer, 600 ug/ul, 200 ul)

f) Poli A kuyruguna spesifik primer (Oligo (dT) primer 50 uM, 100 pl)

g) DTT (Dithiothreitol, 0.1M, 1ml)

h) Nukleazdan arindirilmis su (1.25 ml)

3.6.2.2. RT-PCR asamalari

Total RNA izolasyonu tamamlanan 6rneklere, ilk basamakta random
primer ile eklenerek ayrilan mRNA’dan revers transkriptaz (RT) enzimi ile
komplementar DNA (cDNA) iplikcikleri elde edildi. Olglilen total RNA
konsantrasyonlarindan yola cikilarak, RT-PCR reaksiyonuna her bir érnegin
esit konsantrasyonda (500 ng) girmesi igin her 6rnekten kag¢ pl alinmasi
gerektigi hesaplandi. Bundan sonra random primerlerden 2 ul, total RNA
orneklerinden ise 500 ng olacak sekilde reaksiyon hacimi NFW ile 11.4 pl'ye
tamamlandi. Random primerler ile total RNA o&rnekleri pipetlenerek
hazirlanan karisim, 65°C'de 10 dakika termal cyclerda inklbe edildi.
Inkiibasyondan sonra hizlica buz izerine alindi. Ayri bir tipte asadida
belirtilen protokole gére hazirlanan baska bir karisim tim &rneklere 8.6 pl
eklenerek pipetlendi (Tablo 3.3). Hazirlanan dérnekler termal cyclera tekrar
yerlestirildikten sonra 55°C’de 30 dakika ve 85°C'de 5 dakika (enzim
inaktivasyonu) ile RT-PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir.
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Tablo 3.3 RT-PCR igin kullanilan kimyasallar ve miktarlari

Karisim Miktar (ul)
Buffer 5X

RT

Rnase inhibitor
Deoxinukleotid mix
DTT

Toplam

_Q)I—‘I\J_C)!—‘-b
U=

3.6.3. Real-Time QPCR (Kantitatif PCR)

Total RNA'daki mRNA ekspresyon dlzeylerini kantitatif olarak élgcmek
icin birkag yodntem kullanilabilmektedir. Bizim calismamizda kullandigimiz
yontem; RT-PCR ile elde edilen cDNA 6rneklerinden istenilen DNA dizisinin
PCR ile cogaltilabildi§i QPCR ydntemidir. Ilgilenilen gene &zel olarak
hazirlanmis single assay primerleri ve icinde Tag DNA polimeraz enziminin
yer aldigi PCR karisimi (probe master mix) varliginda (Tablo 3.4) cDNA
iplikcikleri cogaltilarak (Tablo 3.5), Light Cycler 480/1 (Roche, Isvicre)
cihazinda Real-Time QPCR y6éntemi gergeklestirildi. Calismamizda kullanilan
primer ciftleri ile elde edilen PCR Urinlerinin baz ifti (bg) uzunluklar ve
referans numaralari Tablo 3.6 de gdsterilmistir. Real-Time QPCR sonucunda
elde edilen verilerin daha dogru ve glvenilir bir sekilde yorumlanabilmesi igin
her bir 6rnek ikili setler halinde galisildi ve iki dederin ortalamasi o 6rnede ait
olan veri olarak alindi.

Tablo 3.4 QPCR icin gerekli kimyasaller ve miktarlan

Karisim Miktar (ul)
Real Time Single Assay Primer 1

Probe Master mix 10

cDNA 5

NFW™

Toplam 20

*QPCR igin gereken total RNA konsantrasyonu 500 ng’dir. RT-PCR reaksiyonu sonunda elde
edilen cDNA konsantrasyonu ise 25 ng/pl’dir. Reaksiyona 500ng RNA ile baslandi ve
reaksiyon sonundaki toplam hacim 20 ul’ye tamamlandi. QPCR icin gereken konsantrasyona
ulasabilmek icin, elde edilen cDNA 5 kat oraninda seyreltilerek, cDNA konsantrasyonu 5
ng/upl’'ye disurildia. QPCR’a girecek 5 ul cDNA 1/5 oraninda seyreltilmis cDNA’dan alindi.
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Tablo 3.5 QPCR amplifikasyon sartlar

Basamak Isi/Zaman Déngl
On Denatlrasyon | 95°C 10 dakika | Polimeraz Aktivasyonu

95°C 10 sn
Denatlrasyon
Quantifikasyon

60°C 30 sn 50 doéngi
Baglanma

72°C 1 sn
Uzama

Melting Erime egrisi

Sogutma 40°C 30 sn

Tablo 3.6 PCR drilnlerinin uzunlugu ve primer giftlerinin referans numaralari

Gen ismi PCR uzunlugu Referans numarasi
PI3K a 68 bc NM_013005.1
PI3Ky 96 bg NM_022213.1
B1-AR 80 bg NM_012701.1
B2-AR 68 bg NM_012492.2
eNOS 60 bgc NM_021838.2
CaVv1l.2 73 bc NM_012517.2
SERCAZ2a 78 bg NM_001110823.2
PLN 68 bg NM_022707.2

Beta Aktin 79 bg NM_031144.3

3.6.3.1 Real-Time QPCR analizi

Hem genomik DNA’ya hem de transkribe cDNA’ya baglanabilen hibrid
prob veya hidroliz prob ile PCR sirasinda olusan Urtn miktari izlenebilir. Bu
calismada reaksiyon sirasinda olusan cDNA miktarini belirlemek igin
kullanilan cDNA’ya hibridize olan tagman probun olusturdugu floresanstaki
degisiklikten yararlanildi. Bunun igin her reaksiyon icin esik siklusu (cycle
threshold, CT) dederi belirlendi. CT dederi, floresans sinyal olarak belirlenen
esik degerine her bir PCR {rdnidnidn kacincl siklusta ulasabildigini
gostermektedir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 Real-Time QPCR calismalarindan alinan bir grafik 6rnedi. Yatay eksende siklus
sayisl, dikey eksende ise floresans miktari grafige gecirildi.

Realtime PCR calismalari icin relatif quantifikasyon kullanildigindan bu
yana matematiksel bir metod olan standart curve ve bizim kullandigimiz
2022 metodu yaygin olarak kullaniimaktadir (Yuan, Reed, Chen & Stewart,
2006). Ornekler real time cihazina yuklendikten sonra PCR datalari Real Time
480/1 software programi kullanilarak toplandi. Hedef genlerdeki mRNA
degisikliklerinin belirlenmesi icin referans gen olarak kullanilan Beta Aktin
geninin normalizasyonundan sonra Real Time 480/ software programi
(Roche, Isvicre) kullanilarak Sekil 3.7'de gosterildigi gibi AACt ve 2(AACH
degerleri hesaplandi (Fleige & Pfaffl, 2006).
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Gen ekspresyonundaki

dedisiklik
Kontrol grubuhedef A Deney grubu hedef A
geni geni
Kontrol grubu Deney grubu
referans gen Beta aktin referans gen Beta aktin

Sekil 3.7 2022 ysntemi ile Beta Aktin geninin normalizasyonu ve hedef genlerin ekspresyon
seviyesinin kantitatif hesaplanmasi

ACt=Ct(Deney grubu hedef A Geni)-(Deney Grubu Referans gen Beta Aktin)
ACt=Ct(Kontrol Grubu hedef A Geni)-(Kontrol Grubu Referans gen Beta Aktin)
AACt=ACt(Deney Grubu)- ACt(Kontrol Grubu)

Hedef A geninin ekspresyon seviyesi=2( 22"

3.7. Istatistiksel Analiz

Langendorf ve gen ekspresyon ile ilgili calismalarinin istatistiksel analizi
SPSS (Versiyon 16.0, SPSS, Sikago, ABD) paket programi kullanilarak
yapildi. Verilerin normal dagihim gosterip godstermedigini belirlemek igin
Liliefor'in duzeltmesi ile Kolmogrov-Smirnow ve Shapiro testleri kullanildi.
Dederlerin normal dagihimi goérildikten sonra tek yonli varyans analizi ve
Tukey coklu karsilastirmalar testi uygulandi. Dederler ortalama % standart
hata olarak verildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4-BULGULAR

4.1. Omentinin kardiyovaskiiler etkileri

Kontrol grubu ve omentin verilen kalplerde dengeleme ddéneminden
sonra 30 dakikalik izleme slrecinin 0. 5. 10. 20. 30. dakikalarinda kayit
edilen SVGB, +dP/dtmax ve dakikada kalp atim sayisi ortalama degerleri Tablo
4.1'de, koroner akim, MAPamp’i ve MAPy, ortalama degerleri Tablo 4.2'de
gOsterilmistir. Degerler ortalama % standart hata olarak gosterilmistir.

Tablo 4.1 Kontrol grubunda ve omentin (100, 200 ve 400 ng/ml) verilen kalplerde SVGB,
+dP/dtmax ve dakikada atim sayisi ortalama dederleri (n=7).

SVGB (mmHg)

0. Dakika 5. Dakika 10. Dakika 20. Dakika 30. Dakika
Kontrol 142 + 8.2 145.16 + 6.56 140.16 + 6.04 137.16 £ 9.11 135.16 + 9.68
100 ng/ml 141.5 + 7.66 142.83 £ 7.44 136.33 £ 7.49 127 + 8.83 117.16 + 7.4
200 ng/ml 135 + 8.33 128 £ 6.35 118.16 + 8.18 115 + 6.81 110 £ 8.15
400 ng/ml 133.83 + 8.84 119.83 £ 7.06 114.33 £ 5.83 106 £ 6.75 93.83 = 7.7

+dP/dtmax  (MmHgS™)

0. Dakika 5. Dakika 10. Dakika 20. Dakika 30. Dakika
Kontrol 5095.83 + 364.8 | 5215.3 + 345.75 | 5047.1 + 287 4946 + 467.5 4823.5 + 550
100 ng/ml 5264.33 + 573.2 | 5403.2 + 545.76 5139 + 339.97 4943 + 433.5 | 4672.16 + 4.27
200 ng/ml 4595 + 222.8 4482 + 316.23 | 4151.5 £ 234.79 | 4054.16 * 216.4 3903.83 % 255
400 ng/ml 5078.83 + 309.1 | 4653.83 £ 419.9 | 4415.1 £ 279.18 | 4028.66 + 241.1 3637.5 + 275

Dakikada atim sayisi (atim/dakika

0. Dakika 5. Dakika 10. Dakika 20. Dakika 30. Dakika
Kontrol 272.33 + 13.78 266.3 £ 12.7 265.1 + 12.3 263.8 + 14.04 261.3 = 11
100 ng/ml 282.33 + 18.22 275 + 18.3 273.1 £ 154 269.8 + 13.67 271 + 14.6
200 ng/ml 303.33 * 20.46 299.6 £ 16.5 296.5 £ 12.9 293 + 14.68 293 + 17.9
400 ng/ml 301 + 16.1 297 + 14.4 294.8 + 17 291 + 18.4 289.6 + 16.7
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Tablo 4.2 Kontrol grubunda ve omentin (100, 200 ve 400 ng/ml) verilen kalplerde koroner
akim, MAPamp ve MAP90 ortalama dederleri (n=7).

Koroner akim ml/dakika

0. Dakika 5. Dakika 10. Dakika 20. Dakika 30. Dakika
Kontrol 14.66 + 0.8 14.16 + 0.83 14 +0.93 13.66 + 0.92 13.5 + 0.84
100 ng/ml 16.3 + 0.61 16 £ 0.73 15.83 £ 0.7 15.5 + 0.85 15.33 + 0.88
200 ng/ml 16 + 0.89 15.6 £ 0.76 15.33 £ 0.66 15.16 + 1.16 15+ 1.5
400 ng/ml 14.83 + 0.91 14.5 +£ 0.72 14.3 £ 0.8 14 + 0.86 13.66 + 0.76

MAPamp (mV)

0. Dakika 5. Dakika 10. Dakika 20. Dakika 30. Dakika
Kontrol 8.59 +0.85 7.73 £ 0.78 5.97 + 0.59 5.12 + 0.44 4.69 + 0.48
100 ng/ml 8.68 + 1.06 7.47 £ 0.75 6.58 + 0.63 5.83 £ 0.6 5.16 + 0.43
200 ng/ml 7.02 £ 0.88 6.08 = 0.55 5.18 £ 0.51 4.26 + 0.46 3.51 £ 0.32
400 ng/ml 8.65 + 1 7.57 £ 0.62 6.45 + 0.42 5.47 + 0.47 4.98 + 0.48

MAPg, (ms)
0. Dakika 2. Dakika 10. Dakika 20. Dakika 30. Dakika

Kontrol 222.66 + 14.35 | 219.83 + 13.3 231 + 13.88 233.16 + 16.16 241.83 + 18.3
100 ng/ml 214.5 + 16.72 217 £ 14.76 | 222.16 £ 15.23 | 224.66 + 13.42 228.8 + 14.7
200 ng/ml 202.16 + 11.65 | 205.16 + 11.5 208.5 + 10.44 | 210.83 + 10.25 215.16 + 15.1
400 ng/ml 204.2 £ 15.68 206.5 + 12.7 211 £12.89 | 212.33 + 13.18 218.33 £ 13.9

Kontrol grubunda dengeleme ddéneminden sonra 5., 10., 20. ve 30.
dakikalarda 6lglilen tim parametrelerin dederlerinin, dengeleme periyodunun
bitiminde (0. dakika) Olclilen dederlere gore % dedisimi (% A dederleri)
hesaplanmistir. Dengeleme déneminden sonra omentin verilmesinin ardindan
5., 10., 20. ve 30. dakikalarinda olcllen tim parametrelerin dederlerinin de
dengeleme déneminin bitiminde bu peptid verilmeden o6nceki (0. dakika)
degerlerine gére % dedisimi (% A dederleri) hesaplanmistir. Omentin
dozlarinin verilmesinden sonra 5., 10., 20. ve 30. dakikalardaki % A
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degerleri kontrol grubunun 2., 10., 20. ve 30. dakikalardaki % A degerleri ile
karsilastiriimistir. Sol ventrikilin gelistirdigi basing, omentinin 100 ng/ml
dozunda 30. dakikada p<0.01 dizeyinde, 200 ve 400 ng/ml dozlarinda ise
5., 10., 20. ve 30. dakikalarda p<0.001 dlizeyinde anlamli sekilde azalmistir.
Maksimal azalmalar 30. dakikada bulunmustur (Sekil 4.1).

37 5.dk 10. dk 20. dk 30. dk

-10 4

-20 4

M Kontrol
e
< B Omentin 100ng/m
= -15
— 200 ng/ml
o
v W 400 ng/ml
)
w

.25 .

-30 4

L

-35 -

Sekil 4.1 Omentinin SVGB (lizerinde etkisi. ** p<0.01, *** p<0.001, kontrolden anlamlh
farkli (n=7).

Sekil 4.2’de gosterildigi gibi +dP/dtma.x dederleri omentinin 100 ng/ml
dozunda 30. dakikada p<0.05 dizeyinde, 200 ve 400 ng/ml dozlarinda ise
5., 10., 20. ve 30. dakikalarda p<0.001 dlizeyinde anlamli sekilde azalmistir.
Bu peptidin butlin dozlarinda +dP/dtmax dederlerindeki maksimal azalmalar
30. dakikada goérulmustar.
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57 5. dk 10. dk 20. dk 30. dk
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o~ B Omentin 100 ng/ml
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Sekil 4.2 Omentinin +dP/dtmax lzerinde etkisi. *p<0.05, *** p<0.001, kontrolden anlaml
farkh (n=7).

Omentinin 100, 200 ve 400 ng/ml dozlarn 5., 10., 20. ve 30. dakikalarda kalp
atim sayisinda anlaml bir degisiklige neden olmamistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Omentinin kalp atim sayisi Gzerinde etkisi (n=7).
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Omentinin cahstigimiz bitin dozlarn kalplere verildikten sonra 5., 10.,
20. ve 30. dakikalarda koroner akim, MAPamp ve MAPy, degerlerini de
degdistirmemistir (Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6).

5.dk 10. dk 20. dk 30. dk

H Kontrol
B Omentin 100 ng/ml
W 200 ng/ml

B 400 ng/ml

Koronar akim {% A)

Sekil 4.4 Omentinin koroner akim (zerinde etkisi (n=7).
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MaParmp (%o A)

MAP,, (% A

107 5. dk 10. dk 20. dk 30. dk

m Kontrol

B Omentin 100 ng/ml

B 200 ng/ml
B 400 ng/ml
Sekil 4.5 Omentinin MAPamp lzerinde etkisi (n=7).
5. dk 10. dk 20. dk 30. dk
u Kontrol

B Omentin 100 ng/m|
W 200 ng,/ml
B 400 ng,/ml

-0

Sekil 4.6 Omentinin MAP90 (zerinde etkisi (n=7).
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4.1.1. Omentin (400 ng/ml) dozunun kardiyovaskiiler etkilerinin
LY294002 (10 uM) ile antagonize edilmesi

Kontrol degerlerle karsilastirildiginda LY294002 (10 pM) tek basina 5.
dakikada SVGB ve +dP/dtmnax degerlerinde anlamli azalmaya neden olmustur
(p<0.001, Tablo 4.3 ve 4.4). Ayni dozdaki LY294002 ile 400 ng/ml omentin
kalplere birlikte verildiginde, LY294002 goézlem periyodunun 5. dakikasinda
400 ng/ml omentinin SVGB ve +dP/dtna.x Uzerindeki etkilerini ortadan
kaldirmistir (p<0.001; 400 ng/ml omentine karsi 10 uM LY294002 + 400
ng/ml omentin, Tablo 4.3 ve 4.4).

Tablo 4.3 LY294002 10 uM’un yalniz basina veya 400 ng/ml omentin ile birlikte SVGB
Uzerine etkisi (n=7).

SGVB
(% A) mmHg mmHg
5. Dakika 0. Dakika 5. Dakika

Kontrol 2.16 = 0.47 142 +£ 8.2 145.16 + 6.56

LY294002 10 pM -5.16 £ 0.7° 142.3 £ 9.03 134.83 + 7.62

LY294002 10 uM -5+ 0.57° 133.66 + 9.93 127 + 8.7
+Omentin 400 ng/ml
Omentin 400 ng/ml -10.5 £ 0.76 133.83 + 8.84 119.83 £ 7.06

- dederler azalmayi gosterir, a; p<0.001 kontrolden anlaml farkli, b; p<0.001 omentin

(400 ng/ml)den anlamh farkli.
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Tablo 4.4 LY294002 10 uM’un yalniz basina veya 400 ng/ml omentin ile birlikte +dP/dtmax

Uzerinde etkisi (n=7).

+dP/dtmax
(% A) (mmHgs?) (mmHg®?)
5. Dakika 0. Dakika 5. Dakika
Kontrol 2.33 £ 0.42 5095.83 =+ 364.8 5215.33 £+ 345.75
LY294002 10 pM -3 £ 0.51° 5250.66 *= 517.69 | 5095.66 + 495.62
LY294002 10 uM + -3.5 £ 0.43° 5085.83 + 464.94 4911.3 + 438.42
Omentin 400 ng/ml
Omentin 400 ng/ml - 8.5+ 0.67 5078.83 £ 309.1 | 4653.83 £ 419.99

- degerler azalmayi gosterir, a; p<0.001 kontrolden anlamli farkli, b; p<0.001 omentin 400
ng/ml’ den anlaml farkli.

4.2. Kimerinin kardiyovaskiiler etkileri

Kontrol grubu ile kimerin verilen gruplarda dengeleme ddéneminden
sonra 30 dakikalik izleme periyodunun 0., 2., 10., 20., 30. dakikalarinda
kayit edilen SVGB, +dP/dtnax ve dakikada kalp atim sayisi ortalama degerleri
Tablo 4.5'de, koroner akim, MAPamp’id ve MAPy, ortalama degerleri Tablo
4.6'da goOsterilmigtir.
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Tablo 4.5 Kontrol grubunda ve (10, 100 ve 1000 nM) kimerin verilen kalplerde SVGB,
+dP/dtmax ve dakikada atim sayisi ortalama dedgerleri (n=7).

SVGB (mmHg)

0. Dakika 2. Dakika 10. Dakika 20. Dakika 30. Dakika
Kontrol 142 + 8.2 144 £ 6.24 140.16 + 6.04 137.16 £ 9.11 135.16 + 9.68
10 nM 117.83 £ 4.95 116.66 + 5.04 115 £ 5.29 112 £ 6.42 100.83 + 5.68
100 nM 131.16 + 7.85 117.5 + 3.94 123.5 £ 5.23 114.33 £+ 3.89 105.83 + 4.98
1000 nM 137.83 £ 5.86 89.66 + 8.57 123.83 £ 7.26 123.16 + 8.57 109.5 + 4.77
+dP/dtmax (MmMHgS™)
0. Dakika 2. Dakika 10. Dakika 20. Dakika 30. Dakika
Kontrol 5095.83 + 364.8 5223.8 + 351.15 | 5047.2 + 287 4946 + 467.6 | 4823.5 + 550.51
10 nM 4267.66 + 193.3 | 4202.5 + 3 56.3 4191 + 371.2 | 4025.16 + 282.2 3755 + 294.62
100 nM 4992 + 418.4 | 4552.5 + 202.16 | 4681.6 + 250.04 | 4460.33 + 144.5 | 4201.5 + 201.6
1000 nM 4719 + 369.9 | 3251.8 + 310.1 | 4235.66 + 352 4187.16 + 337.5 3870 * 247.33
Dakikada atim sayisi (atim/dakika
0. Dakika 2. Dakika 10. Dakika 20. Dakika 30. Dakika
Kontrol 272.33 + 13.78 266.83 + 12.88 265.66 + 12.46 264.16 + 14.18 261.83 + 11.94
10 nM 291.16 + 9.75 285 + 13.51 255.5 + 15.92 282.5 + 21.26 275.66 = 10.18
100 nM 277.33 £ 17.24 271.66 + 21.29 270.16 + 17.31 265.33 + 14.08 265.8 + 14.2
1000 nM 293.33 + 10.95 286.5 + 16.03 286.3 +11.97 285.5 + 13.33 281.3 +12.3
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Tablo 4.6 Kontrol grubunda ve 10, 100 ve 1000 nM kimerin verilen kalplerde koroner akim,

MAPamp ve MAP90 ortalama dederleri (n=7).

Koroner akim ml/dakika

0. Dakika 2. Dakika 10. Dakika 20. Dakika 30. Dakika
Kontrol 14.66 £ 0.8 14.33 + 0.66 14 £ 0.93 13.66 + 0.92 13.5 + 0.84
10 nM 14.6 + 0.95 -14.3 + 1.03 14.16 + 1.07 13.6 = 1.14 13.66 + 1.05
100 nM 16 + 0.57 -15.3 £ 0.84 15.16 + 083 15+£1 14.83 £ 0.91
1000 nM 16.16 + 0.54 11.16 + 0.83 14.66 + 1.08 15.16 + 1.01 15.33 £ 0.98
MAPamp (mV)
0. Dakika 2. Dakika 10. Dakika 20. Dakika 30. Dakika
Kontrol 8.59 + 0.85 7.7 £0.77 5.97 + 0.59 5.12 + 0.44 4.69 + 0.48
10 nM 9.15 + 0.65 8.29 £ 0.53 7.11 £ 0.51 6.15 + 0.49 5.82 + 0.36
100 nM 9.7 £ 0.62 8.38 £ 0.76 7.4 £0.76 5.39 + 0.39 4.87 £ 0.4
1000 nM 10.02 + 0.52 8.94 + 0.68 6.85 + 0.72 5.52 £ 0.4 5.31 £ 0.5
MAPg, (ms)
0. Dakika 2. Dakika 10. Dakika 20. Dakika 30. Dakika
Kontrol 222.66 + 14.35 224.83 + 12.44 231 + 13.88 233.16 + 16.16 241.18 + 18.3
10 nM 208 + 10.06 | 210.16 + 9.77 213.3 £ 6.32 218 £ 8.5 220.83 + 8.4
100 nM 233.83 % 13.7 237.5+13.82 | 242.3 £ 14.19 | 245.16 + 11.18 253.66 + 17
1000 nM 212 + 6.17 215.5 + 6.84 218.33 + 5.91 220 + 8.09 226.16 + 10.2

Kontrol grubunda dengeleme ddéneminden sonra 5., 10., 20. ve 30.

dakikalarda 6lgllen tim parametrelerin dederlerinin, dengeleme periyodunun
bitiminde (0. dakika) Olclilen dederlere gore % dedisimi (% A dederleri)
hesaplanmistir. Dengeleme déneminden sonra kimerin verilmesinin ardindan
5., 10., 20. ve 30. dakikalarinda olcllen tim parametrelerin dederlerinin de
dengeleme déneminin bitiminde bu peptid verilmeden o6nceki (0. dakika)
dedgerlerine gore % degisimi (% A dederleri) hesaplanmistir. Kimerin
dozlarinin verilmesinden sonra 5., 10., 20. ve 30. dakikalardaki % A
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degerleri kontrol grubunun 2., 10., 20. ve 30. dakikalardaki % A degerleri ile
karsilastiriimistir. Kontrol grubu degerleri ile karsilastirildiinda kimerinin 10
NM dozu, SVGB degerini 30. dakikada anlamh olarak azaltmistir (p<0.05).
Kimerinin 100 ve 1000 nM dozlan ise izleme siurecinin 2., 10., 20. ve 30.
dakikalarinda 6lclilen SVGB dederlerinde anlamh azalmalara neden olmustur
(p<0.05, p<0.01 ve p<0.001). Ayrica SVGB dederleri, 30 dakikalik izleme
slireci sirasinda kontrol degerlerinin altinda kalmistir (Sekil 4.7).

37 2.dk 10. dk 20. dk 30. dk

.1D .
B Kontrol

151 H Kimerin 10nM

20 | 100nM

SVGB (% A)

B 1000 nM
.25

.30 -

_35 -

L

.40 |

Sekil 4.7 Kimerinin degisik dozlarinin SVGB (zerinde zamana bagl etkisi -degerler azalmayi
gosterir, * p<0.05, ** p<0.01 ve *** p<0.001 kontrolden anlaml farkh (n=7).

Sekil 4.8’de goéruldagiu gibi kalplere 10 nM kimerin verilmesinden sonra
30. dakikada +dP/dtmax anlamli bir azalma géstermistir (p<0.05). Bu peptidin
100 ve 1000 nM dozlari 2., 10., 20. ve 30. dakikalarda +dP/dtmax degerlerini,
kontrol degerlerine gore istatistiksel olarak anlaml dizeyde azaltmistir
(p<0.01 ve p<0.001). +dP/dtmax degerleri, SVGB dedgerleri gibi 30 dakikalik
izleme siresince kontrol degerlerinin altinda kalmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Kimerinin +dP/dtmax lizerinde zamana bagl etkisi (n=7) -dederler azalmayi
gosterir, * p<0.05, ** p<0.01 ve *** p<0.001 kontrolden anlamh farkl.

Kimerinin 10, 100 ve 1000 nM dozlan dakikada kalp atim sayisini
degistirmemistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Kimerinin kalp atim sayisi lizerinde etkisi (n=7).
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Kimerinin 10 ve 100 nM dozlari koroner akimi etkilememistir. Buna
karsilik kimerin 1000 nM dozu 2. ve 10. dakikalarda koroner akimi anlamli
olarak azaltmistir (p<0.001, Sekil 4.10).

2.dk 10. dk 20. dk 30. dk
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{g B Kontrol
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g 100 ni
[i3]
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i

Q

b

* ¥k

35 -

Sekil 4.10 Kimerinin koroner akim Uzerinde etkisi (n=7) - dederler azalmayi gosterir, ***
p<0.001 kontrolden anlamh farkl.

Kimerinin calistigimiz dozlar 2., 10., 20. ve 30. dakikalarda MAPamp’l
Uzerinde etkisi olmamistir (Sekil 4.11). Ayrica 10, 100 ve 1000 nM kimerinin
2., 10., 20. ve 30. dakikasinda olclilen MAPyy degerlerinde de kontrollere
gore anlaml dedisme bulunamamistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11 Kimerinin MAPamp Uzerinde etkisi (n=7).
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Sekil 4.12 Kimerinin MAPy, lizerinde etkisi (n=7).
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4.2.1. Kimerin (1000nM) dozunun kardiyovaskiiler etkilerinin L-
NAME (10 mM) ile antagonize edilmesi

Kontrol dederlerle karsilastirildiginda L-NAME (10 mM) tek basina 2.
dakikada SVGB, +dP/dtmax ve koroner akim dederlerinde anlamli azalmaya
neden olmustur (p<0.001, Tablo 4.7, 4.8 ve 4.9 ). Ayni dozdaki L-NAME ile
1000 nM kimerin kalplere birlikte verildiginde L-NAME gbzlem periyodunun 2.
dakikasinda 1000 nM kimerinin SVGB, +dP/dtnhax ve koroner akim Uzerindeki

etkilerini ortadan kaldirmistir (p<0.001; 1000 nM kimerine karsi 10 mM L-
NAME+1000 nM kimerin, Tablo 4.7, 4.8 ve 4.9).

Tablo 4.7 L-NAME 10 mM’un yalniz basina veya 1000 nM kimerin ile birlikte SVGB Uzerine
etkisi (n=7).

SVGB
(A%) mmHg mmHg
2. Dakika 0. Dakika 2. Dakika
Kontrol 1.5 £ 0.42 142 + 8.2 144 + 6.24
L-NAME 10 mM -7.5 +0.67 ® 124.5 + 7.93 115.16 + 7.55
L-NAME 10 mM -4 +0.57° 106.83 + 11.24 102.66 + 11
+Kimerin 1000 nM
Kimerin 1000 nM -35.33 + 4.08 137.83 + 5.86 89.66 + 8.57

- dederler azalmayi gosterir, a; p<0.001 kontrolden anlamh farkh, b; p<0.001 kimerin 1000
nM’den anlaml farkli.
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Tablo 4.8 L-NAME 10 mM’un yalniz basina veya 1000 nM kimerin ile birlikte +dP/dtmax
Uzerine etkisi (n=7).

+dP/dtmay
(% B) mmHg® ! mmHg®
2. Dakika 0. Dakika 2. Dakika
Kontrol 2.5+ 0.42 |5095.83 + 364.8 5223.83 + 351.19
L-NAME 10 mM -13.66 + 1.54° 4510 + 335.11 3894.33 + 314.44
L-NAME 10 mM -5 + 0.63° 3761 + 361.57 3582 + 333.84
+Kimerin 100 nM
Kimerin 1000 nM -31.33 + 2.55 4719 + 369.94 | 3251.83 + 310.1

- dederler azalmayi gosterir, a; p<0.001 kontrolden anlamli farkli, b; p<0.001 kimerin 1000
nM’den anlaml farkli.

Tablo 4.9 L-NAME 10 mM‘un yalniz basina veya 1000 nM kimerin ile birlikte koroner akim
Uzerine etkisi (n=7).

Koroner akim

(%A) ml/dakika ml/dakika

2. Dakika 0. Dakika 2. Dakika
Kontrol -2.33 £ 0.33 14.66 £ 0.8 14.33 £ 0.66
L-NAME 10 mM -1.16 + 0.3 14.83 £ 1.25 14.66 + 1.08
L-NAME 10 mM + | -10.33 + 0.92P 13.33 * 1.42 12 + 1.06

Kimerin 1000 nM

Kimerin 1000 nM -31 £ 2.79 16.16 £ 0.54 11.16 £ 0.83

- dederler azalmayi gésterir, a; p<0.001 kontrolden anlamli farkl, b; p<0.001 kimerin 1000
nM’den anlamh farkli.
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4.3. Omentinin gen ekspresyonlari Gizerindeki etkisi

Dederler Beta Aktin genine gére normalize edilmis ve kontrol grubundaki
dederlere gore ifade edilmistir. Dederler ortalama + standart hata olarak
gosterilmistir. Doku 6rnekleri 30. dakikanin sonunda alinmistir. Her gruptaki
ornek sayisi 7’dir.

4.3.1. PI3Ka mRNA diizeyleri

PI3Ka mRNA dlzeyleri omentinin tUm dozlarinda istatistiksel dlizeyde
anlamh bulunamamistir (Sekil 4.13). Omentinin 100 ng/ml dozunda PI3Ka
mRNA dlzeyleri artma edilimi gostermis fakat bu artma istatistiksel olarak
anlamlihida ulasmamistir. Omentinin diger dozlarinda PI3Ka mRNA
dlizeylerinin azalma egiliminde oldugu gortlmustir (Sekil 4.13).

2,5 4

1 4
0.5 -
0

Kontrol Omentin 100 ng/ml 200ng/mil 400 ng/ml

[2*]

PIZKa rolatf mRNA
ekspresyonu (2(- sact))

Sekil 4.13 Omentin verilen kalplerde PI3Ka mRNA dederlerinde dedisimler.
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4.3.2. PI3Ky mRNA diizeyleri

Sekil 4.14'de gorildigu gibi omentinin galisilan bitin dozlarinda PI3Ky
mRNA dlzeylerinde kontrol grubu dederlerine goére istatistiksel acidan
anlamli bir azalma tespit edilmistir (** p<0.01, *** p<0.001).

0,8

*

o
#

0,4

PIZKy rélatif mRNA
ekspresyonu (2(- 2act))

0,2

Kontrol Omentin 100 ng/ml 200 ng/ml 400 ng/ml

Sekil 4.14 Omentin verilen kalplerde PI3Ky mRNA dederlerinde dedisimler. ** p<0.01, ***
p<0.001 kontrolden anlamh farkli.

4.3.3. B1-AR ve B2-AR mRNA diizeyleri

Calismamizda omentin 100, 200, 400 ng/ml dozlarinin kalplere
verilmesinin sonucunda B1-AR ve B2-AR mRNA dlzeylerinde istatistiksel
olarak anlaml degisiklik gézlenmemistir (p>0.05). Omentin dozlarinin B1-AR
Uzerindeki etkisi sekil 4.15'de, B2-AR geni zerindeki etkisi 4.16'da
gosterilmistir.
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Kontrol Omentin 100 ng/ml 200 ng,/ml 400 ng,/ml

Sekil 4.15 Omentin verilen kalplerde B1-AR mRNA dederlerinde dedisimler.
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Sekil 4.16 Omentin verilen kalplerde B2-AR mRNA dederlerinde degisimler.
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4.3.4. eNOS mRNA diizeyleri

Sekil 4.17 goérildigu gibi 100 ng/ml omentin, eNOS mRNA dlizeyinde
anlamli bir artmaya neden olmamistir. Buna karsilik 200 ve 400 ng/ml
dozlarinda omentin verilen kalplerde, eNOS mRNA dlizeylerinde istatistiksel
olarak anlaml bir artis goézlenmistir. Omentinin 400 ng/ml doz grubunda
saptanan bu artisin, 200 ve 100 ng/ml doz gruplarina gore istatistiksel agidan
daha ylksek dizeyde oldugu belirlenmistir.

* K

LS

2,5 -

1,5

eNOS rolatif mRNA
ekspresyonu (20 sactl)

05 -

Kontrol Omentin 100 ng/ml 200 ng,/ml 400 ng,/ml

Sekil 4.17 Omentin verilen kalplerde eNOS mRNA dederlerinde dedisimler. ** p<0.01 ve
*** p<0.001 kontrolden anlamh farkli.

4.3.5. CaV1.2 mRNA diizeyleri

CaV1.2 geninin mRNA dlzeyleri, omentin verilen kalplerde anlamli
olarak azalmistir (p<0.01, p<0.001, Sekil 4.18). 200 ve 400 ng/ml doz
grubunda, CaV1i.2 mRNA miktarindaki azalmanin istatistiksel acidan
anlamhligi 100 ng/ml dozundakinden daha ylksek bulunmustur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 Omentin verilen kalplerde CaV1.2 mRNA degerlerinde degisimler. ** p<0.01 ve
*** p<0.001 kontrolden anlaml farkli.

4.3.6. SERCA2a mRNA diizeyleri

Sekil 4.19'da goruldigli gibi omentin doz gruplarinin SERCA2a mRNA
dizeyleri kontrolden anlaml olarak farkh bulunmamistir. 100 ng/ml omentin
verilen grupta SERCA2a mRNA dizeyi kontrole gbre bir azalma egilimi
gosterirken, 200 ve 400 ng/ml omentin verilen gruplarda artma egilimi
gostermistir. Ancak SERCA2a mRNA dlzeylerinde bu degisiklikler istatistiksel
anlamlihda ulasmamistir.
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Sekil 4.19 Omentin verilen kalplerde SERCA2a mRNA dederlerinde dedisimler.

4.3.7. PLN mRNA diizeyleri

Omentinin galistigimiz tim dozlari PLN mRNA dizeylerini etkilememistir.
Omentinin tim dozlari kalplere uygulandiginda kontrol degerlerine gére PLN
MmRNA miktarlarinda azalma edgilimi gorilmekle beraber bu azalmalar
istatistiksel agidan anlamliiga ulasmamistir. Ayrica omentinin uygulanan
dozlari kendi icerisinde birbirleriyle kiyaslandiginda, 100 ng/ml’den 400
ng/ml dozuna dogru doza bagh bir artma egilimi gérilmektedir. Buna ragmen
tim omentin gruplari PLN mRNA dizeyleri acgisindan kontrol dederlerinin
altinda kalmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20 Omentin verilen kalplerde PLN mRNA dederlerinde dedisimler.

4.4. Kimerinin gen ekspresyonlari uizerindeki etkisi

Dederler Beta Aktin genine gore normalize edilmis ve kontrol grubundaki
degerlere gore ifade edilmistir. Kimerin 1000 nM 2. dk grubundaki doku
ornekleri 2. dakikada diger gruplarda ise 30. dakikanin sonunda alinmistir.
Her gruptaki 6rnek sayisi 7'dir.

4.4.1. PI3Ka mRNA diizeyleri
Sekil 4.21'de goruldagu gibi kimerin verilen gruplarda PI3Ka mRNA

dlizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda omentin gruplarinda oldugu gibi
istatistiksel diizeyde anlamh degisiklik géstermemistir.
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Sekil 4.21 Kimerin verilen kalplerde PI3Ka mRNA dederlerinde dedisimler.

4.4.2. PI3Ky mRNA diizeyleri

Kimerin 100 ve 1000 nM verilen gruplarda PI3Ky mRNA miktarlarinda
kontrollere gore istatistiksel dliizeyde anlamli bir azalma goérilmuistir (p<0.01
ve p<0.05). Buna karsilik kimerin 10 nM verilen grupta PI3Ky mRNA
miktarinin kontrol dederlerine gok yakin olmasi nedeni ile istatistiksel acidan
kontrolden farkh bulunamamistir. Kimerin 1000 nM verilen ve 2. dakikada
dokusu alinan kalplerde PI3Ky mRNA miktari kontrol dederlerinin altinda
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22 Kimerin verilen kalplerde PI3Ky mRNA dederlerinde dedisimler. ** p<0.01, *
p<0.05 kontrolden anlamli farkli.

4.4.3. B1-AR ve B2-AR mRNA diizeyleri

Calismamizda kimerin 10, 100 ve 1000 nM dozlarinin kalplere
verilmesinin sonucunda B1-AR ve [2-AR mRNA dlzeylerinde istatistiksel
olarak anlamli degisiklik gézlenmemistir (p>0.05). Kimerin dozlarinin B1-AR
geni Uzerindeki etkisi sekil 4.23'de, f2-AR geni Uzerindeki etkisi sekil 4.24'de
gOsterilmistir. Sekil 4.23'de gorildigu gibi kimerin 1000 nM verilip 2.dk da
dokusu alinan grupta B1-AR mRNA dizeylerinin istatistiksel olarak anlamli
olmasa da kontrol dederlerinin Ustine ¢iktigi gortlmektedir.
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Sekil 4.23 Kimerin verilen kalplerde B1-AR mRNA dederlerinde degisimler.
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Sekil 4.24 Kimerin verilen kalplerde B2-AR mRNA dederlerinde degisimler.

89



4.4.4. eNOS mRNA diizeyleri

Sekil 4.25'de gorildaga gibi kimerin 10 nM doz grubu hari¢ olmak Gzere
diger kimerin gruplarinda kalplerdeki eNOS mRNA dlizeyleri kontrole gore
anlamli artis géstermistir. 100, 1000 nM kimerin gruplarinin ve 1000 nM 2.
dakikada dokusu alinan kimerin grubunun eNOS mRNA miktarlari kontrol
degerlerinin Ustine ¢ikmis olup p<0.05 ve p<0.01 istatistiksel diizeyinde
anlamli bir artis bulunmustur.
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Sekil 4.25 Kimerin verilen kalplerde eNOS mRNA degerlerinde dedisimler. * p<0.05 ve **
p<0.01 kontrolden anlaml farkl.

4.4.5. CaV1.2 mRNA diizeyleri

Omentin gruplarinda oldugu gibi CaV1.2 geninin mRNA dizeyleri kimerin
verilen kalplerde de anlaml olarak azalmistir. Kimerin (10, 100 ve 1000 nM)
verilen kalplerde CaV1.2 mRNA duzeyleri kontrol grubuna gdére anlamli
dizeyde azalmistir (p<0.001, p<0.05 ve p<0.01). Bununla birlikte kimerin
1000 nM verilip 2. dakikada dokusu alinan kalplerde, CaV1.2 geni mRNA
miktarlarinin kontrol grubuna goére azalan dederlerde olmasina ragmen
istatistiksel acidan fark bulunamamistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26 Kimerin verilen kalplerde CaV1.2 mRNA degerlerinde degisimler. * p<0.05, **
p<0.01 ve *** p<0.001 kontrolden anlamh farkl.

4.4.6. SERCA2a mRNA diizeyleri

Sekil 4.27'de goriuldigu gibi kimerin verilen gruplarin verdikleri yanitlar
arasinda SERCA2a mRNA dizeyleri agisindan istatistiksel olarak bir dedisme
saptanamamistir.
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Kontrol Kimerin 10 nM 100nM 1000 nM 1000 nM 2. dk

Sekil 4.27 Kimerin verilen kalplerde SERCA2a mRNA dederlerinde degisimler.

4.4.7. PLN mRNA diizeyleri

Kalplere 100 ve 1000 nM kimerin verilmesinin ardindan 30 dakikalik
gb6zlem periyodunun bitiminde alinan doku drneklerinden calisilan PLN mRNA
miktari kontrol grubu dederleri ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
ktcik fakat anlamli bir azalma ile kontrol degerlerinin altina inmistir
(p<0.05). 10 ve 1000 nM 2. dakika kimerin gruplarinda anlamh degisiklik
bulunmamistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28 Kimerin verilen kalplerde PLN mRNA dederlerinde dedisimler. * p<0.05 kontrolden
anlamli farkl.

4.5. Omentinin cAMP ve cGMP yapimi uizerindeki etkisi

Omentin verilen kalplerden alinan doku 6érneklerinden ELISA teknigi ile
Olcilen cAMP miktarlarinda kontrol grubuna gdére istatistiksel olarak anlamli
farkhlik saptanmamistir. Bununla birlikte en ylksek omentin dozunda
istatistiksel acidan anlamli olmasa da, cAMP miktarlarinin kontrol grubuna
gore yaklasik iki kat kadar arttigr bulunmustur (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29 Omentin verilen kalplerde cAMP miktarinda degisimler. Degerler nmol/gr olarak
ifade edilmis, kontrol grubuna gére degerlendirilmistir. Her gruptaki 6rnek sayisi 7'dir.

Omentinin 100 ng/ml dozunda cGMP miktari kontrol gruba gére anlamli
degisiklik gostermemistir. Halbuki 200 ve 400 ng/ml dozlarinda omentin
verilen kalplerde, cGMP miktarlarinin kontrol degerine goére ileri dliizeyde
anlamli olarak (p<0.001) arttigi belirlenmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30 Omentin verilen kalplerde cGMP miktarinda degisimler. Dederler nmol/gr olarak
ifade edilmis, kontrol grubuna gére degderlendirilmistir. Her gruptaki érnek sayisi 7’dir. ***
p<0.001 kontrolden anlamh farkl.

4.6. Kimerinin cAMP ve cGMP yapimi lizerindeki etkisi

Kontrol grubundaki degerler ile karsilastirildiginda, kimerin verilen
kalplerden alinan doku &érneklerinden dlgilen cAMP miktarlarinda anlamh bir
farkhhk saptanmamistir. Ancak omentin gruplarina benzer sekilde istatistiksel
acidan anlamh olmasa da, kontrol grubuna gére cAMP miktarlarinin yaklasik
iki kat kadar arttigi bulunmustur (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31 Kimerin verilen kalplerde cAMP miktarinda degisimler. Dedgerler nmol/gr olarak
ifade edilmis, kontrol grubuna gére dederlendirilmistir. Her gruptaki 6rnek sayisi 7'dir.

Sekil 4.32'de gorildigd gibi cGMP miktari 10 nM kimerin grubunda
kontrole gore bir artma edilimi gostermistir ancak bu artma istatistiksel
bakimdan anlamliiga ulasmamistir. Kimerin 100, 1000 nM doz gruplari ile
kimerin 1000 nM 2. dakika grubunda cGMP miktarlarinda p<0.05 dlizeyinde
anlaml bir artis oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.32 Kimerin verilen kalplerde cGMP miktarinda degisimler. Degerler nmol/gr olarak
ifade edilmis, kontrol grubuna gére degderlendirilmistir. Her gruptaki érnek sayisi 7'dir. *
p<0.05 kontrolden anlaml farkli.
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5. TARTISMA

Calismamizda omentin (100, 200 ve 400 ng/ml) ve kimerin (10, 100 ve
1000 nM) izole perfize sican kalplerinde doza badglh sekilde SVGB ve
+dP/dtmax dederlerini anlaml olarak azaltti. Omentin ve kimerin uygulanan
kalplerde CaV1.2 gen ekspresyonu da kontrollere goére istatistiksel acidan
anlamli bir sekilde azaldi. CaV1.2 gen ekspresyonunun azalmasi kalp kasinda
hiicre icinde Ca*?nin azalmasina ve bdylece negatif inotropik etkiye neden
olur. PI3K/Akt sinyal yolunun aktivasyonu ile Akt'in Ser473 ve Thr308
pozisyonunda fosforilasyonu gerceklesir (Walther vd., 2014). Fosforile olan
Akt ise, Ser1177 pozisyonundan eNOS fosforilasyonunu saglayarak NO
yapimini arttinr (Walther vd., 2014; Maruyama vd., 2012; Burger vd.,
2006). Nitrik oksit solubl guanil siklazi aktive ederek cGMP olusumuna yol
acar. Bir sonraki aktivasyon cGMP bagimli protein kinaz G (PKG)'dir. Protein
kinaz G CaV1.2 mRNA miktarini ve bunun sonucunda Ca*? kanal akimini
azaltarak kalp kasi hiicrelerine giren Ca*? miktarini disirir (Manoury,
Montiel & Balligand, 2012; Peng, Lu, Lei & Feng, 2003). Boylece hlcreye
giren Ca*?nin azalmasi kalpte negatif inotropik etki ile sonuglanir. Troponin
I'min  fosforilasyonundan sonra PKG ayrica kalp kasi hicrelerinde
miyofilamentleri Ca*?ya duyarsizlastirarak kalbin kontraktilitesi (izerinde
negatif inotropik etkiler gésterir (Manoury, Montiel & Balligand, 2012).

Calismamizda her ne kadar ortamdaki NO miktari 6lgllememis olsa da,
omentinin ve kimerinin izole sigan kalplerine uygulanmasi sonucunda eNOS
MRNA miktarlari kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde artmistir.
Ayrica eNOS gen ekspresyonunun artisi ile birlikte hiicrede cGMP miktarlari
da artmistir. Bu bulgular da omentin ve kimerinin negatif inotropik etkilerine
NO’nun aracilik yaptigini desteklemektedir. cGMP, cAMP-PKA sinyal yolu ile
PDE’lerin dlizenlenmesine de katilabilir. cGMP, PDE2'yi indUklerken PDE3’U
inhibe eder. Duslik konsantrasyonlardaki NO, PDE3’Un inhibisyonu ile
ortamdaki cAMP dlizeyinin artmasina bdylece cAMP-PKA sinyal yolu ile LTCC
akiminin artmasina neden olur. Baska bir deyisle dlsltk konsantrasyonlardaki
NO, cAMP-PKA hicre ici sinyaliyle LTCC fosforilasyonunu gergeklestirerek
pozitif inotropik etkilere yol acar (Walther vd., 2014). Yuksek dozlarda
NO'nun ise PKG araciligi ile LTCC aktivasyonunu inhibe ederek negatif
inotropik etkiler gosterdigi bulunmustur. Son yapilan calismalara gére NO ile
ilgili genel fikir NO'nun miyokardiyal fonksiyonlar Gzerindeki etkilerinin bifazik
oldugu yonundedir (Massion vd., 2003; Seddon vd., 2007; Van de Sandt
vd., 2013).

Degisik calismalarda endotel hiicrelerine omentin verilmesi sonucunda
PI3K/Akt sinyal yolu ile NO dretiminin arttirildigi ve PI3K sinyal yolunun
inhibitord olan LY294002 ile NO saliniminin ortadan kaldirildigi bildirilmistir
(Yamawaki vd., 2010; Yamawaki vd., 2011b; Kazama vd., 2013).
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Calismamizda da omentinin kalp Gzerindeki negatif inotropik etkisi LY294002
ile antagonize edilebilmistir. Yani omentinin en yluksek dozu olan 400 ng/ml
ile LY294002'nin birlikte kullanilmasi, omentinin tek basina SGVB ve
+dP/dtmax dederlerinde olusturdugu azalmalari engellenmistir. Bu bulgular
dogrultusunda omentinin kalp Uzerinde olusturdugu negatif inotropik
etkisinin PI3K sinyal yolu aracilikli oldugu ve NO'nun bu etkide ise karistigi
sdylenebilir. Omentin PI3K/Akt sinyal yolu lGzerinden Akt fosforile ederek,
NO yapimini arttinir. (Maruyama vd., 2012; Kataoka vd., 2014). Ancak bu
calismada omentinin negatif inotropik etkilerinin NO sentaz inhibitérd olan L-
NAME ile antagonize edilip edilmedigi arastirlamamistir. Kimerin gruplarinda
olusan negatif inotropik etkiler ise L-NAME ile antagonize edilebilmistir. Bu
bulgu da kimerinin kalp (zerinde neden oldugu negatif inotropik etkilere
NO’nun aracilik yapabilecegini gostermektedir.

Kalpte yapilan NO, eksitasyon kontraksiyon baglantisinin
dizenlenmesinde ise karisir. Endojen kaynakh eNOS aktivasyonunun
kdpeklerde ventrikller aritmilere karsi direnci arttirarak aritmilerde koruyucu
olabilecegi bildirilmistir (Massion vd., 2003). eNOS geni cikarilmis farelerde
yaslanma ile birlikte hipertrofi ve hipertansiyon gelistigi goriimustir. Bundan
baska eNOS geni eksik (-/-) olan farelerde miyokard infarktlsu ile birlikte
sistolik ve diyastolik fonksiyonlarin bozuldugu, kapiller yogunlugun azaldigi
belirlenmistir (Manoury vd., 2012). Massion ve arkadaslari (Massion vd.,
2003) ise hipertrofik kardiyomiyopatide ve kalp yetmezliginin ge¢ doneminde
miyositlerdeki eNOS mRNA miktarlarinin azaldidini bulmuslardir. Iskemi ve
reperfiUzyonun erken doéneminde kalpteki eNOS miktarlarinda artis
gbérilmektedir (Van de Sandt vd., 2013) ve NO artisi kalbi iskemi ve
reperfizyon hasarina karsi cesitli mekanizmalarla korumaktadir (Balligand,
Feron & Dessy, 2009). NO aktivitesinin veya sentezinin bozulmasiyla olusan
hipertansiyon, aterosklerozis ve kalp yetmezligiyle iliskili kardiyovaskiler
hastaliklarda NO olusumunun arttiriimasi endotel fonksiyonlarinin
iyilestiriimesine ydnelik ilaglarin tasarimi igin yeni bir terapétik hedef olarak
disinudlebilir (Fulton vd., 1999).

PI3K sinyal yolunun bir alt birimi PI3Ka olup PI3Ka sinyalinin azalmasi
kalp kasi htcrelerinde bulunan LTCC sayisini azaltir ve azalan LTCC akimi
kontraktilitede azalma ile sonuglanir (Zhongju, Ballou, Jiang, Cohen & Lin,
2013). Baska bir deyisle, PI3Ka kalp kasilmasinin pozitif dizenlenmesine
katilmaktadir. ClinkU yetiskin farelerde artan PI3Ka ekspresyonu ile in vitro
kontraktilite de arttirmistir (Yano vd., 2008). Calismamizda hem omentin
hem de kimerin gruplarinda PI3Ka gen ekspresyon dizeylerinde kontrol
gruplan ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
olmadigi belirlenmistir. PI3Ka ile LTCC akimi arasindaki pozitif iliski g6z
ontnde bulunduruldugunda omentin ve kimerin verilen gruplardaki CaV1.2
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geninin mMRNA miktarindaki anlamh azalmanin PI3Ka ile baglantili olmadigi
sonucuna varilmaktadir.

PI3K sinyal yolunun bir diger alt birimi PI3Ky’dir. Bu alt birim GPCR’ler
ile aktive olur ve kalp kasilmasinin dizenlenmesinde rol oynar. PI3Ky’nin
katalitik alt Gnitesi p110y olup cAMP miktarini dizenler (Ghigo vd., 2011;
Oudit vd., 2003). p110y cAMP’yi yikan PDE’leri aktive eder ve aktive olan
PDE’ler cAMP’'nin yikilmasina neden olur. Bu durum hlcre icindeki cAMP
miktarini azaltarak kontraktilite Gzerinde negatif etkiye neden olur (Kerfant
vd., 2005; Ghigo vd., 2011; Oudit vd., 2003). Calismamizda omentin ve
kimerin uygulanan gruplarda PI3Ky gen ekspresyon duzeyinde istatistiksel
acidan anlamli azalmalar bulunmustur. PI3Ky gen ekspresyonu ile birlikte
degerlendirmemiz gereken cAMP miktarlarinin ise istatistiksel olarak anlamli
artmadigi ancak kontrol degerleri ile karsilastirildiginda iki kat gibi sayisal bir
artis gosterdigi dikkat cekmektedir. Literatiirde PI3Ky gen ekspresyon
dlzeyleri azaldiginda hiicre igi cAMP miktarlarinin artis gosterdigi
belirlenmistir (Crackower vd., 2002; Kerfant vd., 2006; Ghigo vd., 2011).
CunkU PI3Ky geni kapatilmis farelerde azalmis fosfodiesteraz aktivitesi CAMP
miktarinda artmaya neden olmustur (Rose, Kabir & Backx, 2007). PI3Ky
dizeyinde azalma ile birlikte cAMP miktarinda anlamli artma olmamasi
omentinin ve kimerinin gozledigimiz negatif inotropik etkisi ile uyumludur.

Calismamizda omentinin ve kimerinin kalp kasilmasi Uzerindeki
molekiler dlizeyde etkilerini arastirmak amaciyla B1-AR ve B2-AR gen
ekspresyonlari calisiimistir. Ancak omentin ve kimerin verilen gruplar ile
kontrol gruplari kiyaslandiginda her iki gen ekspresyonu acisindan da
istatistiksel dizeyde anlamh bir farkhliga ulasilamamistir. Ayrica omentin ve
kimerin verilen gruplar ile kontrol gruplari karsilastirildiginda kalp kasiima
kuvvetinde azalma bulunmus fakat dakikada kalp atim sayisinda istatistiksel
acidan bir fark gézlenmemistir. Bu bulgular omentinin ve kimerinin kalp
kasilma kuvvetini azaltici etkisine B1-AR ve B2-AR’lerin aracilik etmedigini
disindirmektedir. B-AR’lerin uyarilmasi sonucunda hicre icindeki cAMP
dizeyinin arttigi ve bunun sonucunda bulgularimizin aksine kalbin kasilma
kuvvetinin arttigr bilinmektedir (George & Pitt, 2006). Ancak galismamizda
cAMP duzeyinde anlamli bir artma yoktu. Omentin ve kimerin verilen
gruplarda cAMP miktarlarindaki istatistiksel olarak anlamli olmayan bu artis
PI3Ky gen ekspresyon dlzeyindeki azalma nedeni ile olabilir. Cinkl PI3Ky
gen ekpresyon dluzeyinde azalma cAMP artisina yol acar (Kerfant vd., 2006).

Calismamizda omentin ve kimerin gruplarinda sol ventriktlin kasilma
indeksi olarak degerlendirdigimiz SGVB ve +dP/dtmax dederlerinde gorllen
azalmaya ragmen SERCA2a mRNA miktarlarinda anlamli bir degisiklik
bulunmamistir. Bu bulgular kasilmada go6zledigimiz azalmada SERCA2a gen
ekspresyonunun ise karismadigi izlenimini vermektedir. Asiri SERCA2a gen

100



ekspresyonunda SR’a Ca*? aliminin artisiyla gevsemenin hizlandigi ve bdylece
kontraktilitenin arttigi goértlmustir (Kranias & Hajjar, 2012; Vetter vd.,
2002). Tam tersi azalmis SERCAZ2a ekspresyonu kontraktilite bozukluklarina
neden olmaktadir (Penitentea vd., 2014). Cunkt SERCA2a mRNA dizeyinde
azalma hiicre iginde Ca*? homeostasisinin bozulmasi ve kalp kasilmasinin
azalmasi ile sonuglanmaktadir (Periasamy vd., 1999). Ayrica azalmis
SERCA2a protein dlzeyi ve SERCA2a aktivitesi kalp kasi lifinin bozulmus
gevsemesi ile iligkilidir (Penitentea vd., 2014). Cudnkd SERCAZ2a
ekspresyonunun azalmasi sitozoldeki Ca**nin SR’a geri alimini azaltir.
Boylece sitozoldeki Ca*? konsantrasyonu artar ve hiicre gevsemesi bozulur
(Penitentea vd., 2014). Kalp kasi lifinde bozulan gevseme ile ventriklllerin
hem gevseme zamani hem de slresi uzar (Cain vd., 1998). Omentinin ve
kimerinin negatif inotropik etkisine karsilik SERCA2a gen ekspresyonunda
azalma goérulmemesinin acgiklanmasi icin baska galismalara gerek vardir.

Omentin verilen kalplerde PLN gen ekspresyon dlzeylerinde de
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gérilmemistir. Ote yandan kimerin
100 ve 1000 nM dozu uygulanan kalplerde PLN mRNA miktarlarinda
kontrollere go6re istatistiksel olarak kuguk fakat anlamli bir azalma
goérulmuistur. SERCA2a aktivitesi PLN fosforilasyonu ile dizenlenir (Park &
Oh, 2013). Fosfolambanin fosforilasyonu SERCA aktivitesinin artmasina
neden olur (MacLennan & Kranias, 2003). Fosfolamban gen kayiplarinda
SERCA2a’nin Ca*? afinitesi, Ca*?’nin SR'ye alinan miktari ve Ca*?’nin SR’den
salinmasi artar. Bunlarin sonucunda kalp hiperdinamik duruma gecer
(Vangheluwe vd., 2006). Tam tersine PLN’'nin asiri ekspresyonu ile
SERCA2a’nin Ca*? afinitesi azalirken kalp kasi hiicrelerinin kontraktilitesi ve
gevsemesi azalir (Vangheluwe vd., 2006).

Omentinin tim dozlarinda kalpteki kasilma gicli azalmis olmasina
ragmen azalan kasilma glcu ile birlikte koroner akim miktarlarinda belirgin
bir degisme go6zlenmemistir. Koroner akimda bir azalma egilimi gordlmus
fakat bu azalma anlamli bulunmamistir. Dider taraftan Yamawaki ve
arkadaslarn (Yamawaki vd., 2010) izole sican aortunda ve mezenterik
arterinde noradrenalinin olusturdugu kontraksiyon vyanitlarini omentin ile
inhibe etmislerdir. Ayrica omentin uygulanmasinin ardindan endotelden NO
salinimina bagh olarak damar vazodilatasyonunun indlklendigini
gozlemlemislerdir. Bu arastiricilar 1-300 ng/ml omentin dozlarini
uygulamiglardir. Calismamizdaki omentin dozlari ise 100-200-400 ng/ml olup
iki calismadaki dozlar birbirine benzerdir. Koroner perflizyon basinci koroner
vaskduler tonusun iyi bir indeksi olarak bilinir. Ancak galismamizda koroner
perfizyon basinci yerine koroner akim miktarlar &lgulebilmistir. Her iki
calismada farkli sonuglarin alinmasi yontem farkliligina bagh olabilir.
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Calismamizda kimerinin 1000 nM doz grubunda, bu peptidin verilmesinin
2. dakikasinda koroner akim miktarlari yaklasik % 30-40 oraninda azalmis ve
bu azalma anlamli bulunmustur. Ayrica kimerinin uygulanmasi slresince
koroner akim dederleri kontrole dogru degisme gostermis fakat kontrol
degerlerinin altinda kalmistir. Lobato ve arkadaslar (Lobato vd., 2012) sican
aortunda vyaptiklari calismada kimerinin al-adrenerjik agonisti olan
fenilefrin‘in  ve endotelin-1'in  vazokonstriksiyon yanitlarini  arttirdigini
gostermislerdir (Lobato vd., 2012). Watts ve arkadaslari da (Watts vd.,
2013) obez ve hipertansif sicanlardan alinan izole torasik aort ile obez
insanlardan alinan izole mezenterik arterler Gzerinde 1000 nM dozundaki
kimerinin kasilmaya neden oldugunu bulmuslardir. Watts ve arkadaslari
(Watts vd., 2013) calismalarinda NO sentaz inhibitéri olan N-w-nitro-L-
arjinin kimerinin neden oldugu kasiima yanitlarini arttirdigini
gbzlemlemislerdir. Calismamizda koroner akimda olusan azalmanin kalbin
kasilma gucinin azalmasindan ve kimerinin vazokonstriktdér etkisinden
kaynaklandigi séylenebilir. Ancak azalan koroner akim miktarlarinin azalmis
olan kasilma gliciine bagh olarak mi yoksa kimerinin vazokonstriksiyon
etkisinden mi kaynaklandigini agiklamak igin baska galismalara gerek vardir.

MAPamp, MAP'In ilk fazinda (faz 0) Na* kanallarindan Na* iyonlarininin
hiicre icine diflizyonuna baghdir (Jing-Sheng, 2002). Calismamizda omentin
ve kimerin MAPamp’l dederlerini anlaml degistirmedi. Bu bulgumuz omentin
ve kimerin proteinlerinin faz 0 sirasinda Na* kanal akimini degistirmedigi
izlenimini vermektedir. Ote yandan, MAPg, AP’nin repolarizasyon fazi
hakkinda bilgi verir (Olejnickova vd., 2015) ve dakikadaki kalp atim sayisi ile
ters orantiidir (Wang, Chen, Liu, Xiao & Wang, 2014). MAPy, hem omentin
hem de kimerin gruplarinda kontrol gruplarina gdére istatistiksel dlizeyde
anlaml degisme gostermemistir. MAPyg parametresinde anlamli bir dedisme
olmamasi calismamizdaki B1-2-AR’‘lerin gen ekspresyon duzeylerinde ve
sonug olarak da dakikadaki kalp atim sayisinda anlamli diizeyde bir degisiklik
olmamasina bagli olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz omentinin ve kimerinin izole sican kalplerinde
kardiyovaskiler fonksiyonlara ve gen ekspresyonlarina etkisini arastiran ilk
calisma olmasi nedeni ile 6zgundidr. Bulgularimiz omentin ve Kkimerin
proteinlerinin izole perflize sican kalplerinde negatif inotropik etki yaptigini
halbuki dakikada kalp atim sayisini, MAPamp ve MAP90'1 degistirmedigini
godstermistir. Omentin koroner akimi etkilememis kimerin ise yuksek dozda
koroner akimi azaltmistir.

Omentin ve kimerin eNOS gen ekspresyonunu ve yiksek dozlarda doku
cGMP dlzeyini arttirmistir. Bu nedenle negatif inotropik etkiye eNOS gen
ekspresyonunda artma ile NO olusumu ve NO ile aktive edilen cGMP aracilik
edebilir. LY294002, omentinin ve L-NAME kimerinin negatif inotropik
etkilerini ortadan kaldirmistir. Bu bulgular da omentin ve kimerinin negatif
inotropik etkisinde NO’nun ise karisabilecedini gostermektedir. Omentinin ve
kimerinin CaV1.2 gen ekspresyonunu azaltmasi negatif inotropik etkiye katki
yapabilir. Omentin ve kimerin PI3Ka gen ekspresyonunu etkilemediginden
her iki adipositokinin CaV1.2 geninin mRNA miktarini azaltmasinin PI3Ka ile
baglantili olmadigi sonucuna varilimistir. Calismamizda omentin ve kimerin
PI3Ky gen ekspresyonunu azaltmis fakat doku cAMP miktarlarini
degistirmemistir. Bu bulgular her iki adipositokinin kalplerin kasilma glctn{
azaltmasi ile uyumludur. Omentin ve kimerin B1-2-AR ve SERCA2a gen
ekspresyonunu degistirmemistir. Bu bulgular kasilmada azalmada 81-2 AR ve
SERCA2a gen ekspresyonunun rol oynamadigi izlenimini vermektedir.
Kimerin PLN gen ekspresyonunu azalttidi halde omentin etkilememistir. Bu
adipositokinlerin PLN gen ekspresyonuna etkileri arasindaki farkliliklar
aclklamak icin baska calismalar gereklidir. Omentinin ve kimerinin
kardiyovaskiler etkileri ve bunlarin gen ekspresyonlari ile iliskisi bundan
sonraki calismalara 1sik tutacaktir.
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