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ÖNSÖZ 

 

 

 

Karvedilol; kalp yetmezliği ve hipertansiyon tedavisi ile miyokard infarktüs 

sonrasında gelişen ventriküler fonksiyon bozukluklarının engellenmesinde kullanılan 

üçüncü kuşak bir beta (β)-blokördür. Kronik kullanımda diğer β-blokörlerden farklı 

olarak insülin rezistansı ya da diyabet gibi metabolik bozukluklara yol 

açmamaktadır. Beta arrestin proteinlerinin karvedilolün hücre içinde oluşturduğu 

sinyalizasyona aracılık ettiği gösterilmiştir. Adrenerjik reseptörleri antagonize 

ederken β arrestinler aracılığı ile hücrede agonist-benzeri etkiler gösteren karvedilol, 

artık bir biased agonist olarak adlandırılmaktadır. Beta arrestin proteinleri ile 

metabolik hastalıklar arasında bir ilişki olması, karvedilolün de kardiyovasküler ve 

metabolik etkilerine bu proteinlerin katkıda bulunuyor olabileceğini 

düşündürmektedir. Bu tez çalışmasında, karvedilolün metabolik etkilerini ve bu 

etkilerin mekanizmasını tespit etmek, karvedilolün metabolik etkilerine β arrestin 

proteinlerinin katkısını incelemek, deneysel diyabet modeli kullanılarak karvedilolün 

diyabetik hasarı tedavi edici etkisini değerlendirmek ve β arrestin proteinlerinin 

diyabetten ve karvedilol tedavisinden nasıl etkilendiklerini belirlemek amaçlanmıştır. 

Sonuç olarak karvedilolün diyabetik kalpteki fonksiyonel bozukluğu iyileştirdiği ve 

bu iyileşmeye substrat metabolizması üzerindeki yararlı etkilerinin katkısı olduğu 

tespit edilmiştir. Metabolizma üzerindeki bu etkilere de β arrestin proteinlerinin 

aracılık ettiği gösterilmiştir. Bu çalışma, karvedilolün kardiyovasküler ve metabolik 

etkilerinin mekanizmasının ve β arrestin proteinlerinin neden oldukları fizyolojik 

etkileri aydınlatılmasına aracılık ederek öteki reseptörlerle etkileşmeksizin yalnızca β 

arrestin proteinlerini hedefleyen yeni moleküllerin, metabolik hastalıklarda 

kullanılabilmesine aracılık edecektir. 

 

TÜBİTAK tarafından desteklenen bu çalışma Ankara Üniversitesi Eczacılık 

Fakültesi Farmakoloji Anabilim Dalı Araştırma Laboratuvarı’nda yürütülmüştür. 



vii 

 

Yalnızca akademik kariyerimin bu ilk adımında değil hayatın her alanında bana 

yol gösteren, sorumluluk almayı ve en büyük çıkmazda bile keyifle problemlerle 

başa çıkabilmeyi kendisinden öğrendiğim, iyi bir bilim insanı olma konusunda örnek 

aldığım danışmanım, değerli hocam Prof. Dr. Arzu Beşikci’ye, 

 

Tecrübe ve bilgilerini her zaman cömertçe benimle paylaşan değerli hocalarım 

Doç. Dr. Ebru Arıoğlu İnan ve Dr. Öğr. Üyesi Işıl Özakca Gündüz’e, 

 

Tezimin her aşamasında yardımları ve çözüm önerileriyle hayatımı 

kolaylaştıran, aklına her zaman güvendiğim kıymetli arkadaşım Ecz. Zümra Kara’ya, 

 

Desteklerini benden hiç esirgemeyen ve ihtiyaç duyduğum her an yanımda olan 

arkadaşlarım Dr. Didem Yılmaz Oral, Ecz. İrem Karaömerlioğlu, Ecz. Betül 

Erdoğan, Ecz. Elif Müderrisoğlu, Ecz. Zeynep Elif Yeşilyurt ve Ecz. Heba Asker’e, 

 

Beni yetiştirip bugünlere getiren, her tercihimi saygıyla karşılayan ve hep 

arkamda olan annem, babam ve abime, 

 

Proje desteğinden (17H0237004) ötürü Ankara Üniversitesi Bilimsel Araştırma 

Projeleri Müdürlüğü’ne 

 

Doktora süreci boyunca sağladıkları burs (2211A-Genel Yurt içi Doktora Burs 

Program) ve proje desteği (SBAG-217S961) sebebiyle TÜBİTAK’a; 

 

TEŞEKKÜRLERİMİ SUNARIM. 



ii 

 

SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

 

  

7-TMR                   7-Transmembranal Reseptör 

α  Alfa 

AMPK  Adenozin Monofosfat ile Aktive Olan Protein Kinaz 

  (Adenosine Monophosphate Activated Protein Kinase) 

APS  Amonyum Persülfat 

AR  Adrenerjik Reseptör 

ATP  Adenozin Trifosfat 

  (Adenosine Triphosphate) 

β  Beta 

βarr  β arrestin 

BCA  Bikinkoninik Asit  

  (Bicinchoninic Acid) 

BSA  Sığır Serum Albumini 

  (Bovine Serum Albumin) 

cAMP  Siklik Adenozin Monofosfat 

  (Cyclic Adenosine Monophosphate) 

CD36  Yağ Asidi Taşıyan Protein 

  (Cluster of Differentiation 36) 

CPT  Karnitin Palmitoil Transferaz 

  (Carnitine Palmitoyltransferase) 

DAG  Diaçil Gliserol 

  (Diacylglycerol) 

DAGK  Diaçil Gliserol Kinaz 

  (Diacylglycerol Kinase) 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO  Dimetil Sülfoksit 

+dp/dt  Sol Ventrikül Kasılma Hızı 

-dp/dt  Sol Ventrikül Gevşeme Hızı 

ECL  Artırılmış Kemilüminesans 

  (Enhanced Chemiluminescence) 



iii 

 

EGFR  Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü 

  (Epidermal Growth Factor Receptor) 

ELISA  İmmünoenzimatik Yöntem  

  (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 

ERK  Ekstrasellüler Sinyalle Düzenlenen Kinaz 

  (Extracellular Signal-Regulated Kinase) 

FABP  Yağ Asidi Bağlayan Protein 

  (Fatty Acid-Binding Protein) 

FADH  Flavin Adenin Dinükleotid 

FBS  Fetal Sığır Serumu 

  (Fetal Bovine Serum) 

FDA  Amerikan Gıda ve İlaç Kurumu 

  (U.S. Food and Drug Administration) 

γ  Gama 

G12/13  G-proteini alt tipi 

GDP  Guanozin Difosfat 

  (Guanosine Diphosphate) 

Gi  G-proteini alt tipi 

GLP  Glukagon Benzeri Peptid 

  (Glukagon Like Peptide) 

GLUT  Glukoz Taşıyıcı Protein 

GPCR  G-protein Kenetli Reseptör 

  (G-protein Coupled Receptor) 

Gq  G-proteini alt tipi 

GRK  G-Protein Reseptör Kinaz 

  (G-Protein Receptor Kinase) 

Gs  G-proteini alt tipi 

GTP  Guanozin Trifosfat 

  (Guanosine Triphosphate) 

HK  Hekzokinaz 

  (Hexokinase) 

HRP  Horseradish Peroksidaz 

IGF  İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü 

 
 (Insulin Like Growth Factor) 

 



iv 

 

IP3  İnozitol-3-Fosfat 

  (Inositol Trisphosphate) 

i.p  İntraperitoneal 

JNK  c-Jun N-terminal Kinaz 

LDH  Laktat Dehidrojenaz 

  (Lactate Dehydrogenase) 

LVDP  Sol Ventrikül İçi Gelişen Basınç 

  (Left Ventricular Developed Pressure) 

LVEDP  Sol Ventrikül Diyastol Sonu Basıncı 

  (Left Ventricular End Diastolic Pressure) 

MAPK  Mitojen ile Aktive Olan Protein Kinazlar 

  (Mitogen Activated Protein Kinase) 

MEK  Mitojen ile Aktive Olan Protein Kinaz Kinaz, 

  (Mitogen Activated Protein Kinase Kinase) 

miRNA  Mikro Ribonükleik Asit 

NADH  Nikotinamid Adenin Dinükleotid 

NRF  Nükleer Solunum Faktörü 

  (Nuclear Respiratory Factor) 

PBS  Fosfat Tamponlu Salin 

  (Phosphate Buffered Saline) 

PDE  Fosfodiesteraz 

  (Phosphodiesterase) 

PDH  Pirüvat Dehidrojenaz 

  (Pyruvate Dehydrogenase) 

PFK  Fosfofruktokinaz 

  (Phosphofructokinase) 

PGC1α 
 Peroksizom Proliferatör ile Aktive Olan Reseptör 

 Gama Koaktivatör 1- Alfa 

 
 (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gama  

Coactivator 1- Alpha) 

PI3K  Fosfoinozitid-3-Kinaz 

  (Phosphoinositide 3-Kinase) 

PK  Pirüvat Kinaz 

  (Pyruvate kinase) 



v 

 

PKA  Protein Kinaz A 

  (Protein Kinase A) 

PKB  Protein Kinaz B 

  (Protein Kinase B) 

PKC  Protein Kinaz C 

  (Protein Kinase C) 

PLC  Fosfolipaz C 

  (Phospholipase C) 

PPARα  Peroksizom Proliferatör ile Aktive Olan Reseptör Alfa  

  (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha) 

PPARγ 

 

 Peroksizom Proliferatör ile Aktive Olan Reseptör Gama  

 (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gama) 

PVDF  Polivinilidin Florür 

Raf-1  Proto-onkojenik Serin-Treonin Protein Kinaz 

  (Proto-oncogene Serine/Threonine Protein Kinase) 

RIPA  Radyoimmünopresipitasyon Tampon Çözeltisi 

  (Radioimmunoprecipitation Assay Buffer) 

RNA  Ribonükleik Asit 

SDS  Sodyum Dodesil Sülfat 

SERCA  Sarkoplazmik Retikulum Kalsiyum ATPaz 

siRNA  Susturucu Ribonükleik Asit 

Src  Proto-onkojenik Tirozin Kinaz 

  (Proto-oncogene Tyrosine Protein Kinase) 

STZ  Streptozotosin 

TBS  Trisle Tamponlanmış Salin   

  (Tris Buffered Saline) 

TCA  Trikarboksilik Asit Döngüsü/Sitrik Asit Döngüsü 

  (Tricarboxylic Acid Cycle) 

TEMED  Tetrametiletilendiamin 

TFAM  Mitokondriyal Transkripsiyon Faktörü-A 

TG  Tris/Glisin 

TNF  Tümör Nekroz Faktör 

tg  Transjenik 

TGS  Tris/ Glisin/ SDS 



vi 

 

ŞEKİLLER 

 

 

 

Şekil 1.1. G-proteininin Aktivasyonu 4 

Şekil 1.2. Adrenerjik G-proteini Kenetli Reseptörlerde Sinyal İletimi 5 

Şekil 1.3. β arrestin-aracılı Sinyalizasyonlar 10 

Şekil 1.4. GPCR’lerde Biased Agonizma. 12 

Şekil 1.5. Karbohidrat Metabolizması 26 

Şekil 1.6. Yağ Asidi Metabolizması 29 

Şekil 1.7. Randle Döngüsü. 31 

Şekil 1.8. Mitokondriyal Biyojenez 37 

Şekil 2.1. Sıçanlarda Gerçekleştirilen İşlemler 44 

Şekil 2.2. Kalbin Langendorff Sistemine Takılması. 47 

Şekil 3.1. Sıçanların Genel Özellikleri 57 

Şekil 3.2. Bazal Kalp Parametreleri. 59 

Şekil 3.3. İzoproterenol ile Elde Edilen Yanıtlar. 61 

Şekil 3.4. β arrestin 1 ve β arrestin 2 Protein Miktarı. 63 

Şekil 3.5. Sol Ventrikülde ERK Fosforilasyonu. 64 

Şekil 3.6. Yağ Asidi Metabolizmasında Görev Alan Proteinler. 66 

Şekil 3.7. Glikoliz Enzimlerinin Aktiviteleri. 68 

Şekil 3.8. Glukoz Taşıyıcı Proteinler. 69 

Şekil 3.9. ERK Aktivasyonunun Zamana Bağlı Olarak Değişimi. 70 

Şekil 3.10. β arrestin Proteinlerinin Susturulması. 72 

Şekil 3.11. Karvedilol   ve   Adrenalin   Uygulamasından   Sonra   cAMP   ve   IP3  

Miktarları. 73 

Şekil 3.12. Hücrelerde Yağ Asidi Metabolizmasında Görevli Proteinler. 75 

Şekil 3.13. Hücrelerde Glukoz Taşıyıcı Proteinler. 76 

Şekil 3.14. Hücrelerde Mitokondriyal Biyojenezde Görevli Proteinler. 77 

Şekil 4.1. Karvedilolün βarr Aracılı Etkileri. 84 

  

  



vii 

 

ÇİZELGELER 

 

 

 

Çizelge 2.1. Cihazlar 40 

Çizelge 2.2. Kimyasal Maddeler 41 

Çizelge 2.3. Antikorlar 43 

Çizelge 2.4. Deney Grupları 45 

Çizelge 2.5. Ayırıcı Jel Formülasyonu 53 

Çizelge 2.6. Yükleme Jel Formülasyonu 54 

Çizelge 3.1. Sıçanların Kan Basıncı ve Kalp Atım Hızı Parametreleri. 58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 

 

1. GİRİŞ 

 

 

 

Beta adrenerjik reseptör (AR) blokörleri ya da kısaca β-blokörler, miyokard 

infarktüsü sonrasında gelişen morbidite ve mortaliteyi azaltmakta ve kalp yetmezliği 

hastalarında sağ kalım oranını artırmaktadırlar. Bunların yanı sıra hipertansiyon 

tedavisinde, anjina profilaksisinde ve aritmide de kullanılmaktadırlar. Karvedilol, 

vazodilatör etkileri de bulunan üçüncü kuşak β-blokörler ailesinin üyelerinden biridir 

ve β1 ve β2-AR’lerin yanı sıra alfa (α)-1 AR’yi bloke etmektedir. Karvedilol, klinik 

olarak stabil hastalarda miyokard infarktüsünü izleyen sol ventrikül fonksiyon 

bozukluğu, orta ve ağır kalp yetmezliği ve hipertansiyon tedavisinde kullanılmak 

üzere Amerikan Gıda ve İlaç Kurumu (FDA) tarafından onaylanmıştır. Akut 

miyokard infarktüsü, esansiyel hipertansiyon, kalp yetmezliği, kardiyomiyopati 

tedavisinde, kardiyovasküler mortalite riskinin azaltılmasında ve ayrıca miyokard 

infarktüsü ve stabil anjina profilaksisinde kullanılmak üzere ise TİTCK tarafından 

onaylanmıştır.  

 

 

Yapılan farklı klinik çalışmalarda aynı endikasyonlar için kullanılan diğer β-

blokör ilaçlarla (metoprolol, bisoprolol ve atenolol gibi) karşılaştırılmış olan 

karvedilolün miyokard infarktüsü önlemek hatta mortaliteyi azaltmak bakımdan 

üstün olduğu görüşü ortaya çıkmıştır (Kopecky, 2006 ve Poole-Wilson ve ark., 

2003). Hipertansiyon ya da kalp yetmezliği için kronik olarak kullanılan bazı β-

blokörün insülin rezistansı ya da diyabet oluşmasına neden olabilecekleri 

gösterilmişken, karvedilol bu anlamda hem nonselektif β-blokörlerden hem de 

selektif β1-blokörlerden farklılaşmaktadır. Örneğin, β1-blokörler olan atenolol ve 

metoprololün insülin duyarlığında, sırasıyla, %13 ve %20 azalmaya neden oldukları 

gösterilmiştir (Pollare ve ark., 1989).  Antihipertansif olarak kullanılan pindolol ve 

propranololün ise insülin duyarlığında sırasıyla %17 ve %34 azalmaya yol açtığı 

gösterilmiştir (Lithell ve ark., 1992). Nonselektif β-blokörlerin ise diyabet oluşma 
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riskini artırdığı bulunmuştur (Samuelsson ve ark., 1994). Karvedilolün ise insülin 

duyarlığını artırdığı, serum lipid profilini düzelttiği (Jacob ve ark., 1996) ve ayrıca 

diyabet oluşma riskini azalttığı (Torp-Pedersen ve ark., 2007) bildirilmiştir. Bu 

veriler karvedilolün metabolik profil üzerinde etkileri olabileceğini göstermektedir. 

 

 

Karvedilolün AR’leri antagonize ederken hücre içinde β arrestin (βarr)  

proteinleri aracılığıyla “agonist” gibi davrandığı ilk kez 2007 yılında gösterilmiştir 

ve karvedilol bundan sonra biased agonist olarak adlandırılmıştır. Son yıllarda, βarr 

proteinlerinin işlevlerinin yalnızca reseptör desensitizasyonu ile sınırlı olmadığı ve 

karvedilol gibi üçüncü kuşak β-blokörlerin hücre içinde gerçekleşen sinyalizasyon 

süreçlerine de aracılık ettikleri gösterilmiştir. Bu veriler, karvedilolün etki 

mekanizmasının yalnızca AR’leri bloke etmesinden başka bileşenler de 

içerebileceğini göstermektedir. 

 

 

Beta arrestin proteinleri, bazı reseptörlerle (β2-AR gibi) oluşturdukları 

etkileşimler nedeniyle hücre içinde yaygın etkili sinyalizasyonları (Ekstrasellüler 

Sinyal Düzenleyici Protein-ERK gibi) başlatan proteinlerdir. Beta arrestin 

proteinlerinin hücre içinde düzenledikleri fizyolojik olaylar yeterince 

aydınlatılamamıştır. Ancak βarr1 ve/ya βarr2 eksikliği ile insülin rezistansı ve 

obezite arasında güçlü bir ilişki bulunmaktadır. Karvedilol de kardiyovasküler ve 

metabolik olarak “tercih edilir” özelliklerini βarr proteinlerini aktive edici etkisi 

nedeniyle kazanıyor olabilir.  
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1.1. G-Proteini ile Kenetli Reseptörler ve Desensitizasyon 

 

 

G-proteini ile kenetli reseptörler (GPCR), bilinen en büyük membran reseptör 

ailesidir. FDA onaylı ilaçların %30’u etkilerini bu reseptörler üzerinden direkt veya 

indirekt etkileşimle göstermektedir  (Muller, 2000 ve Overington ve ark., 2006). 

GPCR aktivasyonu ile birçok biyokimyasal reaksiyon etkilenmekte; hücre yapısı, 

motilitesi ve gen ekspresyonları düzenlenmektedir. 

 

 

GPCR’ler 7-Transmembranal Reseptör  (7-TMR) olarak da bilinirler. Bu 

şekilde adlandırılmalarının sebebi reseptörün yedi kez hücre membranından geçen; 

intrasellüler ve ekstrasellüler döngüler oluşturan bir yapısı olmasıdır. Agonist 

reseptöre bağlandığında intrasellüler bölümde konformasyonel değişiklikler 

gözlenmekte ve sinyal iletimi başlamaktadır. 

 

 

 

1.1.1. G-Proteini ile Kenetli Reseptör Fizyolojisi 

 

 

G-proteinleri membran içine yerleşmiş α, β ve γ alt birimlerinden oluşan, üçlü 

yapıya sahip ve guanin nükleotid bağlayıcı olarak bilinen proteinlerdir. Reseptör 

uyarılmamış durumdayken G-proteininin guanozin difosfata (GDP) afinitesi 

yüksektir. Reseptöre çeşitli ekzojen kimyasallar, nöromediyatörler, hormonlar ve 

sitokinler gibi efektör moleküllerin bağlanması, G-proteinini harekete geçirmektedir. 

Reseptör aktive edildiğinde, G-proteininin α alt birimi βγ kompleksinden ayrılmakta, 

bu ayrılma ile α alt biriminin GDP afinitesi azalmaktadır. GDP, guanozin trifosfat 
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(GTP) ile yer değiştirmektedir. GTP’ye bağlanan alt birim hareket kazanarak hedef 

molekülü aktive etmektedir (Şekil 1.1). 

 

Şekil 1.1. G-proteininin Aktivasyonu 

GDP: Guanozin Difosfat, GPCR: G-proteini ile Kenetli Reseptör, GTP: Guanozin Trifosfat 

Heterotrimerik G-proteinleri dört α grubuna ayrılır: Gs, Gi, Gq/11, G12/13 

(McCudden ve ark. ve 2005, Zhuang ve ark., 2011b). Adrenerjik reseptörlere bu alt 

gruplardan Gs, Gi ve Gq/11 kenetlidir. Gs ve Gi, hedef molekülleri adenilil siklazı (AC) 

sırasıyla stimüle ve inhibe etmektedir. AC stimüle edildiğinde ikincil ulak olan siklik 

adenozin monofosfatı (cAMP) aktive etmektedir. cAMP, Protein Kinaz A’yı (PKA) 

uyararak L tipi kalsiyum kanallarının (Gerhardstein ve ark., 1999 ve Zhao ve ark., 

1994), fosfolambanın (Simmerman ve Jones, 1998), troponin I’nın (Sulakhe ve Vo, 

1995), ryanodin reseptörlerinin (Marx ve ark., 2000), miyozin bağlayıcı proteinin 

(Kunst ve ark., 2000), protein fosfataz inhibitör 1’in (Zhang ve ark., 2002) 

fosforilasyonlarını başlatmaktadır. Gq/11 ise fosfolipaz C (PLC) enzimini aktive 

ederek hücre membranında bulunan fosfatidilinozitol 4,5 bifosfat hidrolizine ve 

böylece diaçil gliserol (DAG) ve inozitol 1,4,5 trifosfat (İP3) ikincil ulaklarının 

oluşumuna neden olmaktadır. Bu ikincil ulaklar ise instrasellüler kalsiyum düzeyinin 

ve protein fosforilasyonlarının artmasının yanı sıra fosfolipaz A2 stimülasyonu ile 

eikozanoidlerin salıverilmesini de artırmaktadırlar (Şekil 1.2).  
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Şekil 1.2. Adrenerjik G-proteini Kenetli Reseptörlerde Sinyal İletimi 

AC: Adenilil Siklaz, cAMP: Siklik Adenozin Monofosfat, DAG: Diaçil Gliserol, Gi, 

Gq/11,Gs: G-proteini alt tipleri, IP3:İnozitol-3-Fosfat, PKA: Protein Kinaz A, PKC: Protein 
Kinaz C, PLC: Fosfolipaz C 

 

 

 

1.1.2. β Arrestin Proteinleri ve Desensitizasyon 

1.1.2.1. Desensitizasyon 

 

 

GPCR’ler üzerinden ilerleyen sinyaller, reseptörün desensitizasyona uğraması 

ile azalmaktadır. GRK enzimi desensitizasyonda hız sınırlayıcıdır. Fosforilasyon 

sonucu hareketlenen βarr proteinleri sitozolden membrana doğru ilerleyerek 

reseptöre bağlanmakta ve reseptörün internalizasyonuna neden olmaktadır.  

Memelilerin tüm dokularında  βarr1 ve βarr2 bulunmaktadır (Lymperopoulos ve ark., 

2012 ve Lymperopoulos ve Bathgate, 2013). Direkt olarak GRK ile fosforillenmiş 

GPCR’lere bağlanmakta ve bu şekilde stekiyometrik bir kompleks 

oluştururmaktadırlar. GRK’lerin reseptörü fosforilleme bölgesi βarr etkileşimi için 
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önemlidir. Reseptörler agonist uyarısı sonucunda saniyeler içinde homolog 

desensitizasyona uğramaktadır. GPCR desensitizasyonu, G-protein kenetli reseptör 

kinazların (GRK) ve βarr proteinlerinin koordineli çalışması sonucu gözlenmektedir 

(Benovic ve ark., 1987). Reseptöre özgü GRK, reseptörü fosforile etmektedir. GRK 

tarafından fosforilasyon, desensitizasyonun ilk basamağıdır. Fosforilasyon bölgesi 

olmayan mutant reseptörlerde veya GRK enzimi olmayan hücrelerde yapılan 

çalışmalarda βarr proteinlerine afinitenin (recruitment), reseptörün hücre içine 

çekilmesinin (internalization) ve bu şekilde desensitizasyonun kaybolduğu 

gözlenmiştir (Bouvier ve ark., 1988 ve Kong ve ark., 1994). 

 

 

Beta arrestinler GPCR sinyalinin düzenlemesini yalnızca GPCR’ın hücre içine 

çekilmesi ile sağlamazlar, aynı zamanda fosfodiesterazların (PDE) ve diaçilgliserol 

kinazların (DAGK)  üst yolaklarında da bulunmaktadırlar (Reiter ve ark., 2012 ve 

Shenoy ve Lefkowitz, 2011). PDE, cAMP sinyalini cAMP’yi AMP’ye çevirerek yok 

etmektedir. Bu yol ile βarr2 cAMP seviyelerini ve cAMP ile aktive olan PKA 

seviyelerini azaltmaktadır (Perry ve ark., 2002). Benzer şekilde Gq/11 proteini ile 

kenetli reseptörlerde DAGK’ların uyarılmasına aracılık eden βarr proteinleri DAG ile 

aktive olan PKC seviyelerini azaltmaktadır (Nelson ve ark., 2007). 

 

 

 

1.1.2.2. ERK Aktivasyonu 

 

 

İlk olarak göz dokusunda bulundukları gösterilen arrestin proteinlerinin büyük 

bir aile oldukları sonradan ortaya konmuştur (Lefkowitz, 2013 ve Shukla ve ark., 

2011). Buna göre arrestin 1 ve arrestin 4 gözde, arrestin 2 (βarr1) ve arrestin 3 

(βarr2) tüm vücutta bulunmaktadır. Görevlerinin yalnızca desensitizasyon ile sınırlı 

olmadığı saptanan βarr proteinleri, günümüzde kabul gören görüşe göre farklı sinyal 
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yolaklarını başlatma becerisine sahiptir. Bu sinyaller G-proteininden bağımsızdır ve 

GPCR-βarr kompleksinin endozomal kompartmana ilerlemesiyle gerçekleşmektedir. 

Buna göre βarr1, β2-AR’de bir nonreseptör tirozin kinaz olan Src (Proto-onkojenik 

Tirozin Kinaz) aracılı olarak ERK aktivasyonuna neden olmaktadır (DeFea ve ark., 

2000 ve Luttrell ve ark., 1999). Reseptörün ya da βarr1’in mutasyonu ERK 

aktivasyonunu inhibe etmektedir (Luttrell ve ark., 1999 ve Miller ve ark., 2000). 

ERK aktivasyonu, βarr proteinlerinin yeni tanımlanan sinyalizasyon görevinin en 

önemli aşamalarından biridir. ERK, mitojen ile aktive olan protein kinazlar (MAPK) 

olarak adlandırılan ve hücre siklusunun düzenlenmesi, transkripsiyonel düzenlemeler 

ve apoptozis gibi önemli hücresel fonksiyonların kontrolünde görevli olan 

serin/treonin kinaz ailesinin üyelerinden biridir. Src fosforilasyonunun GPCR ile 

aktive olan çeşitli mitojenik sinyaller için gerekli olması βarr proteinlerinin 

intrasellüler sinyal iletiminde yer aldıklarına işaret etmektedir. DeFea ve ark. (2000) 

çalışmalarında apopotozisin engellenmesi ve mitojenik sinyalizasyonunun başlaması 

için Src ve βarr etkileşmesinin gerekli olduğu gösterilmiştir. 

 

 

Beta arrestin proteinlerinin 1 ve 2 izoformları %78 amino asit benzerliği 

göstermektedir ve βarr1 veya βarr2 genleri silinmiş (knockout) fare modelleri 

yaşamlarını sürdürebilirken; her iki izoformun da olmaması embriyotoksiktir (Bohn 

ve ark., 1999; Conner ve ark., 1997 ve Kohout ve ark., 2001). Bu durum izoformların 

fonksiyonel olarak birbirlerini desteklediklerine işaret etse de, hücre ve reseptör 

çeşidine göre βarr1 ve βarr2 farklı sinyal yolaklarında rol alabilir; hatta birbirlerine 

tamamen zıt olarak çalışabilirler. Biri bir sinyali çalıştırırken, diğeri durdurabilir 

(Karşılıklı düzenleme). RNA susturma (RNA silencing, siRNA) teknolojisi izoforma 

özgü bazı farklı yanıtların belirlenebilmesine olanak verirken bazı ilginç bulguları da 

beraberinde getirmektedir. Örneğin HEK293 hücrelerde βarr2’nin susturulması 

anjiyotensin reseptör aktivasyonunu izleyen ERK fosforilasyonunu ve aktivasyonunu 

azaltırken; βarr1’in susturulması ERK aktivasyonunu etkilememiştir (Ahn ve ark., 

2004b). Öte yandan, β2-AR aracılı ERK aktivasyonu hem βarr1 hem de  βarr2’nin 

susturulması ile azalmaktadır (Shenoy ve ark., 2006). Yine siRNA teknolojisi 

kullanılarak HEK293 hücrelerinde anjiyotensin reseptörlerinde G-proteinleri ve βarr 
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proteinlerinin birbirinden bağımsız ve aditif olarak ERK aktivasyonuna yol açtıkları 

bildirilmiştir (Ahn ve ark., 2004a). β2-AR’de ve paratiroid hormon reseptöründe her 

iki izoformun da susturulmasının ERK sinyalini azalttığı tespit edilmiştir (Gesty-

Palmer ve ark., 2006 ve Shenoy ve ark., 2006).  

 

 

Ne var ki CRISPR/Cas9 tekniği ile HEK293 hücrelerinde βarr proteinleri ve 

çeşitli G-proteinleri silinen yeni bir çalışmada, ERK aktivasyonuna farklı bir yorum 

getirilmiştir. Grundmann ve ark. (2018) GPCR’lerde G-proteini olmasa da βarr 

sinyalini başlatabilmişlerdir. Prostaglandin D2 ile uyarılmış D prostanoid reseptör 2, 

agonisti MDL29951 ile aktive edilmiş yetim GPR17 reseptörü ve propiyonat ile 

aktive edilmiş serbest yağ asidi reseptörü-2’de, G-proteinleri Pertussis toksini ile 

inhibe edildiğinde ERK fosforilasyonu erken ve geç fazda durmuşken; βarr 

proteinlerinin silinmesi ERK fosforilasyonunu etkilememiştir. Benzer çalışma β2-AR 

açısından değerlendirilmek istenildiğinde karvedilol kullanılmış; ERK 

fosforilasyonunun βarr proteinleri olmasa da tetiklendiğini; ancak Gs proteini 

yokluğunda fosforilasyonun durduğu gözlemlenmiştir. Araştırıcılar yapılan diğer 

çalışmalarla ortaya konulan bu farklılığın; βarr proteinlerine ait genlerin bu 

çalışmada tamamen silinmesinden kaynaklandığını ileri sürmüşler; siRNA ve shRNA 

tekniklerinin bu noktada eksik kalabileceğini ve bu nedenle değerlendirmelerin 

yanlış olabileceğini vurgulamışlardır. 

 

 

Beta arrestin proteinlerinin rol aldığı sinyaller GPCR tipine ve aynı zamanda 

hücrenin fizyolojisine ve patofizyolojisine göre değişmektedir. Bu sinyallerden en iyi 

karakterize edilmiş olan ERK aktivasyonu, hem G-proteini hem βarr aracılığı ile 

olabilmektedir. Bu aktivasyona çoğu GPCR’de βarr ve G-proteinlerinin her ikisi de 

neden olmakta; ancak bu aktivasyonu G-proteini hızlı, βarr yavaş 

gerçekleştirmektedir. Bazı durumlarda G-proteini de yavaş faz içerebilir; bu nedenle 

hız, hangi yolak ile ERK’in aktive olduğunu anlayabilmek için tek başına yeterli 

değildir (Luo ve ark., 2008). Beta arrestin aracılı ERK aktivasyonunun sinyal 
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kaskadında Raf-1 (Proto-onkojenik serin-treonin protein kinaz), mitojenle aktive olan 

protein kinaz kinaz (MEK) ve ERK bulunmakta; fosforile ERK sitozolde 

tutulmaktadır (Luttrell ve ark., 2001). G-protein aracılı ERK aktivasyonu geçicidir; 

nükleusta etkisini gösterir ve gen transkripsiyonunu etkiler. Oysa βarr aracılı ERK 

sinyali hücre zarına yakın klatrin kaplı yapılarda gerçekleşir (DeWire ve ark., 2007; 

Eichel ve ark., 2016 ve Lefkowitz ve Shenoy, 2005).  

 

 

 

1.1.2.3. β Arrestin Proteinlerinin Diğer Sinyalleri 

 

 

ERK’in aktivasyonunda büyük rol oynayan βarr proteinleri, aynı zamanda 

MAPK ailesinden p38 ve c-Jun-N terminal kinaz (JNK) aktivasyonlarında da 

görevlidir. β2-AR’de bifazik p38 aktivasyonunun erken fazı βarr1 aracılığı ile 

gerçekleşirken, geç faz Gs-cAMP aracılı gerçekleşmektedir (Gong ve ark., 2008). 

βarr proteinleri, çevresel ve hormonal strese karşı gelişen apoptotik yanıtta ve immün 

hücre aktivasyonu için gerekli olan JNK sinyalinde de etkin bir role sahiptir; JNK3 

fosforilasyonu ve aktivasyonu için βarr2 gerekmektedir. Anjiyotensin-1 reseptöründe 

agonist stimülasyonu ile endozomlarda JNK3 aktivasyonu βarr2 aracılı olarak 

gerçekleşmektedir (McDonald ve ark., 2000) (Şekil 1.3).  
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Şekil 1.3. β arrestin-aracılı Sinyalizasyonlar 
AC: Adenilil Siklaz, Akt: Protein Kinaz B, cAMP: Siklik Adenozin Monofosfat, ERK: 

Ekstrasellüler Sinyalle Düzenlenen Kinaz, GRK: G-protein Reseptör Kinaz, IP3: İnozitol-3-

Fosfat, JNK3: c-Jun N-terminal Kinaz, MEK: Mitojen ile Aktive Olan Protein Kinaz Kinaz, 

PI3K: Fosfatidilinozitol-3-Kinaz, PKA: Protein Kinaz A, PKC: Protein Kinaz C, PLC: 
Fosfolipaz C (Bologna ve ark., 2017) 

Posttranslasyonel modifikasyonlar βarr proteinlerini reseptör ve liganda göre 

farklı sinyalizasyonlara yönlendirmektedir (Jean-Charles ve ark., 2016a; Jean-

Charles ve ark., 2016b; Kommaddi ve Shenoy, 2013; Lee ve ark., 2016 ve Oakley ve 

ark., 1999). βarr1 ve βarr2 farklı bölgelerden fosforillenmektedir (Lin ve ark., 1997). 

Reseptör aktivasyonunu takiben arrestinlerin defosforile olması bazı fonksiyonlar 

için, örneğin βarr-aracılı MAPK sinyali için, gereklmektedir. βarr proteinlerinin 

ubiquitin ile kovalent modifikasyonu ise βarr-GPCR kompleksinin oluşmasına ve 

MAPK aktivitesinin uzamasına neden olmaktadır (Shenoy ve Lefkowitz, 2003).  

 

 

Beta arrestinlerin yalnızca GPCR’lere değil, yapısal olarak farklı reseptörlerin 

de sinyalizasyon yolaklarına katılıyor olduğunun gösterilmesi, bu proteinlerin 
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biyolojik rollerinin çok yaygın olabileceğine işaret etmektedir. Örnek olarak, tirozin 

kinaz reseptör ailesinin bir üyesi olan insülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1) 

reseptörünün aktive olması, hücre içinde fosfatidilinozitol-3-kinazı (PI3K) aktif hale 

getirmekte ve bu durum, reseptörün iyi karakterize edilmiş hücre büyümesi gibi 

etkilerinin başlangıcını oluşturmaktadır. Beta arrestin 1 ve 2 genleri silinmiş fare 

embriyonik fibroblast hücrelerinde IGF-1’in PI3K üzerindeki aktive edici etkisi 

ortadan kalkmakta, βarr1 ekspresyonu ile yeniden kazanılmaktadır (Povsic ve ark., 

2003). Aynı çalışmada, PI3K’nın hücre içindeki önemli hedeflerinden biri olan 

Akt’nin (PKB/ protein kinaz B) βarr1 ve βarr2 genleri silinmiş hücrelerde değil βarr1 

taşıyan hücrelerde fosforile olduğu da gösterilmiştir (Povsic ve ark., 2003).  

 

 

βarr proteinlerinin fonksiyonları hakkında hala cevaplanmamış sorular 

bulunmaktadır. Bu proteinler farmakolojide hücresel sinyal iletim mekanizmalarına 

yeni bir yaklaşım getirilmesine aracılık etmektedir ve bu kapsamda yeni biased 

moleküllerin geliştirilmesi hedeflenmektedir. 

 

 

 

1.3. G-Protein Kenetli Reseptörlerde Biased Agonizma 

1.3.1. Biased Agonizma Tanımı 

 

 

Biased sinyal kısaca, bir ligandın reseptöre bağlandıktan sonra farklı alt sinyal 

basamaklarından bir tanesini tercih etmesi durumudur.  Biased agonizma, 

fonksiyonel seçiciliğin bir çeşidi olarak ortaya çıkan yeni bir terimdir (Andresen, 

2011).  
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GPCR sinyali, iyi bilinen Gα ve Gβγ ve daha yeni kabul gören GRK/βarr olmak 

üzere en az iki farklı hücre içi yolaktan ilerlemektedir. Agonistler bu iki yolağı aynı 

anda aktive ederken, tam antagonistler her iki yolaktaki sinyali durdurmaktadır. 

Biased agonistler ise bu yolaklardan bir tanesini seçmektedir. Örneğin, klasik tanıma 

uyan “agonist” bir ligand; bir GPCR olan β-AR’ye bağlandığında hem Gα ve Gβγ hem 

de βarr-aracılı sinyalizasyonu başlatırken, “biased agonist” özellikte ligand ya Gα ve 

Gβγ ya da GRK/βarr-aracılı sinyalizasyonu başlatmaktadır. Böyle ligandların varlığı 

agonist ve antagonist kavramlarının yeniden değerlendirilmesine neden olmuştur. 

Violin ve ark. (2007) bu kavramların yanına mükemmel ve mükemmel olmayan 

biased agonist kavramını da eklemişlerdir. Bu yazarlara göre, biased ligand 

reseptörün alt yolaklarından bir tanesini spesifik olarak uyaran liganddır. Mükemmel 

olmayan biased, ligandın reseptörlere bağlandığında farklı sinyalleri farklı 

derecelerde uyarması iken (bir yolağa tam agonistken, diğerine parsiyel agonist 

olması); mükemmel biased, ligandın reseptörü uyarması ile yalnızca bir yolağın 

aktive olması, başka hiç bir aktivitenin gerçekleşmemesi durumudur (Şekil 1.4).  

 

Şekil 1.4. GPCR’lerde Biased Agonizma.  
Rankovic ve arkadaşlarının (2016) çiziminden uyarlanmıştır. 
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Bilinen kavramlara eklenen bu detaylara göre,  GPCR’lere bağlanan bir ligandı 

sınıflandırırken gözlemlenen sonuçlar Gα ve Gβγ aracılı olaylarla sınırlı kalırsa, 

ligand antagonist olarak adlandırılabilir. Nitekim klasik β2-AR antagonisti olan 

propranololün bu reseptörlerde βarr biased agonist özellik gösterdiği bildirilmiştir 

(Azzi ve ark., 2003 ve Baker ve ark., 2003). Bu bilgilerin ışığında, antagonist 

maddelerin “beklenmeyen etkileri” ya da aynı reseptörü antagonize eden ilaçların 

klinikte birbirinden farklı etkiler oluşturması da kısmen açıklanabilmektedir. 

 

 

 

1.3.2. Barkod Hipotezi 

 

 

Biased sinyalin başlayabilmesi için, ligand reseptöre bağlandıktan sonra 

reseptörün GRK’ler tarafından fosforile edilmesi gerekmektedir. Bunun nedeni βarr 

proteinlerinin ancak GPCR’lerin GRK’ler tarafından fosforile olmasından sonra 

reseptöre afinite kazanabilmeleridir. Bu fosforilasyon özellikle karboksi ucunda ve 

intrasellüler kıvrımlarda gerçekleşmektedir (Bologna ve ark., 2017). Barkod 

hipotezine göre farklı GRK’ler, GPCR’leri karboksi ucunun farklı bölgelerinden 

fosforillemektedirler. Bu durum reseptörün hangi βarr proteinini aktive edeceğini 

belirleyen bir barkod gibidir  (Butcher ve ark., 2011). Çeşitli reseptörlerde yapılan 

çalışmalar bu duruma açıklık getirmektedir. Örneğin bir βarr biased ligand olan 

karvedilol bağlanması, β-AR’yi tam agonist isoproterenolden farklı bir GRK'nin 

reseptörü fosforillemesine neden olmaktadır (Nobles ve ark., 2011). İnternalizasyon 

için GRK2 ve GRK3'e gereksinim var iken, βarr-aracılı sinyal iletimi için GRK5 

veya GRK 6'ya ihtiyaç vardır (Jones ve ark., 2007; Kara ve ark., 2006 ve Zidar ve 

ark., 2009). Nobles ve ark. (2011) yaptıkları çalışmada GRK2 ve GRK6 ile fosforile 

olan β2-AR’nin internalize ve desensitize olduğuna, sadece GRK6 ile fosforile olan 

reseptörün βarr-aracılı ERK fosforilasyonuna neden olduğunu göstermişlerdir. 
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Biased ligandlar reseptörün tek bir konformasyonuna özel olarak sinyal 

iletimini sağlayabilirler. Her ligandın uyarabildiği reseptör konformasyonu 

birbirinden farklıdır. Bu konformasyon G-proteini aktive olduğunda gözlenen 

konformasyon ile aynı değildir (Bologna ve ark., 2017). Örneğin Rahmeh ve ark. 

(2012) yaptıkları çalışmada, Arjinin-Vazopressin tip 2 reseptöründe; altıncı 

transmembranal segment ve üçüncü intrasellüler kıvrım hareketinin G-proteini 

sinyali için şart iken, βarr sinyali için gerekli olmadığı; yedinci transmembranal 

segment ve helix 8 hareketinin βarr sinyali ile için gerekli olduğu bulunmuştur. 

 

 

 

1.3.3. Biased Sinyalin Koruyucu Etkileri 

 

 

Noma ve ark. (2007) β1-AR’de G-proteininden bağımsız olarak ilerleyen βarr 

sinyalizasyonunun kardiyoprotektif olabileceğini göstermişlerdir. Bu sinyalde βarr 

proteini, ERK fosforilasyonuna ve EGFR (Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü) 

transaktivasyonuna aracılık etmektedir (Noma ve ark., 2007 ve Patel ve ark., 2008). 

Bazı durumlarda G-protein aracılı sinyal istenmeyen etkilere neden olurken; βarr 

biased sinyal olumlu bir etkiye aracılık edebilir. Örneğin bir βarr biased agonist olan 

karvedilol, β1-AR ve β2-AR’de G-protein aracılı sinyalleri bloke etmektedir. Öte 

yandan EGFR transaktivasyonunu ve ERK fosforilasyonunu G-proteininden 

bağımsız olarak uyarmaktadır (Kim ve ark., 2008; Noma ve ark., 2007 ve Wisler ve 

ark., 2007). Kronik β-AR Gs sinyali kardiyotoksik iken (Bristow, 2000 ve Lohse ve 

ark., 2003); EGFR transaktivasyonu kardiyoprotektiftir. Çalışmalar kronik 

katekolamin stresi altında EGFR sinyalinin koruyucu olduğunu göstermektedir. 

Örneğin kronik olarak katekolamin verilen farelere bir EGFR inhibitörü olan 

erlotinib uygulandığında kardiyak fonksiyonlarının bozulduğu gösterilmiştir. Benzer 

fonksiyonel bozulma kalplerinde β1-AR aşırı üretimi (overexpression) olan farelerde 

de görülmüş ve bu farelerde EGFR transaktivasyonu gerçekleşememiştir (Noma ve 



15 

 

ark., 2007). EGFR transaktivasyonu karvedilolün kalp yetmezliği tedavisinde diğer 

β-blokörlere üstünlüğünün nedenlerinden biri olabilir.  

 

 

TRV120027 molekülü, Gq kenetli Anjiyotensin Reseptörü 1’de G-protein 

aracılı etkileri antagonize ederken aynı zamanda βarr aracılı sinyalizasyonu uyaran 

bir biased agonisttir (Holloway ve ark., 2002; Hunton ve ark., 2005; Rajagopal ve 

ark., 2006 ve Rakesh ve ark., 2010). Bu molekül vazokonstriksiyonun azalmasına ve 

kalp performansının artmasına neden olmaktadır  (Violin ve ark., 2010) ve akut kalp 

yetmezliği için klinik çalışma aşamasına ulaşmıştır (www.ClinicalTrials.gov, 

identifier: NCT01966601, 28.09.2019). TRV120027 hipertrofiye yol açmadan 

kardiyak kontraktiliteyi artırmaktadır (Tarigopula ve ark., 2015).  

 

 

Bu bilgiler ışığında βarr biased bir ligandın olumlu etkilerinin, zararlı G-

protein sinyalini tetiklemeden faydalı hücre altı yolakları uyarmasından 

kaynaklanabileceği düşünülmektedir.   

 

 

 

1.4. Kardiyovasküler İlaçların Hedefi Olarak Adrenerjik Reseptörler 

 

 

GPCR’ler, kardiyovasküler olayları düzenlemede etkin rol oynamaktadırlar. β-

AR’nin antagonize edilmesi yaklaşımı, seçici olmayan bir β-blokör olan 

propranololün kan basıncını düşürmek üzere tedavide kullanılmasıyla ortaya 

çıkmıştır. β-blokörlerin farmakolojik etkinlikleri, endojen katekolaminlerin β 

reseptörler aracılığı ile ortaya çıkardıkları etkileri engellemeleri, β reseptör sayısını 

artırmaları (upregulation), kalp atım hızını azaltmaları ve katekolaminlerin mitojenik 



16 

 

etkisini engelleyerek yeniden yapılanmayı (remodeling) azaltmalarıyla 

açıklanmaktadır (Katzung, 2015). β-blokörlerin bu etkileri ile anjinada oluşan ağrıyı 

azalttıkları (Black ve Prichard, 1973), hipotansiyon oluşturdukları ve aritmiyi 

engelledikleri (Prichard, 1964 ve Prichard ve Gillam, 1964) gösterilmiştir. Kalp atım 

hızı ve kardiyak debiyi azaltmalarının da antihipertansif ve antiaritmik etkilerine 

katkıda bulundukları bildirilmiştir (Prichard, 1978).  

 

 

Kalpteki β1-AR’yi selektif olarak antagonize ettikleri tespit edilen metoprolol 

ve bisoprolol gibi kardiyoselektif β-blokörler, nonselektif β-blokörlerin 

bronkokonstriksiyon ve periferik vasküler rezistans artışı gibi istenmeyen etkilerinin 

daha az görülmesine neden oldukları için ön plana çıkmışlardır. Günümüzde çoğu 

kaynak, β reseptörleri nonselektif olarak antagonize eden maddeleri 1. kuşak; doza 

bağlı olarak β1 reseptörlere daha yüksek afinite gösteren maddeleri 2. kuşak olarak 

sınıflandırmaktadır. β-blokörlerin 3. kuşağını ise vazodilatör etkinlikleri de bulunan 

karvedilol, nebivolol ve labetalol oluşturmaktadır (Fisker ve ark., 2015). Biased 

agonist kavramı ise GPCR’lerin yalnızca G-proteini ile kenetli olmadıklarını, aynı 

zamanda βarr proteinlerinin de sinyal iletimine katkıda bulunduklarını ortaya 

çıkardığı için, kuşak sınıflandırmasına yeni bir bakış açısı getirmiştir.  

 

 

 

1.4.1. Karvedilolün Kardiyovasküler İlaçlar İçindeki Yeri 

 

 

Karvedilol, kalp yetmezliği, hipertansiyon ve miyokard infarktüs sonrasında 

gelişen ventriküler fonksiyon bozukluklarının engellenmesi için kullanılan 3. kuşak 

β-blokör ailesinin üyelerinden biridir. Büyük ölçekli klinik çalışmalarda diğer β-

blokörler ile karşılaştırılmış, miyokard infarktüs ve kardiyovasküler mortaliteyi 

engellemek ve azaltmak bakımından üstün olduğu görüşü benimsenmiştir (Kopecky, 
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2006 ve Poole-Wilson ve ark., 2003).  Yapılan çalışmalar β reseptörlere ek olarak α1 

reseptörleri de bloke eden karvedilolün (Bristow ve ark., 1992) antioksidan, 

antiinflammatuar (Calo ve ark., 2005 ve Yue ve ark., 1992), antiproliferatif ve 

antiaritmik (Naccarelli ve Lukas, 2005)  özelliklerinin avantaj oluşturabileceğini 

göstermektedir. 

 

 

Çeşitli klinik çalışmalar ile karvedilolün metabolik profili iyileştirdiği 

gösterilmiştir. Örneğin karvedilol ve metoprololün kıyaslandığı çok merkezli ve 

randomize olarak tasarlanmış klinik bir çalışmada 24 hafta tedavinin sonunda 

karvedilolün glukoz ve ürik asit seviyelerini metoprolole göre daha çok düşürdüğü, 

total kolesterol ve LDL seviyelerini azaltmak bakımından da metoprolole üstünlük 

gösterdiği bildirilmiş ve metoprolole göre metabolik profili daha çok iyileştirdiği 

yorumu yapılmıştır (Martsevich ve ark., 2010). Benzer şekilde 45 hipertansif tip 2 

diyabet hastası ile yapılan randomize ve çift kör olarak tasarlanmış bir klinik 

çalışmada da karvedilol ile atenolol kıyaslanmış, karvedilol glukoz ve lipid 

seviyelerinde anlamlı iyileşmeler gerçekleştirmiştir. Ayrıca karvedilol insülin 

duyarlılığını artırırken atenolol azaltmıştır. Karvedilolün, iskelet kaslarında α1-

AR’leri bloke ederek kanlanmayı artırdığı ve insülin duyarlılığını da hücre içine 

glukoz alınmasını tetikleyerek artırdığı yorumu yapılmıştır (Giugliano ve ark., 1997). 

 

 

Çok sayıda hasta ile yapılan çok merkezli, çift-kör, randomize olarak 

tasarlanmış GEMINI çalışmasında karvedilol metoprolol ile kıyaslanmış, 

karvedilolün insülin duyarlılığını artırdığı, metoprololün ise insülin duyarlılığına etki 

etmediği tespit edilmiştir (McGill ve ark., 2007). Tüm bunlar kronik kullanılması 

gereken bir ilaç için tercih edilecek özelliklerdir ve karvedilolün diyabet riski taşıyan 

hastalarda ve insülin rezistansı olan hastalarda güvenle kullanılabilmesine olanak 

sağlamaktadır.  
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Sempatik aktivasyonun dolaşımdaki serbest yağ asidi miktarını artırması ve 

bunun sonucu olarak da kalbin enerji elde etmek için glukozdan daha çok yağ asidi 

kullanmaya yönlenmesinin engellenmesinin, kalp yetmezliğinde kullanılan β-

blokörlerin bu endikasyondaki etkinliklerine katkıda bulunuyor olabileceği 

bilinmektedir (Paolisso ve ark., 1994). Bunu incelemeye yönelik olarak tasarlanan bir 

çalışmada karvedilolün glukoz ve yağ metabolizması üzerindeki doğrudan etkileri 

miyosit hücre kültürlerinde propranolol, bisoprolol ve prazosinle karşılaştırılmış, 

karvedilol ve prazosinin glikolizi stimüle ederken yağ asidi oksidasyonunu azalttığı 

gösterilmiştir (Onay-Besikci ve ark., 2012). Prazosinin de karvedilole benzer yararlı 

olarak adlandırılabilecek etkilerinin bulunması önceki bulguları destekler niteliktedir. 

Örneğin, obez hipertansiyon hastalarda 12 hafta prazosin kullanımı insülin 

duyarlığını artırmıştır (Pollare ve ark., 1988). Karvedilol ve prazosinin ortak etki 

mekanizmaları her ikisinin de adrenerjik reseptörlerin -G-protein kenedinden 

bağımsız olarak- hücre içinde etkiledikleri ortak bir sinyalizasyon yolağı olabilir ve 

bu ortak sinyalizasyon βarr proteinlerinin aktivasyonu ile başlıyor olabilir. 

 

 

 

1.4.2. Bir Biased Agonist Olarak Karvedilol 

 

 

Karvedilole özgü avantajların, bu maddenin hücre içinde neden olduğu farklı 

sinyalizasyonlardan kaynaklanıyor olabileceği düşüncesiyle Wisler ve arkadaşları 

içlerinde bisoprolol, labetalol ve propranololün bulunduğu 16 β-blokörle HEK293 

hücre dizisinde gerçekleştirdikleri çalışmada, β2-AR’lerde βarr-aracılı olarak ERK 

aktivasyonuna yalnızca karvedilolün neden olduğunu bildirmişlerdir (Wisler ve ark., 

2007). Bu çalışma ile bir βarr biased agonist olduğu kabul edilen karvedilol, 

GRK/βarr yolağını aktive etmekte, Gs-cAMP yolağını ise bloke etmektedir. 

Propranolol de karvedilol gibi β2-AR’de Gs-AS sinyalinde invers agonist özelliği 

gösterir, ancak sadece karvedilol ERK sinyalini βarr-aracılı olarak aktive 

edebilmektedir (Nobles ve ark., 2011 ve Wisler ve ark., 2007). 
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Yapılan yeni çalışmalar karvedilolün ERK sinyalini aktive edebilmesi için 

gereken başka bileşenler de bulunduğunu ortaya koymuştur. Wang ve ark. (2017a) 

β1-AR ekspresyonu yapan HEK293 hücrelerinde yaptıkları çalışmada karvedilolün 

doza bağlı olarak ERK fosforilasyonunu artırdığını; ancak Gi inhibitörü pertussis 

toksini uygulandığı zaman fosforilasyonun önemli derecede azaldığını bulmuşlardır. 

Toksin, β2-AR’ler aracılığı ile oluşan ERK fosforilasyonunu etkilememiştir. Benzer 

çalışmayı β1-AR’nin etkisini görebilmek için β2-AR genleri silinen fare kalplerine 

Langendorff perfüzyon sisteminde karvedilol vererek de yapmışlar ve pertussis 

toksini uygulanan kalplerde ERK fosforilasyonunun tamamen engellendiğini 

gözlemişlerdir. β1-AR genleri silinen farelerde ise pertussis toksini ERK 

fosforilasyonunun önüne geçememiştir. Bu çalışma karvedilolün β1-AR’lerdeki 

biased agonist etkisini gösterebilmesi için Gi proteinine gereksinim duyduğunu 

göstermiştir. 

 

 

Beta1-AR’lerde βarr1 ve βarr2 aracılığıyla EGFR’nin aktive olmasının, 

katekolaminle kronik olarak stimüle edilen kalplerde koruyucu olduğu bildirilmiştir 

(Noma ve ark., 2007). Yirmi farklı β blokörle yapılan bir çalışmada yalnızca 

karvedilol ve alprenololün βarr-aracılı EGFR transaktivasyon yolağını aktive ettiği 

bulunmuştur (Kim ve ark., 2008). Karvedilol, kardiyoprotektif EGFR aktivasyonunu, 

β1-AR’de GRK5 veya GRK6 enzimleri aracılığı ile  βarr proteinlerini uyararak 

başlatmaktadır (Kim ve ark., 2008 ve Wisler ve ark., 2007). Araştırıcılar, β reseptörü 

işgal edip G-protein aracılı sinyalizasyonu engellerken bir yandan da βarr/EGFR 

aracılı sinyalizasyonu aktive edecek bu “süper” ilaçların kardiyovasküler ilaçlar 

içinde yeni bir grup oluşturacağı yorumunu yapmışlardır. Kardiyoprotektif EGFR 

transaktivasyonu karvedilolün terapötik yararlarına kısmen ışık tutmaktadır (Noma 

ve ark., 2007).  

 

 

Karvedilolün G-proteinden bağımsız ve βarr-aracılı olarak yararlı kabul edilen 

etkilerine, olgunlaşmasını stimüle ettiği miRNA’lar (mikro ribonükleikasit) da 
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katkıda bulunmaktadır. Karvedilolün β1-AR’ye bağlanması, βarr proteinleri aracılığı 

ile miRNA oluşumuna neden olur (Kim ve ark., 2014). miRNA’lar 

posttranskripsiyonel gen ekspresyonunu düzenleyen kodlanmayan RNA’lardır. 

Ekspresyonlarının bozulması halinde miyokard infarktüs ve hipertrofi görülebilen 

miRNA’lar, literatürde kardiyovasküler hastalıklarda yeni terapötik hedefler olarak 

adlandırılan biyobelirteçlerdir (Duggal ve ark., 2016 ve Naga Prasad ve ark., 2009). 

Karvedilolün aracılık ettiği miRNA oluşumu GRK5, GRK6 ve βarr1 varlığında 

gerçekleşebilmektedir. GRK5 ve GRK6 susturulduğunda bu etki görülmemektedir 

(Kim ve ark., 2014). 

 

 

Karvedilolün β1-AR'ye bağlanmasından ve GRK5 ve GRK6’nın reseptörü belli 

bölgelerden fosforillemesinden sonra βarr1, reseptör-ligand kompleksinden ayrılır ve 

nukleus içinde drosha mikroprosessör kompleksine bağlanarak beş adet miRNA’yı 

uyarır (miR-150, miR-199a-3p, miR21, 4miR-125a-5p ve miR-125b-5p) (Bologna ve 

ark., 2017). Bunlar posttranskripsiyonel modifikasyon ile miyosit büyümesi, 

kardiyak kontraktilite ve ritim kontrolünün yanı sıra birçok patogenezde rol oynayan 

mRNA'ları hedef alarak onların proteine dönüşmesine engel olurlar.  miR-150, 

kardiyoprotektif bir etkiye sahiptir ve eksikliğinde miyokard infarktüs, atrial 

fibrilasyon, dilate kardiyomiyopati, iskemik hasar ve kalp yetmezliği gözlenmektedir 

(Goren ve ark., 2014 ve Tang ve ark., 2015). miR-199a-3p ve miR-214’ün iskemi-

reperfüzyon sırasında karvedilol verilen kardiyomiyositlerde aktive olduğu ve sağ 

kalım ile ilişkili fosforile-Akt sinyalini aktive ettiği belirlenmişti (Park ve ark., 

2016).  

 

 

Fare kalplerinde yapılan yeni bir çalışmada, QRT-PCR metoduyla karvedilolün 

üç farklı miRNA’yı daha indüklediğini tespit edilmiştir (miR-466g, miR-532-5p, and 

miR-674). Bunlardan miR-532-5p’nin kalbi miyokard infarktüsten koruduğu 

bilinmekte; diğer iki miRNA’nın ise kardiyoprotektif potansiyele sahip olduğu iddia 

edilmektedir. βarr1, βarr2, GRK5 veya GRK6 genlerinden herhangi biri silindiğinde 
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bu indüksiyonun gözlenmemesi, sürece her birinin dahil olduğunu göstermiştir. 

Benzer değerlendirme β1-AR ve β2-AR genleri silinmiş farelerde de yapılmış; miR-

466g ve miR-532-5p’nin β2-AR genleri silinmiş farelerde; miR-674’nin β1-AR 

genleri silinmiş farelerde indüklenemediği saptanmıştır (Teoh ve ark., 2018). 

 

 

Gerek miRNA’lar aracılığı ile gerekse EGFR transaktivasyonu ile ortaya çıkan 

bu kardiyoprotektif etkiler karvedilolün biased agonist etkisi aracılığı ile 

gerçekleşmektedir ve onu diğer β-blokörlerden ayıran da bu etkilerdir. Karvedilol 

gibi üçüncü kuşak bir β-blokör olan nebivololün de yalnızca β2-AR sentezleyen fare 

embriyonik fibroblast MEF hücrelerde ve  β1 ve β2-AR’lerin her ikisini de 

sentezleyen fare kardiyak miyosit HL1 hücrelerinde yapılan çalışmada, βarr aracılı 

olarak ERK fosforilasyonunu tetiklerken EGFR transaktivasyonu yaptığı 

bulunmuştur (Erickson ve ark., 2013). Nebivololün klinik yararlı etkilerinin 

karvedilol ile benzer olduğu düşünüldüğünde, ortak noktalarının biased agonizma 

olması bu iki molekülü ayrıcalıklı kılan faktör olarak görülebilir. Tez çalışmamızda 

karvedilol ile ortaya çıktığını tespit ettiğimiz karvedilole özgü metabolik etkilerin, 

biased agonizma ile ilişkili olup olmadığı değerlendirilmiştir. 

 

 

 

1.5. Kardiyak Fonksiyon Bozukluklarında β Arrestinlerin Rolü 

1.5.1. Kalp Yetmezliği 

 

 

Kalp yetmezliği hipertansiyon, iskemik kalp hastalıkları ve koroner kalp 

hastalıkları gibi çeşitli kardiyovasküler problemlerin son basamağı olarak karşılaşılan 

klinik bir sendromdur. Kısaca kalbin vücuda ihtiyacı olan kanı pompalamakta 

yetersiz kalması olarak tanımlanabilir.  
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Kalp yetmezliği durumunda βarr2’nin, βarr1’den farklı olarak kardiyak 

apoptozu, inflamasyonu ve miyokard infarktüs sonrası yeniden yapılanmayı önlediği 

bilinmektedir. McCrink ve arkadaşları adenoviral gen transferi ile βarr2 ekspresyonu 

artırılmış hayvan modelleri oluşturmuş; bu hayvanlarda miyokard infarktüs sonrası 

yeniden yapılanmanın azaldığını ve SERCA (Sarkoplazmik Retikulum Kalsiyum 

ATPaz) aktivitesinin arttığını tespit etmişlerdir. Kardiyak fonksiyonlardaki bu artışa 

apoptozisteki azalma eşlik etmiştir (McCrink ve ark., 2017). Kardiyak 

fonksiyonlarda bozulma gözlenen bu modellerde yapılan bu iki çalışma βarr 

proteinlerinin SERCA üzerinde farklı etkileri olduğunu ortaya koymuş ve βarr 

proteinlerinin hedef protein olabileceklerini göstermişlerdir. Beta arrestin 

proteinlerinin kalpteki etkileri üzerinde yapılan çalışmalar sonucunda genel olarak 

βarr1’in β-AR’lerin desensitizasyonundan sorumlu olduğu, βarr2’nin ise 

kardiyoprotektif yararlı etkilere sahip olduğu yorumu yapılmıştır (Bathgate-Siryk ve 

ark., 2014 ve Hodavance ve ark., 2016). 

 

 

Beta arrestin 1 genleri silinmiş farelerde miyokard infarktüs modeli 

oluşturularak 2014 yılında yapılan bir çalışmada, βarr1 genleri silinmiş farelerin 

miyokard infarktüs sonrası kardiyak kontraktilitelerinin kontrol farelere göre daha iyi 

olduğu tespit edilmiştir. B tipi natriüretik peptid, atrial natriüretik faktör ve TNF 

(Tümör Nekroz Faktör) gibi inflamasyon belirteçlerinin βarr1 genleri silinmiş 

farelerde daha düşük seyrettiği ve ortalama arteryel kan basınçlarının daha düşük 

olduğu gösterilmiştir. Üstelik βarr1 genleri silinmiş farelerde  β-AR dansitesinin 

daha yüksek olduğu bulunmuş ve miyokard infarktüs sonrasında β-AR sayısının 

azalmasının bu farelerde daha az gerçekleştiği yorumu yapılmıştır. Beta arrestin 1 

genleri silinmiş farelerde bunların yanı sıra SERCA aktivitesinin ve EGFR 

transaktivasyonunun artmış olduğu gösterilmiştir. EGFR transaktivasyonu, β1-

AR’lerin GRK5 tarafından fosforillendikten sonra βarr2 aracılığı ile gerçekleştirdiği 

antiapoptotik sinyaldir; bu çalışmada βarr1’in bu sinyali inhibe ettiği görülmüştür. 

Araştırıcılar, βarr1’in kalpte βarr2 gibi yararlı etkilere değil, aksine zararlı etkilere 

aracılık edebileceğini göstermişlerdir (Bathgate-Siryk ve ark., 2014). 



23 

 

1.5.2. Diyabetik Kardiyomiyopati 

 

 

Diyabet, insülin sekresyonu azalmasına veya vücudun insülini etkili 

kullanamamasına bağlı olarak gelişen kronik metabolik bir hastalıktır ve 

kardiyovasküler ölümler açısından da bağımsız bir risk faktörüdür (Cohn ve ark., 

1991, Packer ve ark., 1999). Diyabetik kardiyomiyopati, bağ doku ve kollajen 

birikiminden ötürü sol ventrikül duvarında artan katılık (stiffness) ile karakterizedir 

(Anguera ve ark., 1998; Rodrigues ve ark., 1995 ve Saito ve ark., 2003). Gözlenen 

hiperglisemi ve hiperlipidemi dolayısı ile gelişen kardiyomiyopati, kalpte yeniden 

yapılanmaya neden olmaktadır. Diyabetik kardiyak fonksiyonel bozukluk 

durumunda öncelikle diyastolik fonksiyonda ve bunu takiben de sistolik fonksiyonda 

bozulma gözlenmektedir (Poornima ve ark., 2006 ve Severson, 2004). Artan 

membran permeabilitesi ve Ca+2 işleyişinin bozulması, miyokard 

metabolizmasındaki bozukluklar ve kardiyomiyositlerin yapısal bozuklukları 

kardiyak fonksiyon bozukluğunun üç nedeni olarak öne sürülmektedir (Dhalla ve 

ark., 2014). 

 

 

Hiperinsülinemi durumunda gözlenen kardiyomiyopatinin sinyalizasyon 

düzeyindeki nedenlerinden biri de insülinin kalpte GRK2 aracılı olarak β2-AR’yi 

fosforillemesi; reseptörün βarr2 ile oluşturduğu kompleks sonucunda ERK 

fosforilasyonunu gerçekleştirmesidir. Beta arrestin 2 veya β2-AR genlerinin 

silinmesinin veya bir biased agonist olan karvedilolün ya da bir GRK2 inhibitörü 

olan paroksetinin insülin bağlı bu fosforilasyonu engellediği gözlenmiştir (Wang ve 

ark., 2017b) .  
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1.6. Kalpte Substrat Metabolizması  

 

 

Normal şartlarda kalbin enerji ihtiyacının çoğunluğu [Açığa çıkan ATP’nin 

(Adenozin trifosfat) %95’i] mitokondrilerde meydana gelen oksidatif 

fosforilasyonlar ile sağlanmaktadır. Oksidatif fosforilasyonda yakılan karbon 

kaynaklarından açığa çıkan nikotinamid adenin dinükleotit (NADH) ve flavin adenin 

dinükleotid (FADH2) moleküllerinin dehidrojenizasyonu sonucunda ATP 

üretilmektedir. Bu moleküller yağ asitlerinin beta oksidasyonu, sitrik asit siklusu ve 

daha az olmak üzere pirüvat dehidrojenaz reaksiyonu ve glikoliz sırasında açığa 

çıkmaktadır (Stanley ve ark., 2005).  

 

 

Kalp kasının en önemli özelliği yüksek miktarda enerjiye ihtiyaç duyan, hiç 

kesilmeyen kontraksiyonlardır. Normal fizyolojik koşullarda kalp enerji ihtiyacı için 

substrat olarak yağ asitlerini, karbohidratları, amino asitleri, keton cisimleri ve laktatı 

kullanmaktadır ve ATP’nin %70’i yağ asitlerinden sağlanmaktadır  (Avogaro ve ark., 

1990). Kalp farklı fizyolojik ve farmakolojik koşullara göre çok hızlı bir şekilde 

substrat biçimini değiştirebilmektedir. Bu değişim ektrasellüler hormonlara, substrat 

miktarlarına ve iş yüküne göre olmaktadır. Substrat değişimi ATP üretiminin 

sürekliliği için şarttır (Atkinson ve ark., 2002; King ve ark., 2005; Rodrigues ve ark., 

1995; Schonekess, 1997 ve Stanley ve ark., 1997).   
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1.6.1. Karbohidrat Metabolizması 

 

 

Glukoz, kardiyomiyositlerde sarkolemmadaki glukoz taşıyıcı proteinler 

(GLUT1 ve GLUT4) aracılığı ile hücre içine taşınır. Glukoz taşıyıcılarının 

sitoplazmadan sarkolemmaya translokasyonu insülin stimülasyonu ile gerçekleşir 

(Stanley ve ark., 2005). 

 

 

Glikoliz enzimleri çoğunlukla sarkoplazmik retikulum ve sarkolemma 

yakınlarına yerleşmiş durumdadır. Bu durum glikolitik reaksiyonların belirli 

bölgelerde gerçekleştiğini gösterir. Glikoliz sırasında glukoz, üçü düzenleyici ve 

geri-dönüşümsüz olmak üzere [heksokinaz (HK), fosfofruktokinaz (PFK), pirüvat 

kinaz (PK)] 10 enzimle katalize olarak pirüvata dönüşmektedir (Li ve ark., 2015 ve 

Zwerschke ve ark., 2003) (Şekil 1.5).  

 

 

Pirüvat laktat dehidrojenaz enzimi (LDH) ile laktata dönüştürülerek, asetil 

KoA’ya dekarboksile olarak, okzaloasetat ya da malata karboksile olarak üç şekilde 

kullanılabilir. Pirüvat dekarboksilasyonu karbohidrat oksidasyonunun geri-dönüşsüz 

basamağıdır ve mitokondrilerde pirüvat dehidrojenaz (PDH) tarafından katalize edilir 

(Randle, 1986). PDH enzimi pirüvat dehidrojenaz kinaz (PDK) enzimi ile kontrol 

altında tutulmaktadır. PDK ise pirüvat tarafından ya da asetil KoA’nın azalması ile 

inhibe olur (Kerbey ve ark., 1976, Whitehouse ve ark., 1974) (Şekil 1.5).  

 

 

Oluşan asetil KoA sitrata dönüşürek sitrik asit döngüsüne [Trikarboksilik asit 

(TCA) döngüsü] girer. Bu döngüde ortaya çıkan NADH ve FADH2’ler elektron 

taşıma zincirine (ETZ) elektron iletir ve ATP üretimi gerçekleştirilmiş olur.  
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Şekil 1.5. Karbohidrat Metabolizması 

ETZ: Elektron Taşıma Zinciri, GLUT: Glukoz Taşıyıcı Protein, HK: Heksokinaz, LDH: 
Laktat Dehidrojenaz, PDH: Pirüvat Dehidrojenaz, PFK: Fosfofruktokinaz, PK: Pirüvatkinaz, 

TCA: Trikarboksilik Asit 

 

 

 

1.6.2. Yağ Asidi Metabolizması 

 

 

Yağ asidleri hüce içine CD36’lar (Yağ Asidi Taşıyan Protein) aracılığı ile flip-

flop hareketi yaparak girerler (Hamilton, 2007).  Fatty Acid Translocase/ Cluster of 

Differentiation 36 (FAT/CD36) ya da kısaca CD36 önceden adipozitlerde hücre içine 

yağ asidi almakla görevli oldukları bilinen, ardından yağ asidi metabolizmasındaki 

bu görevlerinin kardiyak hücrelerde ve iskelet kasında da aynı şekilde olduğu tespit 

edilen taşıyıcı proteinlerdir (Van Nieuwenhoven ve ark., 1995). Adipozitlerde, kalp 

ve iskelet kası hücrelerinde yağ asitlerinin hücre içine alınmasının %70’inden 
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sorumludurlar (Abumrad ve Goldberg, 2016; Glatz ve ark., 2016 ve Luiken ve ark., 

2003). CD36 genleri silinmiş fare kalplerinden izole edilen kardiyomiyositlerde 

(Habets ve ark., 2007), fare kalbinde yapılan in vivo çalışmalarda (Abumrad ve 

Goldberg, 2016) ve iskelet kası ve adipoz dokuda (Abumrad ve Goldberg, 2016) 

hücre içine yağ asidi alımının azalmış olduğu ve bu azalmaya yağ asidi 

oksidasyonunun azalmasının da eşlik ettiği tespit edilmiştir. 

 

 

CD36’lar, yağ asidinin hücre içinde yağ asidi bağlayan proteine (FABP) 

bağlanmasını kolaylaştırır. Hücrede FABP sentezlenmemesi durumunda hücre içine 

yağ asidi alınması durmaktadır (Van Nieuwenhoven ve ark., 1998). FABP’ye 

bağlanan yağ asidi, (FAS) yağ açil-KoA sentaz enzimi ile yağ açil-KoA’ya 

dönüştürülmektedir. Yağ açil-KoA’lar mitokondri dış membranındaki karnitin 

açiltransferaz 1 (CPT) aracılığı ile yağ açil karnitine dönüştürmektedir. Dış 

membrandan iç membrana açil karnitin translokazlar aracılığı ile taşınan yağ açil 

karnitin, mitokondri iç membranında CPT2 aracılığı ile tekrar yağ açil-KoA’ya 

dönüşmektedir. Bu dönüşümlerin nedeni yağ açil KoA’nın mitokondri membranını 

aşamamasıdır (Kerner ve Hoppel, 2000 ve Lopaschuk ve ark., 1994). Mitokondri 

içine alınan yağ açil-KoA’lar β-oksidasyona uğrayarak iki karbonlu asetil KoA’ya 

dönüşürler. Asetil KoA ise tıpkı glukoz oksidasyonundaki gibi sitrik asit döngüsüne 

katılır ve ATP üretilir (Şekil 1.6).  

 

 

CD36’lar hücrede endozomlarda depolanabilirler; iskelet kası ve kalp kasında 

CD36’ların %50’si endozomlardadır (Bonen ve ark., 2000 ve Luiken ve ark., 2002). 

Kas kasılması durumunda ya da insülin stimülasyonu ile endozomlardaki CD36’lar 

membrana doğru hareket etmekte ve hücre içine yağ asidi alımı yaklaşık iki katına 

çıkmaktadır (Bonen ve ark., 2000 ve Luiken ve ark., 2003). Kontraksiyon aracılı 

CD36 translokasyonu AMPK (Adenozin Monofosfat ile Aktive Olan Protein Kinaz) 

ile tetiklenmektedir (Luiken ve ark., 2003).  Bu translokasyon GLUT 

translokasyonuna benzemektedir. Artan kas kasılması ya da insülin uyarısı ile hem 
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GLUT4 hem de CD36’lar sarkolemmaya alınmaktadır, böylece glukoz ve yağ asidi 

oksidasyonunun artması hedeflenmektedir (Glatz ve ark., 2010). CD36’nın bu 

döngüsü iskelet kası ve adipoz dokuda da görülmektedir (Aguer ve ark., 2010; Aguer 

ve ark., 2011 ve Lobo ve Bernlohr, 2007).   

 

 

CD36 proteini, lipid absorbsiyonunun çok olduğu bağırsaklarda, lipid 

akümülasyonunun birincil sorumlusu adipoz dokuda, substrat olarak yağ asitlerini 

çoklukla kullanan kalp ve iskelet kasında fazla sentezlenmektedir. CD36 

ekspresyonu nükleer reseptör ailesi olan PPAR’lar (Peroksizom Proliferatör ile 

Aktifleştirilen Reseptör) tarafından kontrol edilmektedir.  PPARα’nın çok 

sentezlendiği dokularda yağ asidi katabolizması da fazla olmaktadır. PPAR’lar 

heterodimer oluşturarak Retinoid X reseptörüne ve PPAR cevap elementine 

bağlanmaktadırlar; böylece transkripsiyonu düzenleyebilmektedirler (Neels ve 

Grimaldi, 2014).  

 

 

PPAR’lar iskelet kası, karaciğer, bağırsak, böbrek ve kalp dokularında 

yoğunlukla bulunan (Abbott, 2009 ve Su ve ark., 1999); temelde yağ asidi taşınması, 

esterifikasyonu ve oksidasyonundan sorumlu protein ailesidir (Barger ve ark., 2000, 

Finck, 2007). PPARγ adipojeneziste görevliyken (Lowell, 1999); PPARα yağ asidi 

oksidasyonunun kontrolünde önemli etkiye sahiptir (van Raalte ve ark., 2004). 

Metabolik ve kardiyovasküler hastalıkların tedavisinde önemli bir hedef protein 

grubudur. Örneğin fibratlar, metabolik sendromla ilişkili mikrovasküler 

komplikasyonları önlemek için kullanılan PPARα ligandlarıdır (Liss ve Finck, 2017). 

PPARγ agonistleri olan tiazolidindionlar ise hiperglisemi, anjiojenezis ve kardiyak 

fibrozis kontrolünde oldukça etkilidirler (Lim ve ark., 2015 ve Nagy ve ark., 1998). 

Yararlı etkilerinin yanı sıra PPARα kalpte glukoz metabolizmasından yağ asidi 

metabolizmasına doğru kaymaya sebep olduğu için; reaktif oksijen türlerinin 

birikimine ve lipotoksisiteye neden olmaktadır. 
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Yağ asitleri ve yağ asidi metabolitleri PPAR’ların doğal ligandlarıdır 

(Georgiadi ve Kersten, 2012 ve Grimaldi ve ark., 1999). PPARα’nın 

ekspresyonlarının artması kalpte ve iskelet kasında yağ asitlerinin β-oksidasyonunu 

ve hücre içine yağ asidi alınmasına sebep olan CD36 ve FABP ekspresyonunu 

artırmaktadır (Şekil 1.6). PPARα genleri silinmiş fare kalbinde yağ asidi kullanımı 

azalırken (Djouadi ve ark., 1998, Peters ve ark., 1997); PPARα aşırı üretimi yağ asidi 

kullanımını artırmıştır (Finck ve ark., 2002). CD36 genleri silinmiş ve PPARα aşırı 

üretimi gerçekleştirilmiş olan kalplerde ise yağ asidi kullanımı önlenmiştir (Yang ve 

ark., 2007).  

 

Şekil 1.6. Yağ Asidi Metabolizması 

CPT: Karnitin Palmitoil Transferaz, ETZ: Elektron Taşıma Zinciri, FABP: Yağ Asidi 
Bağlayan Protein, FADH2: Flavin Adenin Dinükleotid FAS: Yağ Açil Sentaz, FAT/CD36: 

Yağ Asidi Taşıyan Protein, NADH: Nikotinamid Adenin Dinükleotid, PPARα: Peroksizom 

Proliferatör ile Aktive Olan Reseptör Alfa, TCA: Trikarboksilik Asit  
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1.6.3. Randle Döngüsü ve Bu Döngünün Tedavideki Yeri 

 

 

Randle döngüsü, glukoz ve yağ asitlerinin mitokondride oluşan ortak 

metabolitleri aracılığı ile birbirlerinin kullanımlarını baskılamaları durumudur; 

hücrede glukoz kullanımı arttıkça yağ asidi kullanımının azalacağı şeklinde de 

yorumlanabilir (Randle ve ark., 1963) (Şekil 1.7). Bu dengede her iki substratın da 

katabolizma süreçlerinde açığa çıkan metabolitlerin negatif geri-bildirim (feedback) 

etkileri rol oynamaktadır. Yağ asitlerinin β-oksidasyonundan açığa çıkan asetil-KoA 

ve NADH, PDH enzimini inhibe etmektedir. Benzer şekilde sitrat, glikoliz 

enzimlerinden PFK enzimini ve nispeten daha az olarak HK enzimini inhibe eder 

(Randle ve ark., 1963). PDH’nin inhibisyonu yağ asidi oksidasyon oranını en çok 

artıran durumdur.  

 

 

Yağ asidi oksidasyonunun artması glikoliz ve glukoz oksidasyonu (pirüvat 

oksidasyonu) kenedinin bozulmasına yol açmaktadır. Pirüvatın, mitokondri iç 

membranına transfer olabilmesi için bir protonun da stekiyometrik olarak ko-transfer 

olması gerekmektedir (Halestrap ve ark., 1990 ve Poole ve Halestrap, 1993). Bu 

nedenle glikoliz ve glukoz oksidasyonunun dengesi bozulduğunda glikolitik hidroliz 

sonucunda açığa çıkan proton, iç membranına ko-transfer olamaz; bu durum 

asidozise sebep olur (Dennis ve ark., 1991 ve Robergs ve ark., 2004). 

 

 

Benzer şekilde glukoz oksidasyonunun artması ile açığa çıkan asetil-KoA da 3-

ketoaçil-KoA üzerinde inhibitör feedback etki göstererek yağ asidi oksidasyonun 

azalmasına neden olmaktadır. Glukoz oksidasyonu sırasında açığa çıkan NADH, 

açil-KoA dehidrojenaz ve 3-hidroksiaçil-KoA dehidrojenaz üzerinde inhibitör etki 

göstermektedir. Ayrıca glukoz metabolizması ile açığa çıkan asetil-KoA, CPT ve 

asetil-KoA karboksilaz enzimleri aracılığı ile sitozolik malonil-KoA sentezinin 
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artmasına neden olmaktadır; malonil-KoA hücre içine yağ asidi alımının ve yağ asidi 

oksidasyonunun negatif düzenleyicisidir (Lysiak ve ark., 1986 ve Stanley ve ark., 

2005). Glukoz oksidasyonunun artması; glikoliz-glukoz oksidasyon kenedinin 

düzenli çalışmasını, ortamdaki protonun azalmasını ve dolayısı ile kardiyak 

etkililiğin artmasını sağlamaktadır.  

 

Şekil 1.7. Randle Döngüsü.  
CPT: Karnitin Palmitoil Transferaz, ETZ: Elektron Taşıma Zinciri, FADH2: Flavin Adenin 

Dinükleotid FAS: Yağ Açil Sentaz, FAT/CD36: Yağ Asidi Taşıyan Protein, GLUT: GLukoz 

Taşıyıcı Protein, NADH: Nikotinamid Adenin Dinükleotid, PDH: Pirüvat Dehidrojenaz, 
TCA: Trikarboksilik Asit  

 

 

 

1.7. Diyabetik Kardiyomiyopatide Görülen Metabolik Bozukluklar 

 

 

İnsülin rezistansı veya diyabet durumlarında kalp, enerji metabolizmasını hızlı 

bir şekilde düzenler. Bu, yağ asidi tüketiminin artması ve glukoz kullanımının 
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azalması ile sonuçlanan bir modifikasyondur (Lopaschuk, 1989; Lopaschuk ve ark., 

1994 ve Lopaschuk, 2002). Son yıllarda diyabetik kardiyomiyopatinin metabolik 

değişimlerin bir sonucu olduğu fikri oldukça kabul görmektedir. Örneğin 

streptozotosin (STZ) ile oluşturulan diyabette kardiyak metabolizmanın dördüncü 

günden itibaren bozulduğu tespit edilmiştir (Ghosh ve ark., 2004).  

 

 

STZ-diyabet modeli kullanarak yapılan çalışmalarda ATP’nin neredeyse 

tamamının yağ asitlerinden karşılandığı, glukoz kullanımının dramatik olarak 

düştüğü gözlenmiş ve bu durumun kalbin fonksiyonel bozukluğunun sebeplerinden 

biri olduğu düşünülmüştür (Severson, 2004; Stanley ve ark., 1997; Taegtmeyer ve 

ark., 2002 ve Young ve ark., 2002). Diyabetik sıçanlarla yapılan bir çalışmada 

PPARα ekspresyonunun tetiklendiği ve hücre içine yağ asidi alımının ve yağ asidi 

oksidasyonunun arttığı gözlenmiştir (Finck ve ark., 2002). Yağ asidi oksidasyonu 

glukoz oksidasyonuna göre kalbin daha çok enerji kullanmasına sebep olur; bu da 

enerjinin verimsiz kullanılmasından ötürü kardiyak verim (efficiency) azalmaktadır.  

(Kardiyak verim = Kardiyak iş/ miyokardiyal oksijen tüketimi). Diyabette ve 

obezitede bu durum gerçekleştiği için kardiyak verim azalmaktadır (How ve ark., 

2006; Mazumder ve ark., 2004 ve Peterson ve ark., 2004). 

 

 

İnsülin rezistansı ya da diyabet gibi hastalıklarda glukoz kullanımını artırmak -

insülinden bağımsız da sağlanabilen- tercih edilir bir durumdur (Koh, 2016). İnsülin 

rezistansının gelişmesine hücre içine alınan ve kullanılmadan hücre içinde biriken 

lipidlerin katkıda bulunduğunu gösteren çalışmalar bulunmaktadır (Kitessa ve 

Abeywardena, 2016). Bu durumda yağ asitlerinin hücre içine alınmasını veya yağ 

asidi oksidasyonunun azalmasını sağlamak diyabetik kardiyomiyopati için bir tedavi 

yaklaşımı olabilecektir. 
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Yüksek yağlı diyet kardiyak dokuda ve iskelet kasında lipit birikimine neden 

olmaktadır. Kronik bir şekilde yüksek miktarda yağ asidi alınması CD36’nın hücre 

içindeki hareketini hızlandırmaktadır ve CD36’nın endozomdan sarkolemmaya kalıcı 

olarak geçmesine sebep olmaktadır. Sıçanlarda yüksek yağlı diyeti takip eden üç gün 

içinde miyosellüler yağ asidi alımı artmaktadır (Bonen ve ark., 2015). Yağ asitlerinin 

bu artışı intramiyosellüler triaçilgliserollerin, diaçilgliserollerin ve seramidlerin 

formlarının bozulmasına neden olmaktadır. Bu metabolitler GLUT translokasyonunu 

bozarak insülin sinyalini inhibe ederler. Bu da hücre içine glukoz alımının 

azalmasına ve glukozun glikojen olarak depolanmasının azalmasına neden 

olmaktadır. Böylece kalp ve iskelet kasında insülin rezistansı başlar, kontraktil 

fonksiyon bozulmaktadır (Bonen ve ark., 2015 ve Glatz ve ark., 2016).    

 

 

 

1.8. β Arrestin Proteinlerinin Metabolik Etkileri 

 

 

Diyabet gibi metabolik ve kardiyovasküler bileşenler içeren hastalıklarda ve 

diğer kardiyak fonksiyon bozukluğu gözlenen modellerde βarr proteinlerinin rolü her 

geçen gün daha fazla ortaya çıkmaktadır. Çeşitli deneysel modeller kullanılarak 

yapılan bir çalışmada βarr2 ile insülin rezistansı arasında güçlü bir ilişki olduğu 

ortaya konmuştur (Luan ve ark., 2009). Tip 2 diyabet modelleri olan db/db farelerde 

ve yüksek yağlı diyet ile indüklenmiş fare modelinde (HFD, high fat diet) karaciğer 

ve iskelet kaslarında βarr2 protein ve mRNA düzeylerinin az olduğu; daha az 

belirgin olmak üzere βarr1’in de düşük olduğu bildirilmiştir. Aynı çalışmada 

kliniklerden elde edilen karaciğer örneklerinde de hem βarr1’in hem de βarr2’nin 

düşük olduğu gösterilmiştir. Araştırıcılar βarr2 genleri silinmiş farelerde glukoz 

kullanımının azaldığını ve insülin toleransının bozulduğunu; db/db farelere 

adenovirüsle βarr2 uygulamasının ise glukoz toleransını düzelttiğini göstermişlerdir. 

Aynı çalışmada, βarr2’nin insülinin reseptörüne bağlandıktan sonra Akt-PI3K-
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Glikojen Sentaz Kinaz-3β yolağının aktivasyonu için gerekli olduğu ve bunun Src 

aracılığı ile gerçekleştiği bulunmuştur. Bu bulgular, βarr2’nin anti-diyabetik etkileri 

olabileceğini düşündürmektedir (Luan ve ark., 2009). Benzer modellerde [insan 

βarr1 ekspresyonunu indükledikleri transjenik (βarr1-tg) ve  βarr1 genleri silinmiş 

fareler ile bunların kontrolleri] yapılan bir çalışmada serum lipidleri, kilo alma 

profilleri, obeziteye çoğunlukla eşlik eden serum leptin düzeyleri ve glukoz toleransı 

gibi parametreleri incelemişler ve βarr1 proteininin obezite gelişmesini baskıladığını 

ve genleri silinmiş farelerin diyetle indüklenen obeziteye daha yatkın olduklarını 

bildirmişlerdir (Zhuang ve ark., 2011b). Bu çalışmada ayrıca adipozit farklılaşması, 

lipid metabolizması ve inflamasyon ile ilişkili bazı genlerin ekspresyonları 

incelenmiştir. Artan yağ kütlesi ve adipozit büyüklüğüyle uyumlu olarak, yüksek yağ 

diyetiyle beslenen βarr1 genleri silinmiş farelerin beyaz adipoz dokularında FABP, 

CD36 ve lipoprotein lipazın arttığı gösterilmiştir. Yüksek yağ ile beslenen βarr1 

genleri silinmiş farelerin adipoz dokularında makrofaj infiltrasyonunun ve 

inflammatuar mediyatörlerin artışıyla örtüşür şekilde TNF, nitrik oksid sentaz-2 

(indüklenebilir Nitrik Oksid Sentaz) ve monosit kemoatraktan protein-1’in de arttığı 

gösterilmiştir. Gerek lipid metabolizmasında gerekse inflamasyonda görevli bu 

genlerin ekspresyonlarının βarr1-tg farelerde azalması, βarr1’in diyetle indüklenen 

obeziteyi ve obeziteden kaynaklanan insülin rezistansı ve inflamasyonu engellediği 

şeklinde yorumlanmıştır (Zhuang ve ark., 2011b).  

 

 

Araştırıcılar çalışmanın devamı olarak βarr1’in PPARγ ile etkileşerek gen 

transkripyonunu etkilediği göstermişlerdir. Buna göre βarr1 PPARγ ile bir kompleks 

oluşturmaktadır ve bu etkileşim PPARγ/RXRα (stimulator) heterodimerinin 

fonksiyonunu azaltırken PPARγ/NCoR (repressör) heterodimerinin fonksiyonunu 

artırmaktadır (Zhuang ve ark., 2011a). Bu veri, βarr1’in, PPARγ komplekslerinin 

aktive eden ya da baskılayan anahtar bir protein rolünde olabileceğini 

düşündürmektedir. Çalışmada βarr1 genleri silinmiş, βarr1-tg, ve kontrol 

hayvanlardan hazırlanan ve embriyonik fibroblast hücrelerin deneysel olarak 

farklılaşmasıyla oluşturulmuş adipozitlerde  FABP4, CD36, lipoprotein lipaz ve yağ 

asidi sentazın mRNA düzeyleri βarr1 ile korelasyon göstermiştir. Bu adipojenik 
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genlerin mRNA’ları βarr1 genleri silinmiş hücrelerde belirgin olarak yükselmişken, 

βarr1-tg hücrelerde azalmıştır.  

  

 

Bağırsak enteroendokrin hücrelerinden salıverilen ve pankreas β hücrelerin 

insülin salıvermesini düzenleyen GLP-1 (glukagon benzeri peptid-1) reseptörleri de 

GPCR ailesindendir. βarr proteinlerinin bu reseptörden kaynaklanan sinyalizasyona 

katılımının insülin sentezleyen pankreatik INS-1 hücre kültürlerinde incelendiği bir 

çalışmada araştırıcılar koimmünopresipitasyon yöntemiyle GLP-1 reseptörü ve 

βarr1’in fiziksel olarak etkileştiğini göstermişlerdir (Sonoda ve ark., 2008). βarr1’in 

susturulması, GLP-1 sinyalizasyonunu azaltmış, ERK ve CREB aktivasyonu ve 

insülin reseptör substratı ekspresyonunu azaltmıştır. GLP-1 zamana bağlı olarak 

INS-1 hücrelerin insülin reseptör substratı-2 proteininde artışa yol açmıştır. Bu 

çalışmada ayrıca GLP-1’in insülin salıverici etkisine kısmen aracılık ettiği bilinen 

PKA-cAMP yolağına βarr1’in ne ölçüde ettiği incelenmiş ve βarr1’in susturulması 

ile cAMP düzeyinin ve insülin salıverilmesinin azaldığı gösterilmiştir (Sonoda ve 

ark., 2008).  Bu çalışmalar, βarr1’in insülin salıverilmesi, insülin etkisi ve duyarlığını 

etkileyen çok fonksiyonlu bir protein olduğunu göstermektedir ve karvedilolün 

metabolik avantajlarının mekanizmasının da βarr-aracılı etkilerinden kaynaklanıyor 

olabileceğini düşündüren faktörlerden biridir.  

 

 

Glukoz ve yağ metabolizması üzerindeki doğrudan etkileri, miyosit hücre 

kültürlerinde incelendiğinde karvedilolün glikolizi stimüle ederken yağ asidi 

oksidasyonunu azalttığı tespit edilmiştir (Onay-Besikci ve ark., 2012).  Bu tez 

çalışmasında karvedilolün bu etkisine  βarr biased agonist olmasının katkısı 

araştırılmıştır. 
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1.9. Mitokondriyal Biyojenez  

 

 

Mitokondriyal biyojenez, mitokondrinin kütlece büyümesi ve çoğalması 

anlamına gelen, oksijen kullanımının arttığı aç kalma, egzersiz, oksidatif stres ve 

hücre yenilenmesi gibi durumlara adaptasyon için gerekli olan bir süreçtir (Jornayvaz 

ve Shulman, 2010). 

 

 

Mitokondriyal biyojenez kusurları diyabet ve insülin direnci durumlarında hem 

kas hem de adipoz dokuda gözlenen glukoz ve yağ metabolizması bozukluklarına 

eşlik eden sorunlardır (Choo ve ark., 2006; Lowell ve Shulman, 2005 ve Sivitz ve 

Yorek, 2010). İnsülin duyarlılığını artıran ilaçların adipoz dokudaki etkileri arasında 

mitokondriyal biyojenezi artırmaları da bulunmaktadır (Wilson-Fritch ve ark., 2003).  

 

 

Mitokondriyal biyojenez büyük ölçüde PPARγ koaktivatörü PGC1α 

(Peroksizom Proliferatör ile Aktifleştirilen Reseptör Gama Koaktivatör1-alfa) 

tarafından kontrol edilmektedir. Ekspresyonu β3-AR’nin uyarılması ile tetiklenmekte 

olan PGC1α (Puigserver ve ark., 1998),  PPARγ ve PPARα’nın yanı sıra nükleer 

transkripsiyon faktörleri olan NRF1 ve NRF2’nin (Nükleer Solunum Faktörü) de 

kofaktörüdür. Bu faktörler mitokondri çoğalmasının ve oksidatif fosforilasyonla 

ilişkili genlerin ekspresyonunu düzenlemektedirler (Duncan ve ark., 2007; Wu ve 

ark., 1999). NRF-1 aynı zamanda mitokondriyal DNA transkripsiyonunu ve 

çoğalmasını düzenleyen TFAM’ı (mitokondriyal DNA transkripsiyon faktörü A) 

aktive etmektedir (Scarpulla, 2002 ve Wu ve ark., 1999). TFAM mitokondriye 

transfer olur; mitokondriyal DNA replikasyonu ve mitokondriyal gen 

ekspresyonlarını tetikleyerek biyojenezi stimüle eder (Garesse ve Vallejo, 2001 ve 

Larsson ve ark., 1998) (Şekil 1.8).  
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Şekil 1.8. Mitokondriyal Biyojenez  
NRF1: Nükleer Solunum Faktörü-1, PGC1α: Peroksizom Proliferatör ile Aktive Olan 

Reseptör Gama Koaktivatörü Alfa, PPARα: Peroksizom Proliferatör ile Aktive Olan 

Reseptör Alfa, TFAM: Mitokondriyal Transkripsiyon Faktörü-A 

PPARγ’nın koaktivatörü olan PGC1α, iskelet ve kalp kasında termojenezis, 

mitokondrial biyojenezis, glukoz ve yağ asidi metabolizması gibi süreçlerde 

görevlidir (Puigserver ve ark., 1998). PGC1α mitokondrinin bol olduğu ve 

dolayısıyla oksidatif fosforilasyonun fazla yapıldığı dokularda (kahverengi adipoz 

doku, kalp ve iskelet kası gibi) çok bulunmaktadır (Cannon ve ark., 1998). Soğuk ya 

da aşırı beslenme gibi çevresel stres faktörlerinde adaptif rol oynayan ve 

termojeneziste en çok rol alan iki doku olan kahverengi adipoz doku ve iskelet 

kasında, yağ asidi oksidasyonu ve mitokondriyal biyojenezin tetiklenmesine neden 

olmaktadır. 

 

 

Kalp ihtiyaç duyduğu ATP’nin büyük bir kısmını yağ asidi oksidasyonundan 

sağlamaktadır. Kalpte PGC1α  ekspresyonları arttığı zaman mitokondriyal biyojenez 

ve oksidatif fosforilasyon artmaktadır. İn-vitro ortamda kardiyak miyositlerde 

PGC1α ekspresyonlarının yükselişinin mitokondriyal biyojenez ve oksidatif 

fosforilasyonu artırdığı (Lehman ve ark., 2000); adipozit ve C2C12 miyoblastlarda 
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ise oksidatif fosforilasyon kenedinin bozulduğu bilinmektedir (Wu ve ark., 1999). 

Kalpte deneysel hipertrofi oluşturulduğunda PGC1α  seviyelerinin düştüğü 

gözlenmiştir (Sack ve ark., 1997 ve Sano ve ark., 2004). 

 

 

Normalde karaciğerde düşük miktarlarda bulunan PGC1α’nın ekspresyonları 

yemek yeme ile artmaktadır. Bu durum hepatik glukoneojenezin ve yağ asidi 

oksidasyonunun artmasına sebep olan çeşitli transkripsiyon faktörleri ile 

fosfoenolpirüvat karboksikinaz ve glukoz-6-fosfataz gibi glukoneojenik enzimlerin 

artmasına neden olmaktadır. Açlık durumunda bu proteinin ekspresyonu ile glukoz 

oksidasyonundan yağ asidi oksidasyonuna bir kayma gözlenmektedir; böylece 

glukoz sinir sistemi için saklanmaktadır (Herzig ve ark., 2001 ve Yoon ve ark., 

2001). PGC1α ekspresyonlarındaki artışın iskelet kasında GLUT4 ekspresyonlarında 

artışa neden olduğu gösterilmiştir (Baar ve ark., 2002 ve Michael ve ark., 2001).  

 

 

Tip 2 diyabet hastalarının iskelet kaslarında PGC1α ekspresyonlarının azaldığı 

görülmüştür (Mootha ve ark., 2003; Patti ve ark., 2003 ve Petersen ve ark., 2004). 

Tiazolidindion grubu oral antidiyabetik ilaçların PGC1α aktivitesini artırarak 

mitokondriyal biyojenezi ve mitokondri fonksiyonunu artırdığı bilinmektedir 

(Wilson-Fritch ve ark., 2004).  

 

 

Mitokondriyal biyojenezin endotel hücrelerde karvedilol tarafından stimüle 

edildiğini gösteren bir çalışmada, karvedilolün bu etkisine PGC-1α, NRF1 ve TFAM 

düzeylerindeki artış eşlik etmektedir (Yao ve ark., 2016). Hala metabolik etki 

mekanizması bilinmiyor olmakla birlikte, karvedilolün de bir diğer 3. kuşak β-blokör 

olan nebivolol gibi mitokondriyal biyojenezi stimüle ettiğinin gösterilmesi, bu 

ilaçların doğrudan metabolik etkileri olabileceğine ilişkin en yeni ve güçlü verilerden 

biridir (Huang ve ark., 2013 ve Yao ve ark., 2016). Yao ve arkadaşlarının 2016 
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yılında yayımladıkları çalışma endotel hücre serisi olan HUVEC hücrelerde 

gerçekleştirilmiştir ve karvedilolün vasküler etkilerinin tanımlanması anlamında 

önemlidir.  

 

 

Karvedilol, insülin rezistansı ve diyabeti engellemek gibi onu diğer β blokör 

ilaçlardan ayıran özelliklere sahip kardiyovasküler bir ilaçtır. Hücre içindeki bazı 

etkilerine βarr proteinleri aracılık etmektedir (Wisler ve ark., 2007) ve βarr 

proteinleri insülin rezistansı ve obezite ile yakından ilişkilidir (Luan ve ark., 2009 ve 

Zhuang ve ark., 2011b). Karvedilolün kardiyovasküler sistemdeki yararlı etkilerinin, 

metabolik etkilerinden kaynaklandığını ve bu metabolik etkilerin ise βarr proteinleri 

aracılığı ile ortaya çıktığını hipotez ederek oluşturulan bu tez çalışmasının amacı 

karvedilolün etki mekanizmasını βarr proteinleri çerçevesinde ortaya koymaktır. Bu 

amaca yönelik olarak, hem metabolik anomalilere hem de kardiyovasküler hasara yol 

açan deneysel diyabet modeli kullanılarak karvedilolün diyabetik hasarı tedavi edici 

etkisi değerlendirilmiş, karvedilolün etkileştiği βarr proteinlerinin diyabetten ve 

karvedilol uygulamasından nasıl etkilendikleri belirlenmiş, karvedilolün substrat 

metabolizması üzerine etkileri ve bu etkilerin mekanizması belli başlı metabolik 

yolaklar ve proteinler düzeyinde tespit edilmiş, karvedilolün metabolik etkilerine 

βarr proteinlerinleriyle olan etkileşmesinin katkısı incelenmiştir. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

 

2.1. Kullanılan Gereçler 

2.1.1. Malzemeler 

 

 

Bu çalışmada kullanılan cihazlar Çizelge 2.1’de listelenmiştir. 

Çizelge 2.1. Cihazlar 

Kullanılan Malzeme Marka-Model 

Tail-cuff sistemi Commat 

Veri Kayıt ve Analiz Sistemi MP100 Biopac-Systems,Inc 

Stimülatör Grass, S44 

Akış ölçer Transonic Systems, TS410 

%95 O2 %5 CO2 içeren gaz karışımı Antgaz 

Kan şekeri ölçüm cihazı ACCU-CHEK® Performa 

Buz makinesi Hoshizaki FM120DE 

Otoklav ALP 

Santrifüj Hettich, Rotina 35R 

Santrifüj (Soğutmalı) Hettich, Micro200R 

Dikey elektroforez Bio-Rad 

Güç kaynağı Bio-Rad 

Orbital çalkalayıcı Yellow line 

Kuru ısıtıcı Major science 

Laminer akış kabini Holten 

İnkübatör Sanyo 

Mikroplak okuyucu Spektramax 190 

pH metre Isolab, Mettler Toledo 

Manyetik karıştırıcı Isolab, Heidolph 
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Çizelge 2.1. Cihazlar (devam) 

Kullanılan Malzeme Marka-Model 

Kaba terazi Scaltec, SBA61  

Hassas terazi Kern 

Çeşitli hacimlerde otomatik pipetler Eppendorff, Gilson, Microlit 

Etüv Blue Pard, PH050A 

Inverted mikroskop Leica 

Vortex Velp Scientifica 

Hücre kazıyıcı (Cell Scraper) Greiner 

 

 

 

2.1.2. Kimyasal Maddeler  

 

 

Kullanılan kimyasal maddeler Çizelge 2.2’de listelenmiştir. 

Çizelge 2.2. Kimyasal Maddeler 

KİMYASAL MARKA KATALOG NO 

Sıçan yemi  Purina  - 

STZ Sigma #S0130 

İzoprenalin Sigma #I5627 

Heparin Nevparin, Mustafa Nevzat - 

DMSO (Dimetil sülfoksit) Merck #317275 

Proteaz inhibitör kokteyli Cell Signaling Technologies #5871 

Sodyum ortovanadat Sigma #450243 

RIPA (Radyoimmünopresipitasyon 
tampon çözeltisi) 

VWR Life Science # 97063-270 

BCA (Bikinkoninik asit) protein miktar 
tayini kiti 

Thermo Fisher Scientific #23225 

%30 Akrilamid/Bis solüsyonu (5:1) Bio-Rad #161-0158 

Amonyum persülfat (APS) Bio-Rad #1610700 

TEMED (Tetrametiletilendiamin) Bio-Rad #1610801 

SDS (Sodyum dodesil sülfat) Bio-Rad #1610302 
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Çizelge 2.2. Kimyasal Maddeler (devam) 

KİMYASAL MARKA KATALOG NO 

Yükleme jel solüsyonu Bio-Rad #161-0799 

Ayırıcı jel solüsyonu Bio-Rad #161-0798 

Tween20 Bio-Rad #161-0781 

Protein standardı Bio-Rad #161-0374 

TBS (Trisle tamponlanmış salin) Bio-Rad #1706435 

TG (Tris/Glisin) Bio-Rad #161-0734 

TGS (Tris/Glisin/SDS) Bio-Rad #161-0732 

Metanol LiChrosolv #67-56-1 

PVDF (Polivinilidin florür) membran Bio-Rad #162-0177 

Nitroselülöz membran Bio-Rad #162-0112 

BSA (Sığır serum albumini) Equitech-Bio #BAH66 

ECL (Artırılmış kemilüminesans) reaktifi 
(Clarity) 

Bio-Rad #1705060 

ECL Reaktifi (Clarity max) Bio-Rad #1705062 

βarr1 siRNA Santa Cruz Biotechnology #sc-29742 

βarr2 siRNA Santa Cruz Biotechnology #sc-29743 

Kontrol siRNA Santa Cruz Biotechnology #sc-37007 

siRNA transfeksiyon reaktifi Santa Cruz Biotechnology #sc-29528 

siRNA transfeksiyon mediumu Santa Cruz Biotechnology #sc-36868 

FBS (Fetal sığır serumu) Biowest #S1810 

PBS (Fosfat tamponlu salin) Biological Industries # 02-020-1A 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium, yüksek glukoz) 

Biowest #L0103 

Penisilin-Streptomisin çözeltisi Biowest #L0018 

Tripsin  HyClone #SH30042.01 

Tripan mavisi Lonza #17-942E 

HK kolorimetrik aktivite ölçüm kiti  Sigma #MAK091 

PFK kolorimetrik aktivite ölçüm kiti Sigma #MAK092 

PK kolorimetrik aktivite ölçüm kiti  Sigma #MAK072 
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2.1.3. Antikorlar 

 

 

Kullanılan antikorlar Çizelge 2.3’te listelenmiştir. 

 

Çizelge 2.3. Antikorlar 

ANTİKOR MARKA KATALOG NO 

Fosforile-ERK (pERK) Cell Signaling Technologies #9101 

Total-ERK (tERK) Cell Signaling Technologies #9102 

βarr1 Cell Signaling Technologies #30036 

βarr2 Cell Signaling Technologies #3857 

TFAM Thermo Fisher Scientific #PA5-75926 

GLUT1 Thermo Fisher Scientific #PA1-1063 

PGC1α Thermo Fisher Scientific #PA1-31202 

PPARα Thermo Fisher Scientific #PA1-32484 

CD36 Thermo Fisher Scientific #PA1-16813 

HRP (horseradish peroksidaz) 
bağlı anti-tavşan ikincil antikor 

Cell Signaling Technologies #7074 

 

 

 

2.2. Sıçanlarda Gerçekleştirilen Çalışmalar  

 

 

Sekiz haftalık 200-250 g ağırlığında Sprague Dawley erkek sıçanlar Bilkent 

Üniversitesi Deney Hayvanları Ünitesi’nden satın alınmıştır. Sıçanlar, A.Ü. Eczacılık 

Fakültesi Farmakoloji Anabilim Dalı'nda, 12 saat aydınlık-12 saat karanlık ortamda, 

22±1°C sıcaklıkta ve %30-70 nem oranına sahip steril ünitelerde barındırılmıştır. Bir 

hafta süre ile sıçanların deney ortamına alışmaları sağlanmıştır. Deney grupları her 

grupta bulunan sıçanların ortalama beden ağırlıkları benzer olacak şekilde 

oluşturulmuştur.  
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Deneylerde toplam 76 hayvan kullanılmıştır. Hayvanların bir bölümüne 

literatür bilgilerine uygun olarak 40 mg/kg, tek doz intraperitoneal (i.p) Enjeksiyonla 

STZ uygulanmıştır (Furman, 2015). Enjeksiyondan 72 saat sonra sıçanların 

kuyruklarından alınan kanla kan şekeri ölçülmüş, diyabet oluşumu doğrulanmıştır. 

Kan şekeri 300 mg/dl ve üzeri olan hayvanlar diyabet kabul edilmiştir. Hayvanların 

kan şekerleri ve beden ağırlıkları haftalık olarak takip edilmiştir. Diyabet 

oluşturulduktan sonra 12 hafta beklenerek sıçanlarda kardiyovasküler bozuklukların 

oluşması sağlanmıştır. Sekizinci haftadan itibaren karvedilol tedavisine başlanmıştır 

(Şekil2.1).

 

Şekil 2.1. Sıçanlarda Gerçekleştirilen İşlemler 

Deney hayvanları Çizelge 2.4’teki gibi gruplandırılmış ve tedavi gruplarına 

dört hafta boyunca oral yolla 10 mg/kg/gün dozda (Huang ve ark., 2007) karvedilol 

uygulanmıştır. Kontrol ve STZ-diyabet grubuna karvedilolün süspande edildiği 

karboksimetil selülöz uygulanmıştır. 12 haftalık süresinin sonunda hayvanlar feda 

edililerek deneyler gerçekleştirilmiştir. 
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Çizelge 2.4. Deney Grupları 

Gruplar 1.Set 2.Set 

Kontrol Grubu (K) 6 10 

Kontrol + karvedilol tedavisi (KK) 6 10 

STZ-diyabetik (D) 8 14 

STZ-diyabetik + karvedilol tedavisi (DK) 8 14 

Çalışmalar iki set halinde tasarlanmıştır. Ön çalışmalar, diyabetik 

kardiyomiyopati oluşturulabilmesi ya da karvedilol ile tedavi edici etkinlik 

belirlenememesi durumunda deneysel düzenlemeler yapılabilebilmesi amacıyla 

tasarlanmıştır. Bu değerlendirme sonrasında gruplar ve tedavi protokolünde 

değişiklik yapılmasına gerek duyulmadığı ortaya çıkmış ve aynı gruplar ikinci sette 

yeniden oluşturulmuştur. Protokol değişikliği yapılmadığı için tüm sonuçlar her iki 

sette elde edilen verilerin birleştirilmesi ile analiz edilmiştir. 

 

 

 

2.2.1. Kalp Atım Hızı ve Kan Basıncı Parametrelerinin Ölçülmesi 

 

 

Tedavinin birinci ve üçüncü haftalarının sonunda kan basıncı ve kalp atım hızı 

parametreleri Tail-cuff metodu ile ölçülmüştür. Bu yönteme göre sıçanlar öncelikle 

15 dakika (dk) 35°C sıcaklıktaki özel dolaplarda bekletilmiş ve ardından hareketsiz 

kalmalarını sağlayacak küçük bölmelere (restrainer) alınmıştır. Manşet sıçanların 

kuyruklarına takılmış ve sistem otomatik kan basıncı aletine bağlanmıştır. Cuff 

otomatik olarak şişirildikten sonra boşalma esnasında sistolik ve diyastolik kan 

basıncı otomatik olarak kaydedilmiştir. Her ölçüm en az üç kere tekrarlanmış ve bu 

tekrarların ortalaması alınmıştır.  
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2.2.2. Langendorff Yöntemi ile Kalp Fonksiyonlarının Değerlendirilmesi  

 

 

STZ-diyabet ve karvedilol tedavisinin kalp fonksiyonuna etkisi Langendorff 

perfüzyon yöntemi ile incelenmiştir. Ketamin (90 mg/kg)/ksilazin (10 mg/kg) ile 

anestezi edilen sıçanların göğüs kafesleri açılarak kalpleri çıkarılmış ve kalpler buzlu 

Krebs-Henseleit (Krebs: NaCl 120, NaHCO3 25, Glukoz 10, KCl 4,8, KH2PO4 1,2, 

MgSO4 1,25, CaCl2 1,25 mmol/L) çözeltisine konulmuştur. Daha sonra kalp, 

çevresindeki dokulardan temizlenmiş ve aortadan Langendorff kanülüne takılmıştır 

(Şekil 2.2). Kalpler sabit basınçta (75-80 mmHg), Krebs-Henseleit çözeltisi ile 

perfüze edilmiştir. Perfüzyon sıvısının sıcaklığı sirkülatörlü su banyosu kullanılarak 

37°C’de, pH’sı ise %95 O2 + %5 CO2 ile 7,4’te sabit tutulmuştur. Kalbin fonksiyonel 

performansının göstergelerinden olan sol ventrikül diyastolik basıncı (left ventricular 

diastolic pressure, LVDP), +dp/dt (Sol ventrikül kasılma hızı) ve -dp/dt (Sol 

ventrikül gevşeme hızı) değerlerini ölçmek için basınç ölçüm cihazına (pressure 

transducer) bağlı olan lateks balon sol ventrikül içine yerleştirilmiştir. Balonun 

içindeki hacim sol ventrikül diyastol sonu hacmi (left ventricular end diastolic 

pressure, LVEDP) 10 mmHg’ye ayarlanmıştır. Apekse yerleştirilen elektrot ile 

kalpler dk’da 300 atım olacak şekilde uyarılmıştır. Bazal LVDP değerleri, kalplerin 

bu koşullarda 20 dk boyunca çalıştırılmasından sonra kaydedilmiştir. Bundan sonra 

artan dozlarda (10-11 M-10-5 M) izoproterenol uygulanarak kalplerin bu agoniste 

yanıtları incelenmiştir. Kalbe gönderilen perfüzat artan akışa göre ayarlanmış ve 

dozlar yaklaşık olarak aşağıdaki miktarlarda kalbe ulaştırılmıştır: 

10-11 M 10 ml; 2,47x10-5 µg 

10-10 M 12 ml; 2,964x10-4 µg 

10-9 M 14 ml; 3,458x10-3 µg 

10-8 M 16 ml; 3,952x10-2 µg 

10-7 M 18 ml; 0,4446 µg 

10-6 M 20 ml; 4,94 µg 

10-5 M 22 ml; 5,434 µg 
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Krebs çözeltisi ile yıkanan kalplerde izoproterenol ortamdan uzaklaştırılmıştır. 

Tüm parametreler bazal değerlere ulaştıktan sonra kalpler 10-5 M karvedilol ilave 

edilmiş Krebs ile 10 dk perfüze edilmiştir. Böylece bu kalplerde karvedilolün olası 

akut etkileri de değerlendirilmiştir. LVDP, +dp/dt, -dp/dt değerleri MP100 veri-kayıt 

sistemi ile kaydedilip sonrasında analizleri yapılmıştır.  

 

Şekil 2.2. Kalbin Langendorff Sistemine Takılması. 

 

 

 

2.2.3. β Arrestin 1, β Arrestin 2 ve ERK Miktar Tayinleri  

 

 

12 haftalık deney süresinin sonunda sıçanlardan izole edilen sol ventrikül ve 

iskelet kası dokularında βarr1 ve βarr2 miktarları; sol ventrikül dokusunda ise βarr 

aktivasyonunun göstergelerinden biri olan ERK fosforilasyonu protein düzeyinde 

Western blot yöntemiyle incelenmiştir. STZ-diyabet ya da karvedilol tedavisinin bu 

proteinleri nasıl etkilediği saptanmıştır.  

 

 

  



48 

 

2.2.4. Substrat Metabolizmasında Görev Alan Biyokimyasal Yolakların ve 

Proteinlerin İncelenmesi  

 

 

Diyabette insülin eksikliği ya da insülinin dokularda yeterince kullanılamaması 

nedeniyle ortaya çıkan metabolik değişiklikler iyi karakterize edilmiştir (Fillmore ve 

ark., 2014 ve Samuel ve Shulman, 2016). Tip 1 diyabet modeli olan STZ-diyabetik 

sıçanlarda ortaya çıkan kardiyovasküler hasarlar ve metabolik değişiklikler de 

bilinmektedir.  

 

 

Karvedilol tedavisi ile glukoz kullanımında ortaya çıkan değişikliklerin 

biyokimyasal mekanizmasının aydınlatılması için glikoliz hızını belirleyen PFK ve 

HK enzimleri ile bu yolağın geri-dönüşümsüz basamaklarından biri olan PK 

(Salway, 1999) enzimlerinin aktiviteleri incelenmiştir. PFK ve PK enzimlerinin 

aktiviteleri sol ventrikül ve çizgili kasta, HK enzim aktivitesi ise sol ventrikül 

dokusunda gerçekleştirilmiştir. Enzimlerin katalize ettiği reaksiyonlarda oluşan 

ürünler, kolorimetrik miktar tayini esasına dayanan kitler yardımıyla ölçülmüştür. 

STZ-diyabet ve karvedilol tedavisinin, glukoz taşıyıcıları üzerine etkisini 

değerlendirmek için GLUT-1 miktarları sol ventrikül ve iskelet kasında Western blot 

yöntemiyle değerlendirilmiştir.  

 

 

STZ-diyabet ve karvedilol tedavisinin yağ asidi metabolizması üzerine etkisini 

değerlendirmek amacıyla yine sol ventrikül ve iskelet kası dokularında PPARα ve 

CD36 miktarları Western blot yöntemiyle ölçülmüştür. 
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2.3. Hücre Kültürü Çalışmaları 

 

 

Bu çalışmalarda β-AR’lere ek olarak α-AR’leri de taşıdıkları bilinen C2C12 

hücreleri kullanılmıştır (Hsu ve ark., 2004 ve Ryall ve ark., 2010). C2C12 

hücrelerinde karvedilol uygulamasının glikolizi stimüle ettiği ve yağ asidi 

oksidasyonunu baskıladığı daha önce gösterilmiştir (Onay-Besikci ve ark., 2012). 

Substrat metabolizmasındaki değişimlerin göstergesi olan proteinlerin karvedilolden 

nasıl etkilendiği bu hücre grubunda incelenmiş, βarr1 ve βarr2 proteinlerinin 

susturulmalarının hücrelerin metabolizması üzerine etkisi değerlendirilmiş ve 

substrat metabolizmasında değişikliklere neden olan biyokimyasal yolaklar 

incelenmiştir. 

 

 

Hücreler, üretici firmanın önerisi doğrultusunda %10 (v/v) serum, 100 U/ml 

penisilin G ve 100 µg/ml streptomisin içeren ve bu hücreler için optimize edilmiş 

ortamda (yüksek glikozlu DMEM) inkübe edilmişlerdir. Yüzeye tutunma özelliğinde 

olan hücrelerin çoğaltılmaları standart yöntemlerle (tripsinizasyon) 

gerçekleştirilmiştir. Hücreler 37°C’de %5 karbondioksit içeren inkübatörde 

saklanmışlardır.  
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2.3.1. β Arrestin 1 ve β Arrestin 2 Proteinlerinin Susturulması ve Bunun 

Doğrulanması 

 

 

βarr1 ve βarr2 proteinleri, hücreye özgü siRNA ve negatif kontrolleri ile üretici 

firmanın önerdiği uygun transfeksiyon protokolleri kullanılarak susturulmuştur (β 

arrestin knockdown)  (Erickson ve ark., 2013 ve Shenoy ve ark., 2006). Hücreler altı 

kuyulu kültür plağına, her kuyuda 2x105 hücre olacak şekilde antibiyotik içermeyen 

besiyeri ile ekilmiştir. Firma tarafından sentezlenen βarr1 ve βarr2 siRNA, 

transfeksiyon besiyeri içinde 70 nM konsantrasyonda hazırlanmıştır. Bir başka tüpte 

de transfeksiyon reaktifi, transfeksiyon besiyeri içinde hazırlanmıştır. Bu iki çözelti 

karıştırılarak 30 dk oda sıcaklığında bekletilmiş, ardından hücrelere uygulanmıştır. 

Yirmi dört saatlik transfeksiyondan sonra taze besiyeri ile transfeksiyon ortamı 

değiştirilmiş; 72 saat sonunda hücreler 10 µM karvedilol (Wisler ve ark., 2007) ile 1 

saat ya da 1 µM adrenalin (Du ve ark., 2010) ile 5 dk inkübe edilmiştir. Daha sonra 

hücreler PBS ile yıkanmış ve RIPA çözeltisi ile parçalanmıştır (lizis). BCA yöntemi 

ile protein miktar tayinleri yapılmış ve örnekler Western blot deneylerine hazır hale 

getirilmişlerdir.  

 

 

GRK/βarr stimülasyonu ile başlayan sürecin sonuçlarından biri ERK 

fosforilasyonudur ve biased agonistlerin incelenmeleri sırasında belirteç olarak ERK 

fosforilasyonu sıklıkla kullanılmaktadır (Erickson ve ark., 2013 ve Wisler ve ark., 

2007). Uygulanan yöntemin hedef proteinleri susturduğu (βarr1 ve βarr2) ve bunun 

sonucu olarak ERK fosforilasyonunun azaldığının gösterilmesi için kontrol siRNA 

(scrambled siRNA), βarr1 ve βarr2 siRNA uygulanmış hücrelerde; βarr1, βarr2 ve 

ERK’e özgü antikorlar kullanılarak Western blot yapılmıştır. Bir biased agonist 

olduğu kabul edilen karvedilol hücre içinde uyardığı sinyalleri G-proteini aracılığı ile 

yapmadığı için β ve α reseptörlerin hücre içindeki ikincil ulakları olan, sırasıyla 

cAMP (siklik adenozin monofosfat) ve IP3 (inozitol 3-fosfat) oluşumuna etki etmesi 

beklenmemektedir. Bunun gösterilmesi için kontrol ve susturulmuş hücrelerde 
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karvedilol uygulamasından sonra cAMP ve IP3 miktarı ölçülmüştür. Bu ölçümler 

antijen-antikor etkileşmesi esasına dayanan kitler [ELISA (İmmünoenzimatik 

Yöntem)] yardımıyla spektrofotometrik olarak gerçekleştirilmiştir. Pozitif kontrol 

amacıyla bu incelemeler adrenalin varlığında da yapılmıştır.     

 

 

 

2.3.2. Karvedilol ve β Arrestin Proteinlerinin Substrat Metabolizmasına 

Etkisinin Değerlendirilmesi 

 

 

Karvedilol ve βarr proteinlerinin glukoz kullanımına katkılarının 

değerlendirilmesi için glikoliz hızına etki eden glukoz taşıyıcılarından biri olan 

GLUT1 miktarları Western blot yöntemiyle belirlenmiştir. GLUT1 tüm memeli 

hücrelere bazal glukoz taşınmasında görevlidir (TeSlaa ve Teitell, 2014). 

 

 

βarr1’in PPARγ ile etkileşerek gen transkripyonunu etkilediği gösterilmiştir. 

PPARγ’nın hedef genlerinden olan ve endotel hücreler ve kardiyomiyositlerde hücre 

içine yağ asidi taşınmasında görevli CD36 proteininin mRNA düzeyleri βarr1 genleri 

silinmiş adipozit hücrelerde artmış, βarr1-tg hücrelerde ise azalmıştır (Zhuang ve 

ark., 2011a). PPARγ gibi PPARα da metabolik homeostaza önemli katkı 

sağlamaktadır ve oksidasyon kapasitesi yüksek karaciğer, kahverengi adipoz doku, 

iskelet kası ve kalp gibi dokularda ekspresyonu yüksektir (Braissant ve ark., 1996). 

Mitokondriye yağ asidi transferini düzenleyen CPT1 ve 2, ayrıca yağ asitlerinin 

mitokondride gerçekleşen β-oksidasyon reaksiyonlarında görevli enzimler (açil KoA 

dehidrojenazlar gibi) PPARα tarafından transkripsiyonel olarak kontrol edilmektedir 

(Rakhshandehroo ve ark., 2010). Bu nedenle, karvedilolün metabolik etkilerini ve 

buna βarr proteinlerinin katkısını değerlendirmek için PPARα ekspresyonu protein 

düzeyinde incelenmiştir. Bu incelemeler, hem kontrol hem de βarr susturulmuş 
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hücrelerde gerçekleştirilmiştir. PPARα ve CD36 miktarı Western blot yöntemiyle 

ölçülmüştür.  

 

 

 

2.3.3. Karvedilol ve β Arrestin Proteinlerinin Mitokondriyal Biyojeneze 

Etkisinin Değerlendirilmesi 

 

 

Karvedilol tedavisinin mitokondriyal biyojeneze etkisinin ve varsa bu etkilere 

βarr proteinlerinin aracılık edip etmediklerinin değerlendirilmesi için kontrol ve βarr 

susturulmuş hücrelerde PGC-1α ve TFAM protein miktarı Western blot yöntemiyle 

incelenmiştir.  

 

 

 

2.4. Western Blot 

 

 

Sıvı nitrojen ile dondurulan ve -80˚C’de saklanan dokular, sıvı nitrojen içinde 

(-196°C) toz edilmiş ve içinde RIPA çözeltisi, fosfataz inhibitörü sodyum orto-

vanadat (Na2VO3, 200 nM) ve proteaz inhibitör kokteyli (1:100) bulunan tüplere 

alınmıştır. Ultrasonik homojenizatör kullanılarak dokular homojenize edilmiş ve 

+4˚C’de 2 saat boyunca çalkalanmıştır. +4˚C’de 16 000xg’de 30 dk santrifüj 

edildikten sonra süpernatant ayrılmış ve sonraki analizler için -80˚C’de saklanmıştır. 

C2C12 hücreler homojenize edilirken, kuyulardan kazıyıcı (cell scraper) yardımı ile 

kaldırılmış, pipetaj yapılarak parçalanmaları ve homojenizasyonları sağlanmıştır. 

Bundan sonra +4˚C’de 16 000xg’de 30 dk’lık santrifüj uygulanmış, süpernatant 
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ayrılmıştır. Bu lizatlarının protein miktar tayinleri kolorimetrik esasa dayanan BCA 

yöntemi ile yapılmıştır.  

 

 

Örnek lizatları ve denatürasyon çözeltisinin (Laemmli Sample Buffer) karışımı, 

jele yüklenecek her örnekte eşit miktarda protein olacak şekilde hazırlanmıştır. 

Denatürasyonun gerçekleşmesi için örnekler 37°C’de 30 dk bekletilmiştir.   

 

 

SDS-Jel elektroforezi için örnekler incelenecek proteinin molekül ağırlığına 

uygun olarak %8, %10 ya da %12,5 konsantrasyonlarda hazırlanmış poliakrilamid 

jele yüklenmiştir. Elektroforezde kullanılan jeller örneklerin yüklendiği yükleme jeli 

ve örneklerin molekül ağırlıklarına göre ayrıldığı ayrıcı jel olmak üzere iki aşamada 

hazırlanmıştır. Jel formülasyonları Çizelge 2.5 (Ayırıcı jel) ve Çizelge 2.6 (Yükleme 

jeli)’da gösterilmiştir.  

Çizelge 2.5. Ayırıcı Jel Formülasyonu 

  Ayırıcı jel; 1,5 mm;2 jel için  

  %8 (ml)  %10 (ml)  %12,5 (ml) 

Bidistile su   10,20  8,74 6,86 

Gliserol   0,56  0,56  0,56 

Tris/SDS (1,5 M, pH 8.8)   5,63  5,63 5,63 

Akrilamid/bisakrilamid (%30:%0,8)   6,00  7,50 9,38 

APS (%10)   0,11   0,11 0,11 

TEMED   0,01   0,01 0,01 
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Çizelge 2.6. Yükleme Jel Formülasyonu 

  Yükleme jeli; %4-5; 1,5 mm;2 jel için  

   (ml)  

Bidistile su   5,895 

Tris/SDS (1.5 M, pH 6.8)   2,34750 

Akrilamid/bisakrilamid (%30:%0,8)   1,03125 

APS (%10)   0,09375 

TEMED   0,00938 

 Elektroforez ile örnekler jel üzerinde molekül ağırlıklarına göre ayrıştırılmış 

ve sonrasında antikorla muamele edilmeye elverişli PVDF ya da nitroselüloz 

membranlara uygun voltajda elektrik akımı ile transfer edilmiştir. Transfer sırasında 

kullanılan tampon çözelti (1000 ml için, 100 ml TG (10x); 200 ml metanol; 700 ml 

bisidtile su) her deney için taze hazırlanmıştır.  

 

 

Membranlar spesifik olmayan antikor bağlanmalarını en aza indirmek için %3-

5 BSA tampon çözeltisi ile oda sıcaklığında bir saat çalkalanmış (bloklama işlemi) 

ve sonrasında yıkanmıştır (TBS-T; %1 Tween20 içeren 1X TBS çözeltisi). 

Membranlar, %5 BSA tampon çözeltisinde 1/1000 ya da 1/2000 konsantrasyonda 

hazırlanmış olan birincil (primary) antikorla gece boyunca, +4°C’de çalkalanmıştır. 

İnkübasyon ve rutin yıkama işlemleri (TBS-T çözeltisi ile üç kere 10’ar dk) 

sonrasında bu kez birincil antikora uygun ikincil (secondary) antikorla +4°C’de bir 

saat inkübe edilmiştir. Yıkanan membranlar ECL reaktif karışımı ile 1-2 dk muamele 

edilmiş ve kaset içinde karanlık odada röntgen filmine basılmıştır. Pozlama, 

incelenecek olan proteine göre 1 sn-30 dk arasında değişkenlik göstermiştir. Filmde 

görüntünün oluşmasından sonra (developer/fixer muamelesi) filmler yıkanmış, 

kurutulan filmdeki görüntüler taranarak Image J® programı yardımıyla bilgisayarda 

analiz edilmiştir.  
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2.5. İstatistiksel Analizler 

 

 

Veriler ortalama ±standart hata olarak gösterilmiştir. Grafiklerin oluşturulması 

ve istatistiksel analizler GraphPad Prism5 programı kullanılarak yapılmıştır. 

Hemodinamik parametreler ve Western blot çalışmalarındaki çoklu kıyaslarda tek-

yönlü ANOVA, βarr susturma işlemi sonrasında yapılan Western blot 

çalışmalarındaki çoklu kıyaslarda iki-yönlü ANOVA kullanılmıştır. ANOVA testi 

sonrasında post-hoc Bonferroni ya da Dunnett analizi yapılmıştır. Anlamlılık 

düzeyleri (p) aşağıdaki gibi belirlenmiştir: 

* p<0,05 ; ** p<0,005; ***p<0,001 

 

 

 

2.6. Yazım ve Grafiklerin Oluşturulması 

 

 

Bu tez çalışmasının yazımında Microsoft Office Word programı kullanılmıştır. 

Kaynakçanın düzenlenmesinde End Note (Sürüm 8), grafiklerin çiziminde GraphPad 

Prism5 programı kullanılmıştır.   
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3. BULGULAR 

 

 

 

3.1. Sıçanların Genel Özellikleri 

 

 

Şekil 3.1’de STZ-diyabetin ve karvedilol tedavisinin sıçanların genel 

özellikleri üzerine etkisinin ölüm anındaki değerlendirilmesi gösterilmektedir. 

Diyabetik hayvanların kan şekerleri diyabetik olmayanlara kontrolle kıyasla anlamlı 

olarak yüksektir (Şekil 3.1A). Beden ağırlığı ortalaması yaklaşık olarak eşit olacak 

şekilde oluşturulan deney gruplarının 12 haftalık deney protokolü sonrasında ölüm 

anlarında beden ağırlıkları ölçülmüştür. Diyabetik hayvanlar kontrol grubuna kıyasla 

kilo kaybetmiştir ve karvedilol tedavisinin beden ağırlığı üzerine etkisi olmamıştır 

(Şekil 3.1B). Kardiyak hipertrofinin bir göstergesi olarak kalp ağırlığının beden 

ağırlığına oranı gruplar arasında karşılaştırılmıştır. Beklendiği gibi diyabetik 

sıçanlarda bu oran kontrole göre daha yüksek bulunmuş, ne var ki karvedilol 

tedavisinin bu oran üzerinde iyileştirici etkisi olmamıştır (Şekil 3.1C).  
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Şekil 3.1. Sıçanların Genel Özellikleri 

Deney gruplarının ölüm anında belirlenen kan şekerleri (A); beden ağırlıkları (B); kalp 
ağırlığı/beden ağırlığı oranları (C). Her gruptaki örnek sayısı grup adının yanında 

belirtilmiştir.  

 

 

 

3.2. STZ-Diyabet ve Karvedilol Tedavisinin Kan Basıncı ve Kalp Atım Hızı 

Üzerine Etkisi 

 

 

Çizelge 3.1 sıçanların karvedilol tedavisinin birinci ve üçüncü haftasındaki kan 

basıncı ve kalp atım hızı değerlerini göstermektedir. Karvedilol tedavisinin etkisi 

üçüncü haftada belirgin olarak ortaya çıkmıştır. Karvedilol tedavisi uygulanan 
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kontrol sıçanlarda sistolik kan basıncı, ortalama arter basıncı ve kalp atım hızı 

anlamlı olarak azalmıştır. Diyabetik sıçanlarda ise karvedilol tedavisi yalnızca kalp 

atım hızında anlamlı bir düşüşe neden olmuştur.  

Çizelge 3.1. Sıçanların Kan Basıncı ve Kalp Atım Hızı Parametreleri.  

 

 

Tedavinin Birinci Haftası 

 

Tedavinin Üçüncü Haftası 

 

 K KK D DK K KK D DK 

Sistolik Kan 

Basıncı 

163,6± 

4,5 

n=6 

164,7± 

5,0 

n=6 

155,2± 

11,0 

n=8 

143,3± 

4,6 

n=6 

167,8± 

3,8 

n=11 

142,3± 

3,1*** 

n=11 

155,1± 

4,4 

n=15 

145,5± 

3,1** 

n=13 

Diyastolik Kan 

Basıncı 

145,8± 

3,1 

n=6 

143,0±

5,2 

n=6 

109,3± 

10,3** 

n=6 

123,2± 

5,1 

n=5 

142,8± 

3,7 

n=10 

138,6± 

4,0 

n=10 

116,9± 

2,8*** 

n=11 

120± 

4,2*** 

n=12 

Ortalama 

Arter Basıncı 

133,3± 

4,8 

n=5 

138,1±

10,6 

n=8 

153,9± 

5,0 

n=6 

154,7± 

3,6 

n=6 

160,5± 

4,4 

n=12 

135,9± 

5,2* 

n=11 

142,0± 

4,8*** 

n=16 

138,4± 

4,8* 

n=15 

Kalp Atışı 352,6± 

17,5 

n=6 

333,5± 

9,6 

n=5 

265,4±11

,5 

n=6 

265,4± 

11,5** 

n=6 

379,2± 

6,486 

n=11 

334,7± 

6,7*** 

n=10 

306,7± 

7,3*** 

n=12 

275,9± 

6,8***# 

n=12 

*,**, *** kontrole göre anlamlılık; # diyabete göre anlamlılık. Her gruptaki örnek 

sayısı ölçülen değerin yanında belirtilmiştir 

 

 

3.3. STZ-Diyabet ve Karvedilol Tedavisinin Bazal Kardiyak Parametreler 

Üzerine Etkileri  

 

 

Hemodinamik parametrelerin ve miyokard fonksiyonunun değerlendirilmesi 

için Langendorff perfüzyon modeli kullanılarak bazal değerler (Şekil 3.2) ve 

kalplerin artan dozlarda izoproterenole verdiği yanıtlar (Şekil 3.3) ölçülmüştür.  
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Bazal değerler, kalpler Langendorff sistemine asılıp 20 dk perfüze edildikten 

sonra kaydedilmiştir. Bazal değerler incelendiğinde LVDP (Şekil 3.2A) ve +dp/dt 

(Şekil 3.2B) değerlerindeki düşüş ile - dp/dt (Şekil 3.2C) değerindeki artış diyabetin 

sol ventrikül fonksiyonunu bozduğunu göstermektedir. Diyabetik hayvanlarda 

karvedilol tedavisi ±dp/dt değerlerini anlamlı olarak iyileştirmiştir.  

 

Şekil 3.2. Bazal Kalp Parametreleri.  

Langendorff perfüzyon modeli ile ölçülmüş olan LVDP (A); dp/dt (B) ve –dp/dt (C) 
değerleri gösterilmektedir. Her gruptaki örnek sayısı grup adının yanında belirtilmiştir. 
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3.4. STZ-Diyabet ve Karvedilol Tedavisinin İzoproterenol Yanıtlarına Etkisi 

 

 

Bazal değerlerin kaydedilmesinden sonra kalplerin artan dozlarda (10-11-10-5M) 

izoproterenole verdikleri yanıtları değerlendirmek için LVDP (Şekil 3.3A), +dp/dt 

(Şekil 3.3B)  ve –dp/dt (Şekil 3.3C) parametreleri incelenmiştir. İzoprenalinin hemen 

hemen tüm konsantrasyonlarında karvedilol tedavili diyabetik sıçanlarda LVDP ve 

+dp/dt değeri tedavi edilmemiş diyabetik sıçanlara göre yüksek; -dp/dt değeri ise 

düşük bulunmuştur. Benzer şekilde izoproterenolün neredeyse hiçbir dozunda LVDP 

ve ±dp/dt değerleri kontrol sıçanlar ve karvedilol tedavili diyabetik sıçanlar arasında 

farklı bulunmamıştır. İzoprenalinin 10-5 M dozunda gruplar arasında farklılık 

oluşmadığı için grafiklere yansıtılmamıştır. Karvedilol ile tedavi edilmiş diyabetik 

sıçan kalplerinin LVDP değerleri bazı dozlarda (10-9 M ve 10-6 M) kontrolden düşük; 

-dp/dt değeri ise 10-7 M dozda kontrolden yüksektir.  
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Şekil 3.3. İzoproterenol ile Elde Edilen Yanıtlar.  
LVDP (A); +dp/dt (B) ve –dp/dt (C) değerleri gösterilmektedir. Her gruptaki örnek sayısı 

parantez içinde belirtilmiştir.  
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3.5. STZ-Diyabet ve Karvedilol Tedavisinin β Arrestin Proteinleri Üzerine 

Etkisi 

 

 

STZ-diyabetin ve karvedilol tedavisinin sol ventrikülde ve iskelet kasında βarr 

proteinleri üzerine etkisininin değerlendirilmesi için Western blot yöntemi 

kullanılmıştır (Şekil 3.4). βarr1 miktarı, sol ventrikülde diyabet ya da karvedilol 

tedavisinden etkilenmezken (Şekil 3.4A); iskelet kasında diyabet ile miktarı azalmış, 

karvedilol tedavisi ile bu azalma geri çevrilmiştir (Şekil 3.4C). βarr2 miktarı ise hem 

sol ventrikülde (Şekil 3.4B) hem de iskelet kasında (Şekil 3.4D) diyabetten 

etkilenerek azalmış, karvedilol ile bu azalma engellenmiştir.  
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Şekil 3.4. β arrestin 1 ve β arrestin 2 Protein Miktarı.  
Sol ventrikülde βarr1(A) ve βarr2 (B); iskelet kasında βarr1(C) ve βarr2 (D) ekspresyonları 

ve temsili Western blot görüntüleri gösterilmektedir. Veriler β-Aktin ya da α-tubulin ile 

normalize edilmiştir. Her gruptaki örnek sayısı grup adının yanında belirtilmiştir.  
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3.6. STZ-Diyabet ve Karvedilol Tedavisinin ERK Aktivasyonu Üzerine Etkisi 

 

 

Karvedilolün βarr proteinleri aracılığı ile ERK fosforilasyonunu tetiklediği 

bilinmektedir (Wisler ve ark., 2007). Karvedilol ve βarr-aracılı etkilerin 

değerlendirilmesi için sol ventrikülde ERK fosforilasyonu incelenmiştir (Şekil 3.5A). 

Ayrıca, kontrol ve diyabetik kalplerin bir kısmına Langendorff düzeneğinde akut 

olarak 10-5M karvedilol uygulanmış ve bu kalplerde de ERK fosforilasyonu 

değerlendirilmiştir (Şekil 3.5B). Diyabetin ERK fosforilasyonunu anlamlı bir şekilde 

artırdığı bulunmuş, karvedilol tedavisinin bu artışı ortadan kaldırdığı tespit edilmiştir.  

İlginç bir şekilde, akut olarak uygulanan karvedilol –kronik tedavinin aksine- ERK 

fosforilasyonunda artışa neden olmuştur.  

 

Şekil 3.5. Sol Ventrikülde ERK Fosforilasyonu.  
Karvedilol tedavisinin (A) ve akut karvedilol uygulamasının (B) ERK fosforilasyonu üzerine 

olan etkisi ve temsili Western blot görüntüleri gösterilmektedir. Fosforile ERK değerleri 

total-ERK değerleri ile normalize edilmiştir. Her gruptaki örnek sayısı grup adının yanında 

belirtilmiştir. (KKakut: Langendorff sisteminde akut olarak karvedilol uygulanmış kontrol 
kalpler; DKakut: Langendorff sisteminde akut olarak karvedilol uygulanmış diyabetik kalpler) 
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3.7. STZ-Diyabet ve Karvedilol Tedavisinin Yağ Asidi Kullanımı Üzerine Etkisi 

 

 

Yağ asidi metabolizması göstergelerinden biri olan CD36 protein miktarı sol 

ventrikülde (Şekil 3.6A) ve iskelet kasında (Şekil 3.6C) değerlendirilmiştir. Diyabet, 

CD36 miktarını her iki dokuda da artırmıştır. Karvedilol tedavisi ise CD36 protein 

düzeyinin kontrol seviyesine inmesini sağlamıştır. 

 

   

Yağ asidi metabolizmasının bir diğer göstergesi olarak PPARα proteini de 

değerlendirilmiştir. İskelet kasında diyabet, PPARα miktarını artırmıştır ve bu artış 

karvedilol tedavisi ile önlenmiştir (Şekil 3.6D).  Sol ventrikülde PPARα gruplar 

arasında farklılık göstermemiştir (Şekil 3.6B). 
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Şekil 3.6. Yağ Asidi Metabolizmasında Görev Alan Proteinler.  
Sol ventrikülde CD36 (A) ve PPARα (B) ekspresyonları; iskelet kasında CD36 (C) ve 

PPARα (D) ekspresyonları ve temsili Western blot görüntüleri gösterilmektedir. Veriler β-

aktin ya da GAPDH ile normalize edilmiştir. Her gruptaki örnek sayısı grup adının yanında 

belirtilmiştir.  
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3.8. STZ-Diyabet ve Karvedilol Tedavisinin Glukoz Kullanımı Üzerine Etkisi 

3.8.1. Glikoliz Enzimlerinin Aktivitesi 

 

 

Glukoz kullanımının değerlendirilmesi için sol ventrikülde ve iskelet kasında 

karbohidrat metabolizmasında önemli rolü olan bazı enzimlerin aktiviteleri 

incelenmiştir. HK (Şekil 3.7A) ve PFK (Şekil 3.7B ve Şekil 3.7C) aktiviteleri gruplar 

arasında farklılık göstermemiştir. Karvedilol tedavisi uygulanan kontrol ve diyabetik 

hayvanlarda kendi kontrol gruplarına kıyasla PK aktivitesinin arttığı gösterilmiştir 

(Şekil 3.7D). İskelet kasında karvedilol tedavisi ile PK aktivitesi artmış gibi gözükse 

de bu artış istatistiksel olarak anlamlı değildir  (Şekil 3.7E).  
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Şekil 3.7. Glikoliz Enzimlerinin Aktiviteleri.  
Sol ventrikülde HK aktivitesi (A); Sol ventrikül (B) ve iskelet kasında (C) PFK aktivitesi; sol 

ventrikül (D) ve iskelet kasında (E) PK aktivitesi gösterilmiştir. Her gruptaki örnek sayısı 

grup adının yanında belirtilmiştir.  
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3.8.2. Glukoz Taşıyıcı Proteinlerin Seviyeleri 

 

 

Hücre içine glukoz alınmasından sorumlu olan taşıyıcılardan biri olan GLUT1 

miktarı sol ventrikül dokusunda (Şekil 3.8A) ve iskelet kasında (Şekil 3.8B) 

değerlendirilmiş ancak gruplar arasında farklılık bulunamamıştır.  

 

 

Şekil 3.8. Glukoz Taşıyıcı Proteinler.  
Sol ventrikül dokusunda (A) ve iskelet kasında (B) GLUT1 miktarları ve temsili Western 

blot görüntüleri gösterilmektedir. Veriler β-aktin ile normalize edilmiştir. Her gruptaki örnek 

sayısı grup adının yanında belirtilmiştir.  
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3.9. C2C12 Hücrelerinde Karvedilol ve Adrenalinin ERK Aktivasyonu 

Üzerindeki Etkileri 

 

 

ERK fosforilasyonu hem G-proteinleri hem de βarr proteinleri aracılığı ile 

gerçekleşebilmektedir (Luo ve ark., 2008) . Karvedilol bir βarr biased agonist olarak 

ERK fosforilasyonunu βarr proteinleri aracılığı ile uyarırken, adrenalin bu uyarıyı G-

proteinleri aracılığı ile yapmaktadır. Karvedilol ve adrenalin ile ERK 

fosforilasyonunun kaçıncı dakikada maksimum değere ulaştığının belirlenmesi için 

bu ligandlar hücrelere farklı sürelerde uygulanmıştır. Karvedilol uygulamasını 

takiben belirli aralıklarla toplanan lizatlarda değerlendirilen ERK fosforilasyonu 60. 

dk’da en yüksek değerine ulaşmıştır (Şekil 3.9A). Benzer uygulama adrenalin için de 

yapılmış ve en yüksek değer 5. dk’da gözlenmiştir (Şekil 3.9B). Bu nedenle diğer 

işlemler için karvedilol ile 60 dk, adrenalin ile 5 dk inkübasyon gerçekleştirilmiştir.  

 

 

Şekil 3.9. ERK Aktivasyonunun Zamana Bağlı Olarak Değişimi.  

Karvedilol (A) ve adrenalin (B)  ile inkübasyon sonrasında ERK aktivasyonu ve temsili 

Western blot görüntüleri gösterilmektedir. Veriler tERK ile normalize edilmiştir. Her 

gruptaki örnek sayısı grup adının yanında belirtilmiştir.  
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3.10. C2C12 Hücrelerinde β Arrestin Proteinlerinin Susturulmasının 

Doğrulanması 

 

 

Üretici firma tarafından sentezlenen  βarr proteinlerine özgü siRNA 

(βarr1siRNA ve βarr2siRNA) ve negatif kontrol siRNA (KsiRNA) uygulanan 

hücrelerde βarr proteinlerinin susturulmasının doğrulanması için Western blot 

yöntemi kullanılmıştır. Beklendiği gibi siRNA uygulamasından sonra βarr1 (Şekil 

3.10A) ve βarr2 (Şekil 3.10B) proteinlerinin miktarı kontrol hücrelere ve KsiRNA 

uygulanmış hücrelere göre anlamlı şekilde azalmıştır.  

 

 

Hiçbir işlem uygulanmamış hücreler ile KsiRNA uygulanmış hücreler arasında 

βarr proteinleri açısından bir fark bulunmadığından, bundan sonraki işlemlerde hiç 

işlem yapılmamış hücreler kullanılmamıştır.  

 

 

Kontrol hücrelerde karvedilol uygulaması ERK fosforilasyonunda anlamlı bir 

artışa neden olurken; βarr1 (Şekil 3.10C) ve βarr2 (Şekil 3.10D) proteinlerinin 

susturulduğu hücrelerde fosforilasyon gerçekleşmemiştir.  
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Şekil 3.10. β arrestin Proteinlerinin Susturulması.  

İşlem yapılmamış hücreler, KsiRNA uygulanmış hücreler ve βarr1 (A) ve βarr2 (B) siRNA 
uygulanmış hücrelerde sırasıyla βarr1 ve βarr2 protein miktarı; KsiRNA uygulanmış hücreler 

ve βarr1 (C) ve βarr2 (D) siRNA uygulanmış hücrelerde fosforile ERK protein miktarı ve 

temsili Western blot görüntüleri gösterilmiştir. Veriler GAPDH ya da tERK ile normalize 

edilmiştir. Her gruptaki örnek sayısı parantez içinde belirtilmiştir. (K: Kontrol; KsiRNA: 
Negatif kontrol siRNA uygulanmış hücreler; βarr1siRNA: βarr1 proteini susturulmuş 

hücreler; βarr2siRNA: βarr2 proteini susturulmuş hücreler) 
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3.11. C2C12 Hücrelerinde Karvedilol ve Adrenalinin G-proteini Aracılı İkincil 

Ulaklar Üzerine Etkileri  

 

 

Selektif α1-AR ve selektif olmayan β-AR blokörü olan karvedilolün, Gs 

proteinin ikincil ulağı cAMP’ı ya da Gq proteininin ikincil ulağı IP3’ü uyarmaması 

beklenmektedir.  Karvedilolün agonist-benzeri etkilerinin G-proteinleri aracılığı ile 

olmadığının gösterilmesi için, ikincil ulaklar üzerine etkileri pozitif kontrol adrenalin 

ile kıyaslanmıştır. Beklendiği gibi karvedilol cAMP miktarlarını, adrenalin gibi 

uyarmamıştır (Şekil 3.11A ve Şekil 3.11B). Örnek sayısının az olmasından dolayı 

istatistiksel olarak anlamlı değilse de adrenalin uygulanan hücrelerde IP3 

seviyelerinin görece yüksek olduğu gözlenmiştir  (Şekil 3.11C ve Şekil 3.11D).  

 

Şekil 3.11. Karvedilol ve Adrenalin Uygulamasından Sonra cAMP ve IP3 Miktarları. 
Kontrol siRNA uygulanmış hücrelerde ve βarr1(A) and βarr2 (B) susturulmuş hücrelerde 

cAMP seviyeleri; kontrol siRNA uygulanmış hücrelerde ve βarr1(C) and βarr2 (D) 

susturulmuş hücrelerde IP seviyeleri gösterilmektedir. Bütün gruplardaki örnek sayısı 3’tür.  
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3.12. C2C12 Hücrelerinde β Arrestin Proteinlerinin Susturulmasının Substrat 

Metabolizmasında Rolü Olan Proteinlere Etkisi  

 

 

KsiRNA uygulanmış hücreler ile βarr proteinleri susturulmuş hücrelere 

karvedilol uygulaması yapılarak metabolizmada rolü olan proteinlerin değişimi 

değerlendirilmiştir. Bu amaçla yağ asidi kullanımını gösteren proteinlerden CD36 ve 

PPARα; glukoz kullanımını gösteren proteinlerden GLUT1 miktarları 

değerlendirilmiştir.  

 

 

 

3.12.1. Yağ Asidi Kullanımına Etkisi 

 

 

KsiRNA grubunda karvedilol uygulanması CD36 protein miktarında azalmaya 

yol açarken; βarr1 proteinlerinin susturulduğu grupta bu azalma gözlenmemiştir 

(Şekil 3.12A). Bu azalma eğilimi βarr2 susturulmuş hücrelerde de gözlenmiştir ancak 

istatistiksel anlamlılık bulunmamaktadır (Şekil 3.12B). PPARα protein miktarları da 

βarr1 (Şekil 3.12C) ve βarr2 (Şekil 3.12D) susturulmuş hücrelerde incelenmiş, 

kontrol grubu ile aralarında farklılık tespit edilememiştir.  
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Şekil 3.12. Hücrelerde Yağ Asidi Metabolizmasında Görevli Proteinler.  
Karvedilol uygulaması ile CD36 proteininin βarr1 (A) ve βarr2 (B) susturulmuş hücrelerdeki 

değişimi; PPARα proteininin βarr1 (C) ve βarr2 (D) susurulmuş hücrelerdeki değişimi ve 

temsili Western blot görüntüleri gösterilmiştir. Her gruptaki örnek sayısı parantez içerisinde 
belirtilmiştir.  

 

 

 

3.12.2. Glukoz Kullanımına Etkisi 

 

 

Hücre içine glukoz taşınmasından sorumlu proteinlerden biri olan GLUT1 

miktarları βarr1 (Şekil 3.13A) ve βarr2 (Şekil 3.13B) susturulmuş hücrelerde 

değerlendirilmiştir ancak gruplar arasında farklılık bulunmamıştır.  
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Şekil 3.13. Hücrelerde Glukoz Taşıyıcı Proteinler.  

Karvedilol uygulaması ile GLUT1 proteininin βarr1 (A) ve βarr2 (B) susturulmuş 

hücrelerdeki değişimi ve temsili Western blot görüntüleri gösterilmiştir. Her gruptaki örnek 
sayısı parantez içerisinde belirtilmiştir.  

 

 

 

3.13. C2C12 Hücrelerinde β Arrestin Proteinlerinin Susturulmasının 

Mitokondriyal Biyojenezde Rolü Olan Proteinlere Etkisi  

 

 

Karvedilolün mitokondriyal biyojenezi tetiklediği bilinmektedir (Yao ve ark., 

2016). Bu etkisine βarr proteinlerinin katkısının değerlendirilmesi için; KsiRNA 

uygulanmış hücrelere ve βarr proteinleri susturulmuş hücrelere karvedilol 

uygulamasının ardından mitokondriyal biyojenezde kilit rol oynayan proteinlerden 

PGC1α ve TFAM protein miktarları değerlendirilmiştir. PGC1α protein miktarları 

gruplar arasında değişiklik göstermezken (Şekil 3.14A ve Şekil 3.14B), TFAM 

protein miktarı KsiRNA grubunda karvedilol uygulaması ile artmış; βarr1 (Şekil 

3.14C) ve βarr2 (Şekil 3.14D) susturulmuş hücrelerde ise bu artış gözlenmemiştir.  
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Şekil 3.14. Hücrelerde Mitokondriyal Biyojenezde Görevli Proteinler.  
Karvedilol uygulaması ile PGC1α proteininin βarr1 (A) ve βarr2 (B) susturulmuş 

hücrelerdeki değişimi; TFAM proteininin βarr1 (C) ve βarr2 (D) susurulmuş hücrelerdeki 

değişimi ve temsili Western blot görüntüleri gösterilmiştir. Her gruptaki örnek sayısı 
parantez içerisinde belirtilmiştir.  
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4. TARTIŞMA 

 

 

 

Çalışmamızda, karvedilolün STZ-diyabetik sıçanların kardiyak fonksiyonlarına 

etkisi değerlendirilmiştir. Kronik karvedilol tedavisinin ve diyabetin βarr 

proteinlerini nasıl etkilediği sıçan sol ventrikül ve iskelet kası dokusunda 

incelenmiştir. Beta arrestin biased agonizmanın göstergelerinden biri olan ERK 

fosforilasyonundaki değişimler tespit edimiştir. Karvedilolün yağ asidi ve glukoz 

kullanımına olası etkileri aynı şekilde sol ventrikül ve iskelet kası dokusunda 

değerlendirilmiştir. Beta arrestin proteinlerinin karvedilolün metabolik etkilerine 

katkısının değerlendirilmesi için siRNA metodu ile βarr proteinleri susturulmuş ve 

metabolizma ile ilgili protein miktarları tayin edilmiştir.   

 

 

Bu çalışmada, karvedilolün diyabetik sıçanlarda bazal hemodinamik 

parametreleri iyileştirdiği gösterilmiştir. Huang ve arkadaşları yaptıkları bir 

çalışmada karvedilol tedavisinin erken diyabetik kardiyak bozulmayı engellediğini 

ve bazal kardiyak fonksiyonu iyileştirdiğini göstermiştir (Huang ve ark., 2007). Bu 

çalışmada ise karvedilol tedavisine diyabet oluşumunun sekizinci haftasında 

başlanmış, kardiyak fonksiyon bozukluğunun tedavi ile geri çevrildiği gösterilmiştir. 

Oluşturduğumuz STZ-diyabet modelinin kardiyak fonksiyonları bozduğu, LVDP ve 

+dp/dt değerlerinin kontrolden düşük, -dp/dt değerlerinin ise kontrolden fazla 

olmasından anlaşılmaktadır. Karvedilol bazal seviyelerde bu parametreleri 

düzeltmiştir.  

 

 

Kalbin artan metabolik ihtiyaca karşı yanıt verebilme kapasitesinin (miyokard 

rezervinin) değerlendirilmesi için artan dozlarda β-agonist uygulanması literatürde  

kullanılan bir yöntemdir (Bombicino ve ark., 2016 ve Jain ve ark., 2001). Kalplerin 

performansına ilişkin bu değerlendirmenin yapılabilmesi için bazal değerlerin 
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yanısıra, perfüzyon ortamına kümülatif olarak artan dozlarda izoproterenol eklenmiş 

ve yanıtlar değerlendirilmiştir. Hemen hemen her konsantrasyonda diyabetik 

kalplerde kontrole kıyasla +dp/dt düşük, -dp/dt değerleri ise yüksektir. Benzer 

şekilde LVDP değerleri de 10-6 M dozu haricinde diyabetik kalplerde kontrole göre 

daha düşüktür. LVDP ve  ±dp/dt değerleri karvedilol ile tedavi edilen diyabetik 

kalplerde kontrollerle aynı bulunmuştur.  Karvedilol tedavili diyabetik kalplerde 

LVDP değeri 10-6 M dozda kontrolden düşük, –dp/dt değeri ise 10-7 M dozda 

kontrollerden yüksek bulunmuş olmasına rağmen, diğer dozlarda yanıtların kontrol 

kalplerden farklı olmadığı gözlenmiştir.  

 

 

Giriş bölümünde detaylandırıldığı gibi βarr proteinleri GPCR’lerin hem 

desensitizasyonundan, hem de bazı sinyal yolaklarının aktive edilmesinden 

sorumludur (Andresen, 2011; DeWire ve ark., 2007 ve DeWire ve Violin, 2011). Bir 

ligand reseptörüne bağlandığında bu proteinlerden herhangi biri aracılığı ile sinyal 

başlatıyorsa biased ligand olarak adlandırılmaktadır (Andresen, 2011). Üçüncü 

jenerasyon β-blokörler olarak bilinen karvedilol ve nebivolol βarr biased agonist 

olarak tanımlanmıştır (Erickson ve ark., 2013 ve Wisler ve ark., 2007). Daha önce de 

değinildiği gibi karvedilol diğer β-blokörlerden farklı olarak insülin duyarlılığını 

bozmamakta, diyabete neden olmamakta ve metabolik profili iyileştirmektedir (Jacob 

ve ark., 1996; Lithell ve ark., 1992; Samuelsson ve ark., 1994 ve Torp-Pedersen ve 

ark., 2005). Ayrıca karvedilolün substrat metabolizması üzerine olan etkilerinin 

incelendiği ve propranolol, bisoprolol ve prazosin ile kıyaslandığı bir çalışmada, 

glikolizi tetiklerken yağ asidi oksidasyonunu azalttığı tespit edilmiştir (Onay-Besikci 

ve ark., 2012). Substrat metabolizması üzerindeki bu etki, karvedilolün ayrıcalıklı bir 

β-blokör olduğunu gösterse de bu etkinin mekanizmasının tespiti önemlidir. Bu tez 

çalışmasında karvedilolün substrat mekanizması üzerinde oluşturduğu etkiler βarr 

proteinleri kapsamında değerlendirilmiş ve karvedilolün βarr proteinleri aracılığı ile 

yağ asidi kullanımını azalttığı gözlenmiştir.  
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Beta-blokörlerin endojen katekolaminlerin β reseptörler aracılığı ile ortaya 

çıkardıkları etkileri engelledikleri ve β reseptör sayısını artırdıkları bilinmektedir 

(Katzung, 2015). Karvedilol de β-AR’lere antagonisttir ve kronik kullanımda 

rebound etki ile reseptör sayısının artmasına neden olur. Reseptör sayısının artması 

ise desensitizasyon mekanizmasını aktive ederek βarr proteinlerini artırmış olabilir.  

 

 

Diyabetik hayvanlarda βarr2 miktarının sol ventrikülde ve iskelet kasında, 

βarr1 miktarının ise iskelet kasında düşük olduğu gösterilmiştir. Diyabetik 

hayvanların sol ventrikül ve iskelet kas dokularında βarr2 miktarındaki bu düşüşe, 

CD36 miktarları artarak eşlik etmiştir. Bununla birlikte, PPARα seviyeleri de 

diyabetik hayvanların iskelet kasında yükselmiştir. Bu durum diyabette yağ asidi 

kullanımının arttığını göstermektedir. Karvedilol tedavisi uygulanmış diyabetik 

hayvanlarda sol ventrikül dokusunda βarr2 miktarındaki azalmanın önüne 

geçilmiştir. Ayrıca tedavi diyabette gözlenen CD36 miktarlarındaki artışı önlemiştir. 

Benzer durum iskelet kasında da gözlenmiş, karvedilol tedavisi her iki βarr 

izoformunu da kontrol seviyelerine ulaştırmıştır. Karvedilol tedavisi uygulanan 

diyabetik grupta CD36 ve PPARα seviyeleri kontrollerden farksızdır.  

 

 

Karvedilolün yağ asidi metabolizması üzerindeki bu etkileri hücre serilerinde 

de tespit edilmiştir. Kontrol siRNA uygulanmış C2C12 hücrelerde karvedilo l 

uygulaması CD36 miktarını azaltmıştır. İskelet kası öncülü olan bu hücrelerde βarr1 

proteinleri susturulduğu zaman bu azalmanın gözlenmemesi iskelet kasında 

karvedilolün bu etkisine βarr1 proteininin aracılık ettiğini göstermektedir.  

 

 

2005 yılında gerçekleştirilen bir çalışmada, New York Kalp Birliği 

sınıflandırmasına göre sınıf II ve sınıf III kalp yetmezliği olan hastalar karvedilol ile 

dört ay tedavi edilmiş, miyokardiyal yağ asidi kullanımından laktat kullanımına 
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kayma gerçekleştiği tespit edilmiştir. Araştırıcılar miyokardiyal yağ asidi kullanımı 

üzerindeki bu etkiyi sempatik aktivitenin azalması ile ilişkilendirmişler ve yağ asidi 

oksidasyonunda görev alan enzimlerin miktarının karvedilol aracılığı ile düşmüş 

olabileceği şeklinde yorumlamışlardır (Al-Hesayen ve ark., 2005). Bu tez 

çalışmasında daha önce yapılan araştırmalara benzer şekilde karvedilolün yağ asidi 

kullanımını azalttığı gösterilmiştir. Bu bilgilere ek olarak karvedilolün bu etkisinin 

mekanizmasına βarr proteinlerinin dahil olduğu ortaya çıkarılmıştır.  

 

 

Karvedilolün glikoliz hızını artırmasının glikolitik enzimlere doğrudan 

etkisinden kaynaklanıp kaynaklanmadığının belirlenmesi için glikolitik yolakta görev 

alan enzimlerin aktiviteleri ölçülmüştür. Glukozun hücre içine alınmasından sonra 

geri dönüşümsüz olarak fosforilasyonuna aracılık eden HK ve fruktoz-6-fosfatı 

frukto-1,6-difosfata dönüştüren PFK enzim aktivitesi, karvedilol tedavisinden ve 

diyabetten anlamlı olarak etkilenmemişlerdir. PK enzim aktivitesi ise diyabetik 

hayvanların sol ventriküllerinde azalmıştır. Karvedilol tedavisi almış olan gruplarda 

sol ventrikülde PKaktivitesi artmıştır. βarr miktarları ile korelasyon gösteren bu 

sonuçlar, karvedilolün metabolik-modülatör etkilerine βarr proteinlerinin aracılık 

ettiğine işaret etmektedir.  

 

 

Yapılan son çalışmalarda βarr proteinlerinin kalp fizyolojisindeki işlevlerinin 

farklı olabileceğine dair çeşitli yorumlar yapılmıştır. Örneğin, βarr1’in kalp 

yetmezliği patolojisinde, inotropik yanıtı azalttığı, kardiyak apoptozisi tetiklediği, 

kardiyak kontraktiliteyi azalttığı ve bu nedenle kardiyotoksik olabileceği yorumu 

yapılmıştır. Tam tersine, βarr2 β1-AR desensitizasyonuna ve sayısının azalmasına 

aracılık etmemekte, EGFR transaktivasyonunu tetikleyerek sağ kalım etkisini 

başlatmakta ve SERCA2a aktivitesinin artmasına aracılık ederek kontraktiliteyi 

artırmaktadır. Bu da βarr2’nin kardiyoprotektif olduğunu göstermektedir (Bathgate-

Siryk ve ark., 2014). Çalışmamızda, karvedilol tedavisinin kalpte diyabetle azalan 
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βarr2 miktarını artırdığı ve βarr1 seviyelerinde ise değişikliğe neden olmadığı tespit 

edilmiştir.   

 

 

Diyabet ve insülin rezistansı ile βarr proteinleri arasındaki ilişki daha önceki 

çalışmalarda da gösterilmiştir. Örneğin tip 2 diyabet modeli olan db/db farelerde ve 

yüksek yağlı diyetle oluşturulan obezite modellerinde βarr2 mRNA ve protein 

miktarlarının düşük olduğu, βarr2 susturulmuş farelerde glukoz kullanımının daha az 

olduğu, insülin duyarlılığının da bozulduğu gözlenmiştir  (Luan ve ark., 2009). Bir 

diğer çalışmada ise βarr1’in adipojenezi ve diyetle indüklenen obeziteyi baskıladığı, 

glukoz toleransı ve insülin duyarlılığını ise PPARγ ile etkileşerek iyileştirdiği 

gösterilmiştir. Yine aynı grup, metabolik genlerin PPARγ aracılı ekspresyonlarının 

ancak βarr1 varlığında gerçekleşebileceğini göstermiş ve βarr1’in obezite ve diğer 

metabolik bozukluklarda koruyucu etkinliğinin olabileceği iddia etmiştir (Zhuang ve 

ark., 2011a ve Zhuang ve ark., 2011b). Bu çalışmalar, βarr proteinlerinin insülin 

salımı ve duyarlılığı ile yakından ilişkili olduğunu ortaya koymakta ve karvedilolün 

metabolik avantajlarının βarr biased agonist olmasından kaynaklanıyor olabileceğini 

göstermektedir. Bu tez çalışmasında, diyabette βarr protein miktarının azaldığı ve 

yağ asidi kullanımının arttığı gösterilmiştir. Kronik karvedilol tedavisi, azalan βarr 

miktarlarını artırmış ve yağ asidi kullanımını da azaltmıştır. 

 

 

ERK fosforilasyonu, βarr aracılı hücre içi sinyal yolağının ve biased agonist 

sinyalinin en önemli göstergelerinden biridir (Erickson ve ark., 2013 ve Wisler ve 

ark., 2007). Karvedilolün de βarr aracılı olarak ERK fosforilasyonunu uyardığı 

bilinmektedir (Wisler ve ark., 2007). Çalışmamızda, ERK fosforilasyonunun 

diyabetik kalplerde arttığı ve kronik karvedilol tedavisinin diyabetik kalplerde 

gözlenen bu artışı geri çevirdiği gösterilmiştir. Beta arrestin biased agonist olan 

karvedilolün kronik kullanımda fosforile-ERK düzeylerinde azalmaya yol açması 

çelişkili bir durum olarak gözükmektedir. Sonrasında Langendorff perfüzyon 

modelinde kontrol ve diyabetik kalplere akut olarak karvedilol uygulanması kontrol 
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kalplerde daha belirgin olmak üzere ERK fosforilasyonunda artışa yol açmıştır. Bu 

sonuçlardan anlaşılacağı üzere, kronik tedavinin aksine, karvedilol akut etkisi ile βarr 

aracılı olarak ERK fosforilasyonunu kısa süreli olarak tetiklemektedir. C2C12 

hücrelerde karvedilolün ERK fosforilasyonunu zamana bağlı olarak ve kısa 

süreliğine uyarması da bu durumu desteklemektedir.  

 

 

Kontrol sıçan kalplerinde iskemi koşullarında ERK fosforilasyon miktarında 

bir değişiklik olmazken, diyabette iskemi sonrasında fosforilasyon miktarının arttığı 

gösterilmiştir (Strniskova ve ark., 2003). Ayrıca, obezite ve insülin direncinde ortaya 

çıkan kardiyak fonksiyon bozukluğunun artan ERK sinyali ile ilişki olduğu da 

bilinmektedir (Sundgren ve ark., 2003). Karvedilolün hiperinsülinemi durumunda 

ERK aktivasyonunu azalttığı da gösterilmiştir (Wang ve ark., 2017b). Tüm bu 

çalışmalar ve ERK’in bir proliferasyon ve hipertrofi belirteci olduğu (Barry ve ark., 

2008) göz önünde bulundurulduğunda kronik karvedilol tedavisinin ERK 

fosforilasyonunu azaltması şaşırtıcı değildir.  

 

 

İskelet kası ve adipoz dokuda bozulan mitokondriyal biyojenez, substrat 

metabolizmasındaki problemlere eşlik etmekte ve hatta bu problemlere neden 

olabilmektedir (Choo ve ark., 2006; Lowell ve Shulman, 2005 ve Sivitz ve Yorek, 

2010). Karvedilolün endotel hücre serisi olan HUVEC hücre hattında mitokondriyal 

biyojenezi stimüle ettiği gösterilmiştir (Yao ve ark., 2016). PGC1α, mitokondriyal 

biyojenezi düzenleyen transkripsiyon faktörlerinden NRF1 ve NRF2’nin 

aktivatörüdür (Duncan ve ark., 2007 ve Wu ve ark., 1999). NRF1 ise TFAM’ı aktive 

etmektedir (Scarpulla, 2002). Yao ve arkadaşları karvedilol uygulaması ile PGC-1α, 

NRF1 ve TFAM düzeylerinde artış olduğunu göstermişlerdir (Yao ve ark., 2016). Bu 

tez çalışmasında, karvedilolün mitokondriyal biyojenez üzerine olan etkisinin βarr 

proteinleri ile ilgisi araştırılmıştır. Karvedilolün, fare miyoblast hücresi olan 

C2C12’lerde PGC1α miktarlarında değişikliğe neden olmasa da, kontrol grupta 

TFAM miktarını artırdığı tespit edilmiştir. Bu artışın βarr1 ve βarr2 susturulmuş 
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hücrelerde ortadan kalkması, βarr1 ve βarr2 proteinlerinin karvedilolün bu etkisinde 

payı olduğunu göstermiştir.   

 

 

Özetle, bu tez çalışmasında karvedilolün diyabetik kalpte gözlenen fonksiyon 

bozukluğunu iyileştirdiği gösterilmiştir. Karvedilolün substrat metabolizması 

üzerindeki olumlu etkisinin, kardiyak fonksiyonu iyileştirici etkisi ile ilişkili 

olabileceği düşünülmüş ve bu etkinin mekanizması araştırılmıştır. Karvedilol 

tedavisi, diyabette artan yağ asidi kullanımında azalmaya neden olmuştur.  Bu 

azalmaya kalpte βarr2’nin, iskelet kaslarında ise her iki βarr proteininin aracılık ettiği 

tespit edilmiştir. Karvedilolün mitokondriyal biyojenezi artırıcı etkisine ise her iki  

βarr proteininin de dahil olduğu C2C12 hücrelerinde gösterilmiştir (Şekil 4.1). 

 

Şekil 4.1. Karvedilolün βarr Aracılı Etkileri.  
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 

 

Bu tez çalışması, karvedilolün insülin rezistansı ve diyabet üzerinde olumlu 

etkileri olan kardiyovasküler bir ilaç olmasından ve karvedilolün hücre içindeki bazı 

etkilerine aracılık ettiğini bildiğimiz βarr proteinlerinin de insülin rezistansı ve 

obeziteyi engellemesinden yola çıkarak tasarlanmıştır. Karvedilolün kardiyovasküler 

ve metabolik etkilerine βarr proteinlerinin ne ölçüde aracılık ettiğini tespit etmek 

hedeflenmiştir.  

 

 

Bu hedeflere yönelik olarak oluşturulan diyabet modelinde, sol ventrikül ve 

iskelet kasında βarr2 proteinlerinin diyabet ile azaldığı ve karvedilol tedavisi ile bu 

azalmanın engellendiği gösterilmiştir. βarr1 proteini ise iskelet kasında diyabet ile 

azalmış, aynı şekilde karvedilol tedavisi ile bu azalma engellenmiştir. Her iki dokuda 

da, βarr proteinlerinin diyabet ile azalmasına yağ asitlerinin hücre içine alınmasından 

sorumlu olan CD36 miktarındaki artış eşlik etmiştir. Karvedilol tedavisi ile CD36 

miktarındaki artış engellenmiştir. βarr proteinlerinin bu etkilere ne ölçüde aracılık 

ettiğini ortaya çıkarabilmek için C2C12 hücrelerde βarr proteinleri susturularak 

karvedilol uygulanmış, karvedilolün βarr proteinleri olmadan CD36’ları azaltmadığı 

ve mitokondriyal biyojenez faktörü TFAM’ı indüklemediği tespit edilmiştir.  

 

 

Karvedilolün substrat metabolizması üzerindeki etkilerinin metoprolol ya da 

propranolol ile değil prazosin ile görülmesi, bu etkilere α-AR’lerin de dahil olduğuna 

işaret etmektedir. α-AR’lerin hücre içi sinyal iletimine βarr proteinleri katkıda 

bulunuyor olabilir. Bundan sonraki çalışmalarda bu ortak etkilerin mekanizmasının 

da araştırılması gerekmektedir. 
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Bu tez çalışmasında, glukozun hücre içine alınmasından sorumlu proteinlerden 

biri olan GLUT1’in STZ-diyabetten ve karvedilol tedavisinden nasıl etkilendiği 

araştırılmıştır. Ayrıca βarr proteinleri susturulmuş hücrelerde de GLUT1 seviyeleri 

değerlendirilmiştir. Bu dokularda glukozun hücre içine transportundan sorumlu olan 

diğer proteinlerin de benzer şekilde değerlendirilmesi gerekmektedir.  

 

 

Özet olarak bu çalışmada karvedilolün bir biased agonist olduğu, metabolik 

etkilerinden bazılarını G-proteini aracılığıyla değil, ERK fosforilasyonu ve βarr 

proteinleri aracılığıyla gerçekleştiriyor olabileceği ortaya konulmuştur. Ayrıca, βarr 

proteinlerinin aracılık ettiği fizyolojik olayların mekanizmasının araştırılması, 

yalnızca bu proteinleri hedefleyen yeni moleküllerin geliştirilmesini ve diyabet gibi 

metabolik bozukluk gözlenen hastalıklarda kullanılabilmesini sağlayacaktır. 
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ÖZET 

 

 

 

Karvedilolün Metabolik ve Kardiyovasküler Etkilerine Beta-Arrestinlerin Katkısının 

İncelenmesi 

Karvedilol, kalp yetmezliği, hipertansiyon ve miyokard infarktüs sonrasında gelişen 
ventriküler fonksiyon bozukluklarının engellenmesi için kullanılmaktadır. Kronik 

kullanımda diğer β-blokörlerle ortaya çıkabilen insülin rezistansı ya da diyabet gibi 

metabolik bozukluklara yol açmamaktadır. Adrenerjik reseptörleri antagonize ederken, hücre 
içinde βarr proteinleri aracılığıyla “agonist” gibi davrandığı gösterilmiş olan karvedilol 

biased agonist olarak adlandırılmıştır. βarr proteinleri ise, bazı reseptörlerle (β2-AR gibi) 

oluşturdukları yapı nedeniyle hücre içinde yaygın etkili sinyalizasyonları (ERK gibi) 

başlatan proteinlerdir. βarr proteinlerinin düzenledikleri fizyolojik olaylar yeterince 
bilinmemekle birlikte βarr1 ve/veya βarr2 eksikliği ile insülin rezistansı ve obezite arasında 

güçlü bir ilişki bulunmaktadır. Karvedilol de kardiyovasküler ve metabolik olarak üstün 

özelliklerini βarr proteinlerine agonist etkisi nedeniyle kazanıyor olabilir. Karvedilolün 
miyosit hücrelerde, glukoz kullanımını artırdığı, yağ asidi kullanımını ise azalttığı 

gösterilmiştir. Bu çalışmada metabolik bozulma sıçanlarda STZ-diyabet modeli ile 

oluşturulmuş, diyabet ve karvedilol tedavisinin βarr proteinleri ve metabolizma üzerine 
etkileri incelenmiştir. Karvedilolün glukoz ve yağ kullanımı üzerindeki etkileri, bu 

yolakların düzenlenmesinde en önemli rolü üstlenen proteinler düzeyinde incelenmiştir ve bu 

etkilere βarr proteinlerinin ne ölçüde aracılık ettiği belirlenmiştir. Bu amaçla, C2C12 

hücrelerde siRNA tekniği kullanılmıştır. Bu tez çalışmasının sonucuna göre karvedilol 
diyabetik kalpteki fonksiyon bozukluklarını iyileştirmiştir ve bunun gerçekleşmesine substrat 

metabolizması üzerindeki yararlı etkileri katkıda bulunmaktadır. Kalpte, diyabette artan 

CD36 seviyelerini azaltması karvedilolün yağ asidi kullanımını azalttığını ve bunu βarr2 
proteinleri aracılığı ile yaptığını göstermektedir. İskelet kasında ise bu azalmaya her iki βarr 

izoformunda artma eşlik etmektedir. Karvedilol uygulamasının TFAM protein 

ekspresyonunu artırarak mitokondriyal biyojenezi tetiklediği ve bu artışın da βarr aracılığı ile 

gerçekleştiği tespit edilmiştir. Sonuç olarak, karvedilolün metabolizma üzerindeki olumlu 
etkilerine βarr proteinlerinin katkıda bulunduğunu gösterilmiştir.  

Anahtar Sözcükler: Beta arrestin; Biased agonist; ERK; Karvedilol; Tip 1 diyabet  
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SUMMARY 

 

 

 

Investigation of the Contribution of Beta-Arrestin Proteins on Cardiovascular and 

Metabolic Effects of Carvedilol 

Carvedilol is used for the treatment of heart failure, hypertension and to prevent 

ventricular dysfunction that can develop after myocardial infarction. It is preferable since it 
does not cause metabolic disorders such as insulin resistance or diabetes which can occur 

with other β-blockers in chronic use.  Carvedilol antagonises the adrenergic receptors while 

behaving like “agonist” through activating  βarrs. Beta arrestins are proteins that initiate 
common intracellular signaling (such as ERK) because of their interaction with some 

receptors (such as β2-AR). The physiological events that βarrs regulate are not well 

understood. However,  insulin resistance or obesity are closely associated with βarr1 and/or 
βarr2 deficiency. We hypothesised that cardiovascular and metabolic advantages of 

carvedilol may be mediated by its agonist effect on βarrs. In a previous study, carvedilol 

increased glucose utilization and decreased fatty acid utilization in myocyte cells. In this 

study, metabolic deterioration was simulated with STZ-diabetes model in rats. The effects of 
diabetes and carvedilol treatment on  βarr proteins and metabolism were investigated. siRNA 

technique on C2C12 cell lines were used to examine the effects of carvedilol on glucose and 

fatty acid utilization. For this purpose, interaction between the major proteins on these 
pathways and βarrs was evaluated. Our study showed that carvedilol prevented the functional 

deterioration in diabetic hearts. We believe that this is mediated by carvedilol’s modulatory 

effect on substrate metabolism. A decrease in CD36 protein level with carvedilol treatment 
in diabetic hearts indicates that carvedilol decreases fatty acid utilization and stimulates 

glucose usage. This effect seems to be mediated by βarr2 in the heart. Moreover, modulatory 

effect of carvedilol on substrate metabolism is confirmed by a decrease in both βarrs which 

was accompanied by an increase in CD36 in skeletal muscles of diabetic animals. The 
decrease in βarrs and elevation in CD36 was prevented by carvedilol treatment. We showed 

that TFAM was stimulated in the cells incubated with carvedilol and this effect was not 

observed in βarr1 and βarr2 knockdown cells indicating that mitochondrial biogenesis is 
controlled by both isoforms of βarrs. Our results show that, βarr proteins contribute to the 

positive effects of carvedilol on metabolism. 

Keywords: Beta arrestin; Biased agonist; Carvedilol; ERK; Type 1 diabetes 
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