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ONSOZ

Karvedilol; kalp yetmezligi ve hipertansiyon tedavisi ile miyokard infarktiis
sonrasinda gelisen ventrikiiler fonksiyon bozukluklarmin engellenmesinde kullanilan
ticlincli kusak bir beta (B)-blokordiir. Kronik kullanimda diger B-blokoérlerden farkls
olarak insiilin rezistansi ya da diyabet gibi metabolik bozukluklara yol
acmamaktadir. Beta arrestin proteinlerinin karvediloliin hiicre iginde olusturdugu
sinyalizasyona aracilik ettigi gosterilmistir. Adrenerjik reseptdrleri antagonize
ederken B arrestinler aracilig1 ile hiicrede agonist-benzeri etkiler gosteren karvedilol,
artik bir biased agonist olarak adlandirilmaktadir. Beta arrestin proteinleri ile
metabolik hastaliklar arasinda bir iliski olmasi, karvediloliin de kardiyovaskiiler ve
metabolik  etkilerine bu  proteinlerin  katkida  bulunuyor olabilecegini
disiindirmektedir. Bu tez calismasinda, karvedilolin metabolik etkilerini ve bu
etkilerin mekanizmasini tespit etmek, karvediloliin metabolik etkilerine [ arrestin
proteinlerinin katkismni incelemek, deneysel diyabet modeli kullanilarak karvediloliin
diyabetik hasar1 tedavi edici etkisini degerlendirmek ve [ arrestin proteinlerinin
diyabetten ve karvedilol tedavisinden nasil etkilendiklerini belirlemek amaglanmistir.
Sonug olarak karvediloliin diyabetik kalpteki fonksiyonel bozuklugu iyilestirdigi ve
bu iyilesmeye substrat metabolizmasi {izerindeki yararli etkilerinin katkis1 oldugu
tespit edilmistir. Metabolizma tizerindeki bu etkilere de B arrestin proteinlerinin
aracilik ettigi gosterilmistir. Bu ¢alisma, karvediloliin kardiyovaskiiler ve metabolik
etkilerinin mekanizmasinin ve f arrestin proteinlerinin neden olduklar1 fizyolojik
etkileri aydinlatilmasina aracilik ederek &teki reseptorlerle etkilesmeksizin yalnizca B
arrestin - proteinlerini  hedefleyen yeni molekiillerin, metabolik hastaliklarda

kullanilabilmesine aracilik edecektir.

TUBITAK tarafindan desteklenen bu calisma Ankara Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir.
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1. GIRIS

Beta adrenerjik reseptor (AR) blokorleri ya da kisaca B-blokorler, miyokard
infarktiisii sonrasinda gelisen morbidite ve mortaliteyi azaltmakta ve Kalp yetmezligi
hastalarinda sag kalim oranimi artirmaktadirlar. Bunlarin yani sira hipertansiyon
tedavisinde, anjina profilaksisinde ve aritmide de kullanilmaktadirlar. Karvedilol,
vazodilator etkileri de bulunan ti¢iincii kusak B-blokdrler ailesinin tiyelerinden biridir
ve B1 ve B2-AR’lerin yani sira alfa (a)-1 AR’yi bloke etmektedir. Karvedilol, klinik
olarak stabil hastalarda miyokard infarktiisiinii izleyen sol ventrikiil fonksiyon
bozuklugu, orta ve agir kalp yetmezligi ve hipertansiyon tedavisinde kullanilmak
iizere Amerikan Gida ve Ilag Kurumu (FDA) tarafindan onaylanmistir. Akut
miyokard infarktiisii, esansiyel hipertansiyon, kalp yetmezligi, kardiyomiyopati
tedavisinde, kardiyovaskiiler mortalite riskinin azaltilmasinda ve ayrica miyokard
infarktiisii ve stabil anjina profilaksisinde kullanilmak iizere ise TITCK tarafindan

onaylanmustir.

Yapilan farkli klinik caligmalarda ayni endikasyonlar i¢cin kullanilan diger -
blokor ilaglarla (metoprolol, bisoprolol ve atenolol gibi) karsilastirilmis olan
karvediloliin miyokard infarktiisii onlemek hatta mortaliteyi azaltmak bakimdan
istlin oldugu goriisii ortaya ¢ikmustir (Kopecky, 2006 ve Poole-Wilson ve ark.,
2003). Hipertansiyon ya da kalp yetmezligi igin kronik olarak kullanilan bazi -
blokoriin insiilin rezistans1 ya da diyabet olugsmasina neden olabilecekleri
gosterilmigken, karvedilol bu anlamda hem nonselektif B-blokérlerden hem de
selektif Bi-blokodrlerden farklilasmaktadir. Ornegin, Pi-blokdrler olan atenolol ve
metoprololiin insiilin duyarliginda, sirasiyla, %13 ve %20 azalmaya neden olduklar1
gosterilmistir (Pollare ve ark., 1989). Antihipertansif olarak kullanilan pindolol ve
propranololiin ise insiilin duyarliginda swrasiyla %17 ve %34 azalmaya yol agtig1

gosterilmistir (Lithell ve ark., 1992). Nonselektif B-blokorlerin ise diyabet olugsma



riskini artirdigi bulunmustur (Samuelsson ve ark., 1994). Karvediloliin ise insiilin
duyarhigimi artirdigi, serum lipid profilini diizelttigi (Jacob ve ark., 1996) ve ayrica
diyabet olusma riskini azalttigi (Torp-Pedersen ve ark., 2007) bildirilmistir. Bu

veriler karvediloliin metabolik profil izerinde etkileri olabilecegini gostermektedir.

Karvedilolin AR’leri antagonize ederken hiicre icinde [ arrestin (Barr)
proteinleri araciliiyla “agonist” gibi davrandig: ilk kez 2007 yilinda gosterilmistir
ve karvedilol bundan sonra biased agonist olarak adlandirilmistir. Son yillarda, Parr
proteinlerinin islevlerinin yalnizca reseptor desensitizasyonu ile smirli olmadig: ve
karvedilol gibi ti¢iincii kusak B-blokorlerin hiicre iginde gergeklesen sinyalizasyon
sireclerine de aracilik ettikleri gosterilmistir. Bu veriler, karvediloliin etki
mekanizmasinin  yalmizca AR’leri  bloke etmesinden baska bilesenler de

icerebilecegini gostermektedir.

Beta arrestin proteinleri, bazi reseptorlerle (P2-AR gibi) olusturduklari
etkilesimler nedeniyle hiicre icinde yaygin etkili sinyalizasyonlar1 (Ekstraselliiler
Sinyal Diizenleyici Protein-ERK gibi) bagslatan proteinlerdir. Beta arrestin
proteinlerinin  hiicre  i¢inde diizenledikleri  fizyolojik olaylar  yeterince
aydmlatilamamigtir. Ancak Parrl velya Parr2 eksikligi ile insiilin rezistansi ve
obezite arasinda giiclii bir iliski bulunmaktadir. Karvedilol de kardiyovaskiiler ve
metabolik olarak “tercih edilir” 6zelliklerini Barr proteinlerini aktive edici etkisi

nedeniyle kazaniyor olabilir.



1.1. G-Proteini ile Kenetli Reseptorler ve Desensitizasyon

G-proteini ile kenetli reseptorler (GPCR), bilinen en biiyiik membran reseptor
ailesidir. FDA onayl ilaglarm %30’u etkilerini bu reseptorler iizerinden direkt veya
indirekt etkilesimle gostermektedir (Muller, 2000 ve Overington ve ark., 2006).
GPCR aktivasyonu ile bircok biyokimyasal reaksiyon etkilenmekte; hiicre yapisi,

motilitesi ve gen ekspresyonlar diizenlenmektedir.

GPCR’ler 7-Transmembranal Reseptor (7-TMR) olarak da bilinirler. Bu
sekilde adlandirilmalarinin sebebi reseptoriin yedi kez hiicre membranindan gecen;
intraselliiler ve ekstraselliiler dongiiler olusturan bir yapist olmasidir. Agonist
reseptore baglandiginda intraselliiler bdliimde konformasyonel degisiklikler

gbzlenmekte ve sinyal iletimi baglamaktadir.

1.1.1. G-Proteini ile Kenetli Reseptor Fizyolojisi

G-proteinleri membran igine yerlesmis o, B ve y alt birimlerinden olusan, t¢lii
yapiya sahip ve guanin niikleotid baglayici olarak bilinen proteinlerdir. Reseptor
uyarilmamig durumdayken G-proteininin guanozin difosfata (GDP) afinitesi
yiiksektir. Reseptore gesitli ekzojen kimyasallar, néromediyatorler, hormonlar ve
sitokinler gibi efektor molekiillerin baglanmasi, G-proteinini harekete gegirmektedir.
Reseptor aktive edildiginde, G-proteininin a alt birimi By kompleksinden ayrilmakta,

bu ayrilma ile a alt biriminin GDP afinitesi azalmaktadir. GDP, guanozin trifosfat



(GTP) ile yer degistirmektedir. GTP’ye baglanan alt birim hareket kazanarak hedef
molekiilii aktive etmektedir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. G-proteininin Aktivasyonu
GDP: Guanozin Difosfat, GPCR: G-proteini ile Kenetli Reseptér, GTP: Guanozin Trifosfat

Heterotrimerik G-proteinleri dort o grubuna ayrilir: Gs, Gi, Ggi1, G123
(McCudden ve ark. ve 2005, Zhuang ve ark., 2011b). Adrenerjik reseptorlere bu alt
gruplardan Gs, Gi ve Ggu1 kenetlidir. Gs ve Gi, hedef molekiilleri adenilil siklazi (AC)
sirasiyla stimiile ve inhibe etmektedir. AC stimiile edildiginde ikincil ulak olan siklik
adenozin monofosfati (CAMP) aktive etmektedir. CAMP, Protein Kinaz A’y1 (PKA)
uyararak L tipi kalsiyum kanallarmin (Gerhardstein ve ark., 1999 ve Zhao ve ark.,
1994), fosfolambanin (Simmerman ve Jones, 1998), troponin I’nin (Sulakhe ve Vo,
1995), ryanodin reseptorlerinin (Marx ve ark., 2000), miyozin baglayici proteinin
(Kunst ve ark., 2000), protein fosfataz inhibitér 1’in (Zhang ve ark., 2002)
fosforilasyonlarin1 baglatmaktadir. Gg11 ise fosfolipaz C (PLC) enzimini aktive
ederek hiicre membraninda bulunan fosfatidilinozitol 4,5 bifosfat hidrolizine ve
boylece diagil gliserol (DAG) ve inozitol 1,4,5 trifosfat (IP3) ikincil ulaklarinin
olusumuna neden olmaktadir. Bu ikincil ulaklar ise instraselliiler kalsiyum diizeyinin
ve protein fosforilasyonlarmin artmasinin yanm sira fosfolipaz A2 stimiilasyonu ile

eikozanoidlerin saliverilmesini de artirmaktadirlar (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Adrenerjik G-proteini Kenetli Reseptorlerde Sinyal fletimi

AC: Adenilil Siklaz, cAMP: Siklik Adenozin Monofosfat, DAG: Diagil Gliserol, Gi,
Gy11,Gs: G-proteini alt tipleri, IP3:inozitol-3-Fosfat, PKA: Protein Kinaz A, PKC: Protein
Kinaz C, PLC: Fosfolipaz C

1.1.2. B Arrestin Proteinleri ve Desensitizasyon

1.1.2.1. Desensitizasyon

GPCR’ler iizerinden ilerleyen sinyaller, reseptoriin desensitizasyona ugramasi
ile azalmaktadir. GRK enzimi desensitizasyonda hiz smirlayicidir. Fosforilasyon
sonucu hareketlenen Parr proteinleri sitozolden membrana dogru ilerleyerek
reseptore baglanmakta ve reseptoriin internalizasyonuna neden olmaktadir.
Memelilerin tiim dokularinda Barrl ve Barr2 bulunmaktadir (Lymperopoulos ve ark.,
2012 ve Lymperopoulos ve Bathgate, 2013). Direkt olarak GRK ile fosforillenmis
GPCR’lere  baglanmakta ve bu sekilde stekiyometrik bir kompleks

oOlustururmaktadirlar. GRK’lerin reseptorii fosforilleme bolgesi Parr etkilesimi igin



onemlidir. Reseptorler agonist uyarisi sonucunda saniyeler iginde homolog
desensitizasyona ugramaktadir. GPCR desensitizasyonu, G-protein kenetli reseptor
kinazlarin (GRK) ve Barr proteinlerinin koordineli ¢alismasi sonucu gézlenmektedir
(Benovic ve ark., 1987). Reseptore dzgii GRK, reseptorii fosforile etmektedir. GRK
tarafindan fosforilasyon, desensitizasyonun ilk basamagidir. Fosforilasyon bdlgesi
olmayan mutant reseptorlerde veya GRK enzimi olmayan hiicrelerde yapilan
calismalarda Parr proteinlerine afinitenin (recruitment), reseptdriin hiicre igine
¢ekilmesinin  (internalization) ve bu sekilde desensitizasyonun kayboldugu
gozlenmistir (Bouvier ve ark., 1988 ve Kong ve ark., 1994).

Beta arrestinler GPCR sinyalinin diizenlemesini yalnizca GPCR’1n hiicre igine
cekilmesi ile saglamazlar, ayn1 zamanda fosfodiesterazlarin (PDE) ve diagilgliserol
kinazlarin (DAGK) iist yolaklarinda da bulunmaktadirlar (Reiter ve ark., 2012 ve
Shenoy ve Lefkowitz, 2011). PDE, cAMP sinyalini cAMP’yi AMP’ye ¢evirerek yok
etmektedir. Bu yol ile parr2 cAMP seviyelerini ve cAMP ile aktive olan PKA
seviyelerini azaltmaktadir (Perry ve ark., 2002). Benzer sekilde Gg11 proteini ile
kenetli reseptorlerde DAGK ’larin uyarilmasina aracilik eden Barr proteinleri DAG ile

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

1.1.2.2. ERK Aktivasyonu

[k olarak gdz dokusunda bulunduklar: gosterilen arrestin proteinlerinin biiyiik
bir aile olduklar1 sonradan ortaya konmustur (Lefkowitz, 2013 ve Shukla ve ark.,
2011). Buna gore arrestin 1 ve arrestin 4 gozde, arrestin 2 (Barrl) ve arrestin 3
(Barr2) tiim viicutta bulunmaktadir. Gorevlerinin yalnizca desensitizasyon ile sinirl

olmadig1 saptanan Barr proteinleri, giinimiizde kabul goren goriise gore farkli sinyal



yolaklarmi baslatma becerisine sahiptir. Bu sinyaller G-proteininden bagimsizdir ve
GPCR-Barr kompleksinin endozomal kompartmana ilerlemesiyle gergeklesmektedir.
Buna gore Parrl, B>-AR’de bir nonreseptor tirozin kinaz olan Src (Proto-onkojenik
Tirozin Kinaz) aracili olarak ERK aktivasyonuna neden olmaktadir (DeFea ve ark.,
2000 ve Luttrell ve ark., 1999). Reseptoriin ya da Parrl’in mutasyonu ERK
aktivasyonunu inhibe etmektedir (Luttrell ve ark., 1999 ve Miller ve ark., 2000).
ERK aktivasyonu, Barr proteinlerinin yeni tanimlanan sinyalizasyon gorevinin en
onemli agamalarindan biridir. ERK, mitojen ile aktive olan protein kinazlar (MAPK)
olarak adlandirilan ve hiicre siklusunun diizenlenmesi, transkripsiyonel diizenlemeler
ve apoptozis gibi Onemli hiicresel fonksiyonlarin Kkontroliinde goérevli olan
serin/treonin kinaz ailesinin tiyelerinden biridir. Src fosforilasyonunun GPCR ile
aktive olan ¢esitli mitojenik sinyaller igin gerekli olmasi Parr proteinlerinin
intraselliiler sinyal iletiminde yer aldiklarina isaret etmektedir. DeFea ve ark. (2000)
calismalarinda apopotozisin engellenmesi ve mitojenik sinyalizasyonunun baglamasi

icin Src ve Parr etkilesmesinin gerekli oldugu gdsterilmistir.

Beta arrestin proteinlerinin 1 ve 2 izoformlar1 %78 amino asit benzerligi
gostermektedir ve Parrl veya Parr2 genleri silinmis (knockout) fare modelleri
yagsamlarini siirdiirebilirken; her iki izoformun da olmamasi embriyotoksiktir (Bohn
ve ark., 1999; Conner ve ark., 1997 ve Kohout ve ark., 2001). Bu durum izoformlarin
fonksiyonel olarak birbirlerini desteklediklerine isaret etse de, hiicre ve reseptor
cesidine gore Parrl ve Parr2 farkli sinyal yolaklarinda rol alabilir; hatta birbirlerine
tamamen zit olarak c¢alisabilirler. Biri bir sinyali ¢alistirirken, digeri durdurabilir
(Karsilikli diizenleme). RNA susturma (RNA silencing, siRNA) teknolojisi izoforma
0zgii bazi1 farkli yanitlarm belirlenebilmesine olanak verirken bazi ilging bulgular1 da
beraberinde getirmektedir. Ornegin HEK293 hiicrelerde Parr2’nin susturulmasi
anjiyotensin reseptor aktivasyonunu izleyen ERK fosforilasyonunu ve aktivasyonunu
azaltirken; Parrl’in susturulmasi ERK aktivasyonunu etkilememistir (Ahn ve ark.,
2004b). Ote yandan, B2-AR aracili ERK aktivasyonu hem Parrl hem de Barr2’nin
susturulmas1 ile azalmaktadir (Shenoy ve ark., 2006). Yine siRNA teknolojisi

kullanilarak HEK293 hiicrelerinde anjiyotensin reseptdrlerinde G-proteinleri ve parr



proteinlerinin birbirinden bagimsiz ve aditif olarak ERK aktivasyonuna yol agtiklar1
bildirilmistir (Ahn ve ark., 2004a). B2-AR’de ve paratiroid hormon reseptdriinde her
iki izoformun da susturulmasinin ERK sinyalini azalttig1 tespit edilmistir (Gesty-
Palmer ve ark., 2006 ve Shenoy ve ark., 2006).

Ne var ki CRISPR/Cas9 teknigi ile HEK293 hiicrelerinde Barr proteinleri ve
cesitli G-proteinleri silinen yeni bir ¢alismada, ERK aktivasyonuna farkli bir yorum
getirilmistir. Grundmann ve ark. (2018) GPCR’lerde G-proteini olmasa da Parr
sinyalini baslatabilmislerdir. Prostaglandin D2 ile uyarilmig D prostanoid reseptor 2,
agonisti MDL29951 ile aktive edilmis yetim GPR17 reseptorii ve propiyonat ile
aktive edilmis serbest yag asidi reseptorii-2’de, G-proteinleri Pertussis toksini ile
inhibe edildiginde ERK fosforilasyonu erken ve ge¢ fazda durmusken; Parr
proteinlerinin silinmesi ERK fosforilasyonunu etkilememistir. Benzer ¢alisma p2-AR
acisindan  degerlendirilmek  istenildiginde  karvedilol  kullanilmig; ERK
fosforilasyonunun Parr proteinleri olmasa da tetiklendigini; ancak Gs proteini
yoklugunda fosforilasyonun durdugu goézlemlenmistir. Arastiricilar yapilan diger
caligmalarla ortaya konulan bu farkliligin; Parr proteinlerine ait genlerin bu
caligmada tamamen silinmesinden kaynaklandigini ileri stirmiisler; siRNA ve shRNA
tekniklerinin bu noktada eksik kalabilecegini ve bu nedenle degerlendirmelerin

yanlis olabilecegini vurgulamislardir.

Beta arrestin proteinlerinin rol aldig: sinyaller GPCR tipine ve ayni zamanda
hiicrenin fizyolojisine ve patofizyolojisine gore degismektedir. Bu sinyallerden en iyi
karakterize edilmis olan ERK aktivasyonu, hem G-proteini hem Parr araciligi ile
olabilmektedir. Bu aktivasyona ¢ogu GPCR’de Barr ve G-proteinlerinin her ikisi de
neden olmakta; ancak bu aktivasyonu G-proteini hizli, Parr yavas
gerceklestirmektedir. Bazi durumlarda G-proteini de yavas faz igerebilir; bu nedenle
hiz, hangi yolak ile ERK’in aktive oldugunu anlayabilmek i¢in tek basina yeterli

degildir (Luo ve ark., 2008). Beta arrestin aracii ERK aktivasyonunun sinyal



kaskadinda Raf-1 (Proto-onkojenik serin-treonin protein kinaz), mitojenle aktive olan
protein kinaz kinaz (MEK) ve ERK bulunmakta; fosforile ERK sitozolde
tutulmaktadir (Luttrell ve ark., 2001). G-protein aracili ERK aktivasyonu geg¢icidir;
niikleusta etkisini gosterir ve gen transkripsiyonunu etkiler. Oysa Barr aracili ERK
sinyali hiicre zarina yakm klatrin kapl yapilarda gergeklesir (DeWire ve ark., 2007,
Eichel ve ark., 2016 ve Lefkowitz ve Shenoy, 2005).

1.1.2.3. B Arrestin Proteinlerinin Diger Sinyalleri

ERK’in aktivasyonunda biiyiilk rol oynayan Parr proteinleri, ayn1 zamanda
MAPK ailesinden p38 ve c-Jun-N terminal kinaz (JNK) aktivasyonlarinda da
gorevlidir. Po-AR’de bifazik p38 aktivasyonunun erken fazi Parrl araciligi ile
gerceklesirken, ge¢ faz Gs-cAMP aracili gergeklesmektedir (Gong ve ark., 2008).
Barr proteinleri, gevresel ve hormonal strese karsi gelisen apoptotik yanitta ve immiin
hiicre aktivasyonu i¢in gerekli olan JNK sinyalinde de etkin bir role sahiptir; JNK3
fosforilasyonu ve aktivasyonu i¢in Barr2 gerekmektedir. Anjiyotensin-1 reseptoriinde
agonist stimiilasyonu ile endozomlarda JNK3 aktivasyonu Parr2 aracili olarak
gerceklesmektedir (McDonald ve ark., 2000) (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. B arrestin-aracili Sinyalizasyonlar

AC: Adenilil Siklaz, Akt: Protein Kinaz B, cAMP: Siklik Adenozin Monofosfat, ERK:
Ekstraselliiler Sinyalle Diizenlenen Kinaz, GRK: G-protein Reseptdr Kinaz, IP3: inozitol-3-
Fosfat, INK3: 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 Barr proteinlerini reseptor ve liganda goére
farkli sinyalizasyonlara yonlendirmektedir (Jean-Charles ve ark., 2016a; Jean-
Charles ve ark., 2016b; Kommaddi ve Shenoy, 2013; Lee ve ark., 2016 ve Oakley ve
ark., 1999). Barrl ve Parr2 farkl bolgelerden fosforillenmektedir (Lin ve ark., 1997).
Reseptor aktivasyonunu takiben arrestinlerin defosforile olmasi bazi fonksiyonlar
icin, Ornegin Parr-aracili MAPK sinyali i¢in, gereklmektedir. Barr proteinlerinin
ubiquitin ile kovalent modifikasyonu ise Parr-GPCR kompleksinin olugmasina ve

MAPK aktivitesinin uzamasina neden olmaktadir (Shenoy ve Lefkowitz, 2003).

Beta arrestinlerin yalnizca GPCR’lere degil, yapisal olarak farkli reseptorlerin

de sinyalizasyon yolaklarina katiliyor oldugunun gosterilmesi, bu proteinlerin
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biyolojik rollerinin ¢cok yaygin olabilecegine isaret etmektedir. Ornek olarak, tirozin
kinaz reseptor ailesinin bir iiyesi olan insiilin benzeri biiyiime faktori-1 (IGF-1)
reseptoOriiniin aktive olmasi, hiicre iginde fosfatidilinozitol-3-kinazi (PI3K) aktif hale
getirmekte ve bu durum, reseptoriin iyi karakterize edilmis hiicre biiylimesi gibi
etkilerinin baslangicini olusturmaktadir. Beta arrestin 1 ve 2 genleri silinmis fare
embriyonik fibroblast hiicrelerinde IGF-1’in PI3K iizerindeki aktive edici etkisi
ortadan kalkmakta, Parrl ekspresyonu ile yeniden kazanilmaktadir (Povsic ve ark.,
2003). Aymi ¢alismada, PI3K’nin hiicre igindeki 6nemli hedeflerinden biri olan
Akt’nin (PKB/ protein kinaz B) Barrl ve Barr2 genleri silinmis hiicrelerde degil Parrl
tastyan hiicrelerde fosforile oldugu da gosterilmistir (Povsic ve ark., 2003).

Barr proteinlerinin fonksiyonlar1 hakkinda hala cevaplanmamis sorular
bulunmaktadir. Bu proteinler farmakolojide hiicresel sinyal iletim mekanizmalarina
yeni bir yaklasim getirilmesine aracilik etmektedir ve bu kapsamda yeni biased

molekiillerin gelistirilmesi hedeflenmektedir.

1.3. G-Protein Kenetli Reseptorlerde Biased Agonizma

1.3.1. Biased Agonizma Tanim

Biased sinyal kisaca, bir ligandin reseptore baglandiktan sonra farkl alt sinyal
basamaklarindan bir tanesini tercih etmesi durumudur.  Biased agonizma,
fonksiyonel segiciligin bir ¢esidi olarak ortaya ¢ikan yeni bir terimdir (Andresen,
2011).
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GPCR sinyali, iyi bilinen G, ve Gg, ve daha yeni kabul géren GRK/Barr olmak
iizere en az iki farkli hiicre i¢i yolaktan ilerlemektedir. Agonistler bu iki yolagi ayn1
anda aktive ederken, tam antagonistler her iki yolaktaki sinyali durdurmaktadir.
Biased agonistler ise bu yolaklardan bir tanesini segmektedir. Ornegin, klasik tanima
uyan “agonist” bir ligand; bir GPCR olan B-AR’ye baglandiginda hem G, ve Gg, hem
de Barr-aracili sinyalizasyonu baslatirken, “biased agonist” 6zellikte ligand ya G, ve
Ggy ya da GRK/Barr-aracili sinyalizasyonu baglatmaktadir. Boyle ligandlarin varligi
agonist ve antagonist kavramlarmin yeniden degerlendirilmesine neden olmustur.
Violin ve ark. (2007) bu kavramlarin yanina milkemmel ve miikemmel olmayan
biased agonist kavramini da eklemislerdir. Bu yazarlara gore, biased ligand
reseptoriin alt yolaklarindan bir tanesini spesifik olarak uyaran liganddir. Mitkemmel
olmayan biased, ligandin reseptorlere baglandiginda farkli sinyalleri farkli
derecelerde uyarmasi iken (bir yolaga tam agonistken, digerine parsiyel agonist
olmasi); miikkemmel biased, ligandin reseptorii uyarmasi ile yalnizca bir yolagin

aktive olmasi, baska hi¢ bir aktivitenin ger¢eklesmemesi durumudur (Sekil 1.4).

Agonist G-protein biased agonist Barr biased agonist

! 1 |

AN & R 3"

G-protein Barr G-protein Barr G-protein Barr
sinyal sinyal sinyal sinyal sinyal sinyal
yolagi yolag yolag yolagi yolag volagi

Sekil 1.4. GPCR’lerde Biased Agonizma.
Rankovic ve arkadaslarinin (2016) ¢iziminden uyarlanmistir.
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Bilinen kavramlara eklenen bu detaylara gére, GPCR’lere baglanan bir ligandi
siiflandirirken goézlemlenen sonuglar G, ve Gg, aracili olaylarla sinirli kalirsa,
ligand antagonist olarak adlandirilabilir. Nitekim klasik p.-AR antagonisti olan
propranololiin bu reseptorlerde Parr biased agonist 6zellik gosterdigi bildirilmistir
(Azzi ve ark., 2003 ve Baker ve ark., 2003). Bu bilgilerin 1s1ginda, antagonist
maddelerin “beklenmeyen etkileri” ya da ayni reseptorii antagonize eden ilaglarin

klinikte birbirinden farklh etkiler olusturmasi da kismen agiklanabilmektedir.

1.3.2. Barkod Hipotezi

Biased sinyalin baslayabilmesi igin, ligand reseptére baglandiktan sonra
reseptoriin GRK’ler tarafindan fosforile edilmesi gerekmektedir. Bunun nedeni Parr
proteinlerinin ancak GPCR’lerin GRK’ler tarafindan fosforile olmasindan sonra
reseptore afinite kazanabilmeleridir. Bu fosforilasyon ozellikle karboksi ucunda ve
intraselliiler kivrimlarda gergeklesmektedir (Bologna ve ark., 2017). Barkod
hipotezine gore farkli GRK’ler, GPCR’leri karboksi ucunun farkli bolgelerinden
fosforillemektedirler. Bu durum reseptoriin hangi Barr proteinini aktive edecegini
belirleyen bir barkod gibidir (Butcher ve ark., 2011). Cesitli reseptorlerde yapilan
calismalar bu duruma agiklik getirmektedir. Ornegin bir Barr biased ligand olan
karvedilol baglanmasi, B-AR’yi tam agonist isoproterenolden farkli bir GRK'nin
reseptorii fosforillemesine neden olmaktadir (Nobles ve ark., 2011). internalizasyon
icin GRK2 ve GRK3'e gereksinim var iken, Barr-aracili sinyal iletimi icin GRKS
veya GRK 6'ya ihtiya¢ vardir (Jones ve ark., 2007; Kara ve ark., 2006 ve Zidar ve
ark., 2009). Nobles ve ark. (2011) yaptiklar1 calismada GRK2 ve GRKG6 ile fosforile
olan B2-AR’nin internalize ve desensitize olduguna, sadece GRKG ile fosforile olan

reseptoriin Parr-aracili ERK fosforilasyonuna neden oldugunu gdstermislerdir.

13



Biased ligandlar reseptoriin tek bir konformasyonuna &zel olarak sinyal
iletimini saglayabilirler. Her ligandin wuyarabildigi reseptdr konformasyonu
birbirinden farklidir. Bu konformasyon G-proteini aktive oldugunda gozlenen
konformasyon ile ayn1 degildir (Bologna ve ark., 2017). Ornegin Rahmeh ve ark.
(2012) yaptiklar1 caligmada, Arjinin-Vazopressin tip 2 reseptoriinde; altinct
transmembranal segment ve diglincii intraselliler kivrim hareketinin  G-proteini
sinyali igin sart iken, Parr sinyali i¢cin gerekli olmadigi; yedinci transmembranal

segment ve helix 8 hareketinin Barr sinyali ile i¢in gerekli oldugu bulunmustur.

1.3.3. Biased Sinyalin Koruyucu Etkileri

Noma ve ark. (2007) Bi-AR’de G-proteininden bagimsiz olarak ilerleyen Parr
sinyalizasyonunun kardiyoprotektif olabilecegini gostermislerdir. Bu sinyalde Barr
proteini, ERK fosforilasyonuna ve EGFR (Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii)
transaktivasyonuna aracilik etmektedir (Noma ve ark., 2007 ve Patel ve ark., 2008).
Bazi durumlarda G-protein aracili sinyal istenmeyen etkilere neden olurken; Barr
biased sinyal olumlu bir etkiye aracilik edebilir. Ornegin bir arr biased agonist olan
karvedilol, Bi-AR ve B2-AR’de G-protein aracili sinyalleri bloke etmektedir. Ote
yandan EGFR transaktivasyonunu ve ERK fosforilasyonunu G-proteininden
bagimsiz olarak uyarmaktadir (Kim ve ark., 2008; Noma ve ark., 2007 ve Wisler ve
ark., 2007). Kronik B-AR Gs sinyali kardiyotoksik iken (Bristow, 2000 ve Lohse ve
ark., 2003); EGFR transaktivasyonu Kkardiyoprotektiftir. Caligmalar kronik
katekolamin stresi altinda EGFR sinyalinin koruyucu oldugunu gostermektedir.
Ornegin kronik olarak katekolamin verilen farelere bir EGFR inhibitérii olan
erlotinib uygulandiginda kardiyak fonksiyonlarmin bozuldugu gosterilmistir. Benzer
fonksiyonel bozulma kalplerinde B1-AR asir1 iiretimi (overexpression) olan farelerde

de goriilmiis ve bu farelerde EGFR transaktivasyonu ger¢eklesememistir (Noma ve
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ark., 2007). EGFR transaktivasyonu karvediloliin kalp yetmezligi tedavisinde diger

B-blokorlere iistiinliigiiniin nedenlerinden biri olabilir.

TRV120027 molekiilii, Gq kenetli Anjiyotensin Reseptorii 1’de G-protein
aracili etkileri antagonize ederken ayn1 zamanda Parr aracili sinyalizasyonu uyaran
bir biased agonisttir (Holloway ve ark., 2002; Hunton ve ark., 2005; Rajagopal ve
ark., 2006 ve Rakesh ve ark., 2010). Bu molekiil vazokonstriksiyonun azalmasina ve
kalp performansinin artmasina neden olmaktadir (Violin ve ark., 2010) ve akut kalp
yetmezligi i¢in klinik ¢alisma asamasma ulagmustir (www.ClinicalTrials.gov,
identifier: NCT01966601, 28.09.2019). TRV120027 hipertrofiye yol agmadan
kardiyak kontraktiliteyi artirmaktadir (Tarigopula ve ark., 2015).

Bu bilgiler 1siginda Parr biased bir ligandin olumlu etkilerinin, zararlh G-
protein sinyalini tetiklemeden faydali hiicre alt1 yolaklar1 uyarmasindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

1.4. Kardiyovaskiiler ilaglarin Hedefi Olarak Adrenerjik Reseptorler

GPCR’ler, kardiyovaskiiler olaylar1 diizenlemede etkin rol oynamaktadirlar. -
AR’nin antagonize edilmesi yaklasimi, secici olmayan bir [-blokdr olan
propranololiin kan basmcmi diisiirmek iizere tedavide kullanilmasiyla ortaya
cikmistir. B-blokorlerin  farmakolojik etkinlikleri, endojen katekolaminlerin f3
reseptorler araciligi ile ortaya cikardiklar: etkileri engellemeleri, B reseptdr sayisini

artirmalar1 (upregulation), kalp atim hizin1 azaltmalar1 ve katekolaminlerin mitojenik
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etkisini  engelleyerek  yeniden  yapilanmayr (remodeling) azaltmalariyla
aciklanmaktadir (Katzung, 2015). B-blokorlerin bu etkileri ile anjinada olusan agriy1
azalttiklar1 (Black ve Prichard, 1973), hipotansiyon olusturduklar1 ve aritmiyi
engelledikleri (Prichard, 1964 ve Prichard ve Gillam, 1964) gosterilmistir. Kalp atim
hiz1 ve kardiyak debiyi azaltmalarmin da antihipertansif ve antiaritmik etkilerine

katkida bulunduklar1 bildirilmistir (Prichard, 1978).

Kalpteki B1-AR’yi selektif olarak antagonize ettikleri tespit edilen metoprolol
ve bisoprolol gibi kardiyoselektif [B-blokérler, nonselektif B-blokorlerin
bronkokonstriksiyon ve periferik vaskiiler rezistans artis1 gibi istenmeyen etkilerinin
daha az goriilmesine neden olduklar1 i¢in 6n plana ¢ikmislardir. Giiniimiizde ¢ogu
kaynak, P reseptorleri nonselektif olarak antagonize eden maddeleri 1. kusak; doza
bagli olarak B; reseptorlere daha yiiksek afinite gosteren maddeleri 2. kusak olarak
smiflandirmaktadir. B-blokorlerin 3. kusagini ise vazodilator etkinlikleri de bulunan
karvedilol, nebivolol ve labetalol olusturmaktadir (Fisker ve ark., 2015). Biased
agonist kavrami ise GPCR’lerin yalnizca G-proteini ile kenetli olmadiklarmni, ayni
zamanda Parr proteinlerinin de sinyal iletimine katkida bulunduklarmi ortaya

¢ikardigi i¢in, kusak smiflandirmasina yeni bir bakis agis1 getirmistir.

1.4.1. Karvediloliin Kardiyovaskiiler Ilaclar i¢cindeki Yeri

Karvedilol, kalp yetmezligi, hipertansiyon ve miyokard infarktiis sonrasinda
gelisen ventrikiiler fonksiyon bozukluklarmin engellenmesi i¢in kullanilan 3. kusak
B-blokor ailesinin iiyelerinden biridir. Biiyiik 6lgekli klinik ¢aliymalarda diger B-
blokdrler ile karsilagtirilmig, miyokard infarktiis ve kardiyovaskiiler mortaliteyi

engellemek ve azaltmak bakimindan {istiin oldugu goriisii benimsenmistir (Kopecky,
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2006 ve Poole-Wilson ve ark., 2003). Yapilan galismalar  reseptorlere ek olarak oy
reseptorleri de bloke eden karvediloliin (Bristow ve ark., 1992) antioksidan,
antiinflammatuar (Calo ve ark., 2005 ve Yue ve ark., 1992), antiproliferatif ve
antiaritmik (Naccarelli ve Lukas, 2005) o&zelliklerinin avantaj olusturabilecegini

gostermektedir.

Cesitli klinik caligmalar ile karvediloliin metabolik profili 1yilestirdigi
gosterilmistir. Ornegin karvedilol ve metoprololiin kiyaslandigi ¢ok merkezli ve
randomize olarak tasarlanmis klinik bir ¢alismada 24 hafta tedavinin sonunda
karvediloliin glukoz ve iirik asit seviyelerini metoprolole gore daha c¢ok diisiirdiigi,
total kolesterol ve LDL seviyelerini azaltmak bakimindan da metoprolole iistiinliik
gosterdigi bildirilmis ve metoprolole gore metabolik profili daha ¢ok iyilestirdigi
yorumu yapilmistir (Martsevich ve ark., 2010). Benzer sekilde 45 hipertansif tip 2
diyabet hastasi ile yapilan randomize ve cift kor olarak tasarlanmig bir klinik
calisgmada da karvedilol ile atenolol kiyaslanmis, karvedilol glukoz ve lipid
seviyelerinde anlamli iyilesmeler gergeklestirmistir. Ayrica karvedilol insiilin
duyarliligmmi artirirken atenolol azaltmistir. Karvediloliin, iskelet kaslarinda o-
AR’leri bloke ederek kanlanmay: artirdigi ve insiilin duyarliligmi da hiicre igine

glukoz alinmasmi tetikleyerek artirdigi yorumu yapilmistir (Giugliano ve ark., 1997).

Cok sayida hasta ile yapilan ¢ok merkezli, ¢ift-kér, randomize olarak
tasarlanmis GEMINI calismasinda karvedilol metoprolol ile kiyaslanmis,
karvediloliin insiilin duyarliligin1 artirdig1, metoprololiin ise insiilin duyarliligina etki
etmedigi tespit edilmistir (McGill ve ark., 2007). Tiim bunlar kronik kullanilmasi
gereken bir ilag i¢in tercih edilecek 6zelliklerdir ve karvediloliin diyabet riski tasiyan
hastalarda ve insiilin rezistansi olan hastalarda giivenle kullanilabilmesine olanak

saglamaktadir.
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Sempatik aktivasyonun dolasimdaki serbest yag asidi miktarimi artirmasi ve
bunun sonucu olarak da kalbin enerji elde etmek i¢in glukozdan daha ¢ok yag asidi
kullanmaya yOnlenmesinin engellenmesinin, kalp yetmezliginde kullanilan (-
blokorlerin - bu endikasyondaki etkinliklerine katkida bulunuyor olabilecegi
bilinmektedir (Paolisso ve ark., 1994). Bunu incelemeye yonelik olarak tasarlanan bir
calismada karvediloliin glukoz ve yag metabolizmasi iizerindeki dogrudan etkileri
miyosit hiicre kiiltiirlerinde propranolol, bisoprolol ve prazosinle karsilastiriimais,
karvedilol ve prazosinin glikolizi stimiile ederken yag asidi oksidasyonunu azalttig1
gosterilmistir (Onay-Besikci ve ark., 2012). Prazosinin de karvedilole benzer yararli
olarak adlandirilabilecek etkilerinin bulunmasi 6nceki bulgular: destekler niteliktedir.
Ornegin, obez hipertansiyon hastalarda 12 hafta prazosin kullanimi insiilin
duyarhigmi artrmustir (Pollare ve ark., 1988). Karvedilol ve prazosinin ortak etki
mekanizmalar1 her ikisinin de adrenerjik reseptorlerin -G-protein kenedinden
bagimsiz olarak- hiicre icinde etkiledikleri ortak bir sinyalizasyon yolag1 olabilir ve

bu ortak sinyalizasyon Parr proteinlerinin aktivasyonu ile basliyor olabilir.

1.4.2. Bir Biased Agonist Olarak Karvedilol

Karvedilole 6zgii avantajlarin, bu maddenin hiicre i¢inde neden oldugu farkl
sinyalizasyonlardan kaynaklaniyor olabilecegi diisiincesiyle Wisler ve arkadaslari
iclerinde bisoprolol, labetalol ve propranololiin bulundugu 16 B-blokorle HEK293
hiicre dizisinde gergeklestirdikleri ¢alismada, B2-AR’lerde Parr-aracili olarak ERK
aktivasyonuna yalnizca karvediloliin neden oldugunu bildirmislerdir (Wisler ve ark.,
2007). Bu calisma ile bir Parr biased agonist oldugu kabul edilen karvedilol,
GRK/Barr yolagini aktive etmekte, Gs-CAMP yolagin1 ise bloke etmektedir.
Propranolol de karvedilol gibi B2-AR’de Gs-AS sinyalinde invers agonist ozelligi
gosterir, ancak sadece Kkarvedilol ERK sinyalini arr-aracili olarak aktive
edebilmektedir (Nobles ve ark., 2011 ve Wisler ve ark., 2007).
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Yapilan yeni ¢alismalar karvediloliin ERK sinyalini aktive edebilmesi i¢in
gereken baska bilesenler de bulundugunu ortaya koymustur. Wang ve ark. (2017a)
B1-AR ekspresyonu yapan HEK293 hiicrelerinde yaptiklari ¢alismada karvediloliin
doza bagh olarak ERK fosforilasyonunu artirdigini; ancak G inhibitorii pertussis
toksini uygulandigi zaman fosforilasyonun 6nemli derecede azaldigini bulmuslardir.
Toksin, f2-AR’ler araciligi ile olusan ERK fosforilasyonunu etkilememistir. Benzer
calismay1 B1-AR’nin etkisini gorebilmek igin B2-AR genleri silinen fare kalplerine
Langendorff perflizyon sisteminde karvedilol vererek de yapmislar ve pertussis
toksini uygulanan kalplerde ERK fosforilasyonunun tamamen engellendigini
gozlemislerdir. P1-AR genleri silinen farelerde ise pertussis toksini ERK
fosforilasyonunun Oniine gegememistir. Bu ¢alisma karvediloliin B1-AR’lerdeki
biased agonist etkisini gosterebilmesi i¢in G; proteinine gereksinim duydugunu

gostermistir.

Betal-AR’lerde Parrl ve Parr2 aracilifiyla EGFR’nin aktive olmasinm,
katekolaminle kronik olarak stimiile edilen kalplerde koruyucu oldugu bildirilmistir
(Noma ve ark., 2007). Yirmi farkli B blokorle yapilan bir ¢alismada yalnizca
karvedilol ve alprenololiin Barr-aracili EGFR transaktivasyon yolagimni aktive ettigi
bulunmustur (Kim ve ark., 2008). Karvedilol, kardiyoprotektif EGFR aktivasyonunu,
Bi-AR’de GRK5 veya GRK6 enzimleri araciligi ile Barr proteinlerini uyararak
baslatmaktadir (Kim ve ark., 2008 ve Wisler ve ark., 2007). Arastiricilar, B reseptorii
isgal edip G-protein aracili sinyalizasyonu engellerken bir yandan da Parr/EGFR
aracili sinyalizasyonu aktive edecek bu “siiper” ilaglarm kardiyovaskiiler ilaglar
icinde yeni bir grup olusturacagi yorumunu yapmiglardir. Kardiyoprotektif EGFR
transaktivasyonu karvediloliin terapotik yararlarma kismen 11k tutmaktadir (Noma
ve ark., 2007).

Karvediloliin G-proteinden bagimsiz ve Parr-aracili olarak yararl kabul edilen

etkilerine, olgunlagmasini stimiile ettigi miRNA’lar (mikro riboniikleikasit) da
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katkida bulunmaktadir. Karvediloliin B1-AR’ye baglanmasi, Parr proteinleri araciligi
ile miRNA olusumuna neden olur (Kim ve ark., 2014). miRNA’lar
posttranskripsiyonel gen ekspresyonunu diizenleyen kodlanmayan RNA’lardur.
Ekspresyonlarinin bozulmasi halinde miyokard infarktiis ve hipertrofi goriilebilen
miRNA’lar, literatiirde kardiyovaskiiler hastaliklarda yeni terapotik hedefler olarak
adlandirilan biyobelirteclerdir (Duggal ve ark., 2016 ve Naga Prasad ve ark., 2009).
Karvediloliin aracilik ettigi miRNA olusumu GRKS, GRK6 ve Parrl varliginda
gerceklesebilmektedir. GRKS5 ve GRKG6 susturuldugunda bu etki goriilmemektedir
(Kim ve ark., 2014).

Karvediloliin B1-AR'ye baglanmasindan ve GRKS ve GRK6 nin reseptorii belli
bolgelerden fosforillemesinden sonra Parrl, reseptor-ligand kompleksinden ayrilir ve
nukleus iginde drosha mikroprosessor kompleksine baglanarak bes adet miIRNA’y1
uyarrr (miR-150, miR-199a-3p, miR21, 4miR-125a-5p ve miR-125b-5p) (Bologna ve
ark., 2017). Bunlar posttranskripsiyonel modifikasyon ile miyosit biiyiimesi,
kardiyak kontraktilite ve ritim kontroliiniin yan1 sira bir¢ok patogenezde rol oynayan
mRNA'lar1 hedef alarak onlarin proteine doniismesine engel olurlar. miR-150,
kardiyoprotektif bir etkiye sahiptir ve eksikliginde miyokard infarktiis, atrial
fibrilasyon, dilate kardiyomiyopati, iskemik hasar ve kalp yetmezligi gézlenmektedir
(Goren ve ark., 2014 ve Tang ve ark., 2015). miR-199a-3p ve miR-214’{in iskemi-
reperfiizyon sirasinda karvedilol verilen kardiyomiyositlerde aktive oldugu ve sag
kalim ile iligkili fosforile-Akt sinyalini aktive ettigi belirlenmisti (Park ve ark.,
2016).

Fare kalplerinde yapilan yeni bir ¢alismada, QRT-PCR metoduyla karvediloliin
ti¢ farkli miIRNA’y1 daha indiikledigini tespit edilmistir (miR-466g, miR-532-5p, and
miR-674). Bunlardan miR-532-5p’nin kalbi miyokard infarktiisten korudugu
bilinmekte; diger iki miRNA’nin ise kardiyoprotektif potansiyele sahip oldugu iddia
edilmektedir. Parrl, Parr2, GRKS5 veya GRKG6 genlerinden herhangi biri silindiginde
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bu indiiksiyonun gézlenmemesi, siirece her birinin dahil oldugunu gostermistir.
Benzer degerlendirme B1-AR ve B2-AR genleri silinmis farelerde de yapilmis; miR-
466g ve mIiR-532-5p’nin P2-AR genleri silinmis farelerde; miR-674’nin B:-AR
genleri silinmis farelerde indiiklenemedigi saptanmistir (Teoh ve ark., 2018).

Gerek miRNA’lar aracilig1 ile gerekse EGFR transaktivasyonu ile ortaya ¢ikan
bu kardiyoprotektif etkiler karvediloliin biased agonist etkisi araciligi ile
gerceklesmektedir ve onu diger B-blokorlerden ayiran da bu etkilerdir. Karvedilol
gibi tiglincli kusak bir B-blokor olan nebivololiin de yalnizca P2-AR sentezleyen fare
embriyonik fibroblast MEF hiicrelerde ve B1 ve B2-AR’lerin her ikisini de
sentezleyen fare kardiyak miyosit HL1 hiicrelerinde yapilan ¢alismada, Parr aracili
olarak ERK fosforilasyonunu tetiklerken EGFR transaktivasyonu yaptigi
bulunmustur (Erickson ve ark., 2013). Nebivololiin klinik yararl etkilerinin
karvedilol ile benzer oldugu diisiiniildiigiinde, ortak noktalarmin biased agonizma
olmas1 bu iki molekiilii ayricalikli kilan faktor olarak goriilebilir. Tez calismamizda
karvedilol ile ortaya ¢iktigini tespit ettigimiz karvedilole 6zgii metabolik etkilerin,

biased agonizma ile iliskili olup olmadig1 degerlendirilmistir.

1.5. Kardiyak Fonksiyon Bozukluklarinda f Arrestinlerin Rolii

1.5.1. Kalp Yetmezligi

Kalp yetmezligi hipertansiyon, iskemik kalp hastaliklar1 ve koroner kalp
hastaliklar1 gibi ¢esitli kardiyovaskiiler problemlerin son basamagi olarak karsilasilan
Klinik bir sendromdur. Kisaca kalbin viicuda ihtiyac1 olan kani pompalamakta

yetersiz kalmasi olarak tanimlanabilir.
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Kalp yetmezligi durumunda Parr2’nin, Parrl’den farkli olarak kardiyak
apoptozu, inflamasyonu ve miyokard infarktiis Sonrasi yeniden yapilanmay1 6nledigi
bilinmektedir. McCrink ve arkadaslar1 adenoviral gen transferi ile Parr2 ekspresyonu
artirtlmis hayvan modelleri olusturmus; bu hayvanlarda miyokard infarktiis sonrasi
yeniden yapilanmanin azaldigin1 ve SERCA (Sarkoplazmik Retikulum Kalsiyum
ATPaz) aktivitesinin arttigini tespit etmislerdir. Kardiyak fonksiyonlardaki bu artisa
apoptozisteki azalma eslik etmistir (McCrink ve ark.,, 2017). Kardiyak
fonksiyonlarda bozulma go6zlenen bu modellerde yapilan bu iki c¢alisma Parr
proteinlerinin SERCA iizerinde farkli etkileri oldugunu ortaya koymus ve Parr
proteinlerinin  hedef protein olabileceklerini gostermislerdir. Beta arrestin
proteinlerinin kalpteki etkileri tizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda genel olarak
Barrl’in  B-AR’lerin desensitizasyonundan sorumlu oldugu, Parr2’nin ise
kardiyoprotektif yararl etkilere sahip oldugu yorumu yapilmistir (Bathgate-Siryk ve
ark., 2014 ve Hodavance ve ark., 2016).

Beta arrestin 1 genleri silinmis farelerde miyokard infarktiis modeli
olusturularak 2014 yilinda yapilan bir ¢alismada, Parrl genleri silinmis farelerin
miyokard infarktiis sonrasi kardiyak kontraktilitelerinin kontrol farelere gore daha iyi
oldugu tespit edilmistir. B tipi natriiiretik peptid, atrial natriiiretik faktor ve TNF
(Timdr Nekroz Faktor) gibi inflamasyon belirteglerinin Barrl genleri silinmis
farelerde daha disiik seyrettigi ve ortalama arteryel kan basinglarinin daha disiik
oldugu gosterilmistir. Ustelik Barrl genleri silinmis farelerde B-AR dansitesinin
daha yiiksek oldugu bulunmus ve miyokard infarktiis sonrasinda B-AR sayismin
azalmasmin bu farelerde daha az gergeklestigi yorumu yapilmistir. Beta arrestin 1
genleri silinmig farelerde bunlarin yani swra SERCA aktivitesinin ve EGFR
transaktivasyonunun artmis oldugu gosterilmistir. EGFR transaktivasyonu, [a-
AR’lerin GRKS tarafindan fosforillendikten sonra Parr2 araciligi ile gerceklestirdigi
antiapoptotik sinyaldir; bu ¢aligmada Barrl’in bu sinyali inhibe ettigi goriilmiistiir.
Aragstiricilar, Parrl’in kalpte Parr2 gibi yararli etkilere degil, aksine zararl etkilere
aracilik edebilecegini gostermislerdir (Bathgate-Siryk ve ark., 2014).
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1.5.2. Diyabetik Kardiyomiyopati

Diyabet, insiilin sekresyonu azalmasina veya viicudun insiilini etkili
kullanamamasma bagli olarak gelisen kronik metabolik bir hastaliktir ve
kardiyovaskiiler oliimler agisindan da bagimsiz bir risk faktoriidiir (Cohn ve ark.,
1991, Packer ve ark., 1999). Diyabetik kardiyomiyopati, bag doku ve kollajen
birikiminden &tiirii sol ventrikiil duvarinda artan katilik (stiffness) ile karakterizedir
(Anguera ve ark., 1998; Rodrigues ve ark., 1995 ve Saito ve ark., 2003). Gozlenen
hiperglisemi ve hiperlipidemi dolayisi ile gelisen kardiyomiyopati, kalpte yeniden
yapilanmaya neden olmaktadir. Diyabetik kardiyak fonksiyonel bozukluk
durumunda 6ncelikle diyastolik fonksiyonda ve bunu takiben de sistolik fonksiyonda
bozulma gozlenmektedir (Poornima ve ark., 2006 ve Severson, 2004). Artan
membran  permeabilitesi ve  Ca"  isleyisinin  bozulmasi,  miyokard
metabolizmasindaki bozukluklar ve kardiyomiyositlerin yapisal bozukluklar1
kardiyak fonksiyon bozuklugunun {i¢ nedeni olarak 6ne siiriilmektedir (Dhalla ve
ark., 2014).

Hiperinsiilinemi durumunda go6zlenen kardiyomiyopatinin sinyalizasyon
diizeyindeki nedenlerinden biri de insiilinin kalpte GRK2 aracili olarak P2-AR’yi
fosforillemesi; reseptoriin  Parr2 ile olusturdugu kompleks sonucunda ERK
fosforilasyonunu gergeklestirmesidir. Beta arrestin 2 veya p2-AR genlerinin
silinmesinin veya bir biased agonist olan karvediloliin ya da bir GRK2 inhibit6rii
olan paroksetinin insiilin bagli bu fosforilasyonu engelledigi gbzlenmistir (Wang ve
ark., 2017b) .
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1.6. Kalpte Substrat Metabolizmasi

Normal sartlarda kalbin enerji ihtiyacnin ¢ogunlugu [Agiga ¢ikan ATP’nin
(Adenozin trifosfat) %95’i] mitokondrilerde meydana gelen oksidatif
fosforilasyonlar ile saglanmaktadir. Oksidatif fosforilasyonda yakilan karbon
kaynaklarindan agiga ¢ikan nikotinamid adenin diniikleotit (NADH) ve flavin adenin
diniikleotid (FADH2) molekiillerinin  dehidrojenizasyonu  sonucunda ATP
iretilmektedir. Bu molekiiller yag asitlerinin beta oksidasyonu, sitrik asit siklusu ve
daha az olmak tiizere piriivat dehidrojenaz reaksiyonu ve glikoliz sirasinda agiga
¢ikmaktadir (Stanley ve ark., 2005).

Kalp kasmin en 6nemli 6zelligi yiiksek miktarda enerjiye ihtiya¢ duyan, hig
kesilmeyen kontraksiyonlardir. Normal fizyolojik kosullarda kalp enerji ihtiyact igin
substrat olarak yag asitlerini, karbohidratlari, amino asitleri, keton cisimleri ve laktati
kullanmaktadir ve ATP’nin %70’i yag asitlerinden saglanmaktadir (Avogaro ve ark.,
1990). Kalp farkli fizyolojik ve farmakolojik kosullara gore ¢ok hizli bir sekilde
substrat bi¢imini degistirebilmektedir. Bu degisim ektraselliiler hormonlara, substrat
miktarlarma ve is yiikiine gore olmaktadwr. Substrat degisimi ATP {iretiminin
stirekliligi i¢in sarttir (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 Metabolizmasi

Glukoz, kardiyomiyositlerde sarkolemmadaki glukoz tastyict proteinler
(GLUT1 ve GLUT4) aracihigi ile hiicre igine tasmnir. Glukoz tasiyicilarinin
sitoplazmadan sarkolemmaya translokasyonu insiilin stimiilasyonu ile gerceklesir
(Stanley ve ark., 2005).

Glikoliz enzimleri ¢ogunlukla sarkoplazmik retikulum ve sarkolemma
yakinlarina yerlesmis durumdadir. Bu durum glikolitik reaksiyonlarm belirli
bolgelerde gergeklestigini gosterir. Glikoliz sirasinda glukoz, {i¢ii diizenleyici ve
geri-doniisiimsiiz olmak tizere [heksokinaz (HK), fosfofruktokinaz (PFK), piriivat
kinaz (PK)] 10 enzimle katalize olarak piriivata doniismektedir (Li ve ark., 2015 ve
Zwerschke ve ark., 2003) (Sekil 1.5).

Pirtivat laktat dehidrojenaz enzimi (LDH) ile laktata doniistiiriilerek, asetil
KoA’ya dekarboksile olarak, okzaloasetat ya da malata karboksile olarak ti¢ sekilde
kullanilabilir. Pirtivat dekarboksilasyonu karbohidrat oksidasyonunun geri-doniissiiz
basamagidir ve mitokondrilerde piriivat dehidrojenaz (PDH) tarafindan katalize edilir
(Randle, 1986). PDH enzimi piriivat dehidrojenaz kinaz (PDK) enzimi ile kontrol
altinda tutulmaktadir. PDK ise piriivat tarafindan ya da asetil KoA’nin azalmasi ile

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

Olusan asetil KoA sitrata doniisiirek sitrik asit dongiisiine [Trikarboksilik asit
(TCA) dongiisii] girer. Bu dongiide ortaya ¢ikan NADH ve FADH?’ler elektron

tagima zincirine (ETZ) elektron iletir ve ATP iiretimi gergeklestirilmis olur.
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Sekil 1.5. Karbohidrat Metabolizmas:

ETZ: Elektron Tasima Zinciri, GLUT: Glukoz Tasiyict Protein, HK: Heksokinaz, LDH:
Laktat Dehidrojenaz, PDH: Piriivat Dehidrojenaz, PFK: Fosfofruktokinaz, PK: Piriivatkinaz,
TCA: Trikarboksilik Asit

1.6.2. Yag Asidi Metabolizmasi

Yag asidleri hiice igine CD36’lar (Yag Asidi Tastyan Protein) araciligi ile flip-
flop hareketi yaparak girerler (Hamilton, 2007). Fatty Acid Translocase/ Cluster of
Differentiation 36 (FAT/CD36) ya da kisaca CD36 dnceden adipozitlerde hiicre igine
yag asidi almakla gorevli olduklar1 bilinen, ardindan yag asidi metabolizmasimdaki
bu gorevlerinin kardiyak hiicrelerde ve iskelet kasinda da ayni sekilde oldugu tespit
edilen tasiyici proteinlerdir (Van Nieuwenhoven ve ark., 1995). Adipozitlerde, kalp

ve iskelet kasi hiicrelerinde yag asitlerinin hiicre i¢ine almmasmm %70’inden
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sorumludurlar (Abumrad ve Goldberg, 2016; Glatz ve ark., 2016 ve Luiken ve ark.,
2003). CD36 genleri silinmis fare kalplerinden izole edilen kardiyomiyositlerde
(Habets ve ark., 2007), fare kalbinde yapilan in vivo ¢alismalarda (Abumrad ve
Goldberg, 2016) ve iskelet kasi ve adipoz dokuda (Abumrad ve Goldberg, 2016)
hiicre i¢ine yag asidi alimmin azalmis oldugu ve bu azalmaya yag asidi

oksidasyonunun azalmasinin da eslik ettigi tespit edilmistir.

CD36’lar, yag asidinin hiicre iginde yag asidi baglayan proteine (FABP)
baglanmasini kolaylastirir. Hiicrede FABP sentezlenmemesi durumunda hiicre igine
yag asidi alinmasi durmaktadir (Van Nieuwenhoven ve ark., 1998). FABP’ye
baglanan yag asidi, (FAS) yag agil-KoA sentaz enzimi ile yag agil-KoA’ya
dontstiiriilmektedir. Yag acil-KoA’lar mitokondri dis membranindaki karnitin
aciltransferaz 1 (CPT) araciligi ile yag agil Kkarnitine doniistiirmektedir. Dis
membrandan i¢ membrana agil karnitin translokazlar araciligi ile tasinan yag agil
karnitin, mitokondri i¢ membraninda CPT2 aracilig1 ile tekrar yag acil-KoA’ya
dontismektedir. Bu doniisiimlerin nedeni yag acil KoA’nm mitokondri membranini
asamamasidir (Kerner ve Hoppel, 2000 ve Lopaschuk ve ark., 1994). Mitokondri
icine alinan yag agil-KoA’lar B-oksidasyona ugrayarak iki karbonlu asetil KoA’ya
dontistirler. Asetil KoA ise tipki glukoz oksidasyonundaki gibi sitrik asit dongiisiine

katilir ve ATP iiretilir (Sekil 1.6).

CD36’lar hiicrede endozomlarda depolanabilirler; iskelet kas1 ve kalp kasinda
CD36’larm %50’si endozomlardadir (Bonen ve ark., 2000 ve Luiken ve ark., 2002).
Kas kasilmast durumunda ya da insiilin stimiilasyonu ile endozomlardaki CD36’lar
membrana dogru hareket etmekte ve hiicre igine yag asidi alimi yaklagik iki katina
¢cikmaktadir (Bonen ve ark., 2000 ve Luiken ve ark., 2003). Kontraksiyon aracili
CD36 translokasyonu AMPK (Adenozin Monofosfat ile Aktive Olan Protein Kinaz)
ile tetiklenmektedir (Luiken ve ark., 2003). Bu translokasyon GLUT

translokasyonuna benzemektedir. Artan kas kasilmasi ya da insiilin uyarisi ile hem
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GLUT4 hem de CD36’lar sarkolemmaya alinmaktadir, boylece glukoz ve yag asidi
oksidasyonunun artmasi hedeflenmektedir (Glatz ve ark., 2010). CD36’nin bu
dongiisii iskelet kasi ve adipoz dokuda da goriilmektedir (Aguer ve ark., 2010; Aguer
ve ark., 2011 ve Lobo ve Bernlohr, 2007).

CD36 proteini, lipid absorbsiyonunun g¢ok oldugu bagirsaklarda, lipid
aklimiilasyonunun birincil sorumlusu adipoz dokuda, substrat olarak yag asitlerini
coklukla kullanan kalp ve iskelet kasinda fazla sentezlenmektedir. CD36
ekspresyonu niikleer reseptor ailesi olan PPAR’lar (Peroksizom Proliferator ile
Aktiflestirilen Reseptor) tarafindan kontrol edilmektedir. PPARa’nin  ¢ok
sentezlendigi dokularda yag asidi katabolizmasi da fazla olmaktadir. PPAR’lar
heterodimer olusturarak Retinoid X reseptorine ve PPAR cevap elementine
baglanmaktadirlar; boylece transkripsiyonu diizenleyebilmektedirler (Neels ve
Grimaldi, 2014).

PPAR’lar iskelet kasi, karaciger, bagirsak, bobrek ve kalp dokularmnda
yogunlukla bulunan (Abbott, 2009 ve Su ve ark., 1999); temelde yag asidi tasinmast,
esterifikasyonu ve oksidasyonundan sorumlu protein ailesidir (Barger ve ark., 2000,
Finck, 2007). PPARYy adipojeneziste gorevliyken (Lowell, 1999); PPARa yag asidi
oksidasyonunun kontroliinde 6nemli etkiye sahiptir (van Raalte ve ark., 2004).
Metabolik ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir hedef protein
grubudur. Ornegin fibratlar, metabolik sendromla iliskili mikrovaskiiler
komplikasyonlar1 6nlemek i¢in kullanilan PPARa ligandlaridir (Liss ve Finck, 2017).
PPARYy agonistleri olan tiazolidindionlar ise hiperglisemi, anjiojenezis ve kardiyak
fibrozis kontroliinde oldukga etkilidirler (Lim ve ark., 2015 ve Nagy ve ark., 1998).
Yararl etkilerinin yan1 sira PPARa kalpte glukoz metabolizmasindan yag asidi
metabolizmasina dogru kaymaya sebep oldugu i¢in; reaktif oksijen tiirlerinin

birikimine ve lipotoksisiteye neden olmaktadir.
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Yag asitleri ve yag asidi metabolitleri PPAR’larin dogal ligandlaridir
(Georgiadi ve Kersten, 2012 ve Grimaldi ve ark, 1999). PPARo’nin
ekspresyonlarinin artmasi kalpte ve iskelet kasinda yag asitlerinin f-oksidasyonunu
ve hiicre i¢ine yag asidi alinmasma sebep olan CD36 ve FABP ekspresyonunu
artirmaktadir (Sekil 1.6). PPARa genleri silinmis fare kalbinde yag asidi kullanimi
azalirken (Djouadi ve ark., 1998, Peters ve ark., 1997); PPARa asir1 liretimi yag asidi
kullanimimi artirmustir (Finck ve ark., 2002). CD36 genleri silinmis ve PPARa asiri
tiretimi gerceklestirilmis olan Kalplerde ise yag asidi kullanimi 6nlenmistir (Yang ve
ark., 2007).

| Yag asidi

FAT/CD36

Yag asidi

FAS

Yag acil KoA

Yag acil KoA

-oksidasyon
ETZ \? .

Oksidatif Asetil-KoA
Fosforilasyon

Mitokondriyal

Sitozol

Sekil 1.6. Yag Asidi Metabolizmasi

CPT: Karnitin Palmitoil Transferaz, ETZ: Elektron Tasima Zinciri, FABP: Yag Asidi
Baglayan Protein, FADH>: Flavin Adenin Diniikleotid FAS: Yag Acil Sentaz, FAT/CD36:
Yag Asidi Tastyan Protein, NADH: Nikotinamid Adenin Diniikleotid, PPARa: Peroksizom
Proliferatdr ile Aktive Olan Reseptor Alfa, TCA: Trikarboksilik Asit
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1.6.3. Randle Dongiisii ve Bu Dongiiniin Tedavideki Yeri

Randle dongiisii, glukoz ve yag asitlerinin mitokondride olusan ortak
metabolitleri araciligi ile birbirlerinin kullanimlarini baskilamalar1 durumudur;
hiicrede glukoz kullanimi arttikca yag asidi kullaniminin azalacagi seklinde de
yorumlanabilir (Randle ve ark., 1963) (Sekil 1.7). Bu dengede her iki substratin da
katabolizma siireglerinde agiga ¢ikan metabolitlerin negatif geri-bildirim (feedback)
etkileri rol oynamaktadir. Yag asitlerinin B-oksidasyonundan agiga ¢ikan asetil-KoA
ve NADH, PDH enzimini inhibe etmektedir. Benzer sekilde sitrat, glikoliz
enzimlerinden PFK enzimini ve nispeten daha az olarak HK enzimini inhibe eder
(Randle ve ark., 1963). PDH’nin inhibisyonu yag asidi oksidasyon oranmi en ¢ok

artiran durumdur.

Yag asidi oksidasyonunun artmasi glikoliz ve glukoz oksidasyonu (piriivat
oksidasyonu) kenedinin bozulmasma yol agmaktadir. Pirtivatin, mitokondri ig
membranina transfer olabilmesi i¢in bir protonun da stekiyometrik olarak ko-transfer
olmas1 gerekmektedir (Halestrap ve ark., 1990 ve Poole ve Halestrap, 1993). Bu
nedenle glikoliz ve glukoz oksidasyonunun dengesi bozuldugunda glikolitik hidroliz
sonucunda agiga ¢ikan proton, i¢ membranina ko-transfer olamaz; bu durum

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

Benzer sekilde glukoz oksidasyonunun artmasi ile agiga ¢ikan asetil-KoA da 3-
ketoagil-KoA iizerinde inhibitor feedback etki gostererek yag asidi oksidasyonun
azalmasma neden olmaktadir. Glukoz oksidasyonu sirasinda agiga ¢ikan NADH,
acil-KoA dehidrojenaz ve 3-hidroksia¢il-KoA dehidrojenaz iizerinde inhibitor etki
gostermektedir. Ayrica glukoz metabolizmasi ile agiga ¢ikan asetil-KoA, CPT ve

asetil-KoA karboksilaz enzimleri araciligi ile sitozolik malonil-KoA sentezinin

30



artmasina neden olmaktadir; malonil-KoA hiicre i¢ine yag asidi aliminin ve yag asidi
oksidasyonunun negatif diizenleyicisidir (Lysiak ve ark., 1986 ve Stanley ve ark.,
2005). Glukoz oksidasyonunun artmasi; glikoliz-glukoz oksidasyon kenedinin
diizenli ¢alismasini, ortamdaki protonun azalmasimi ve dolayist ile kardiyak

etkililigin artmasini saglamaktadir.

Yag asitleri Glukoz
- a

FAT/CD36
%

Yag-agil-KoA
Piriivat

ElZ = (—)
Oksidatif B‘OkSiQ /1;,.,

Fosforilasyon Asetil-KoA
— NADH l

FADH
P T~ Q‘CA dongﬁ@

Sekil 1.7. Randle Dongiisii.

CPT: Karnitin Palmitoil Transferaz, ETZ: Elektron Tasima Zinciri, FADH>: Flavin Adenin
Diniikleotid FAS: Yag Agil Sentaz, FAT/CD36: Yag Asidi Tastyan Protein, GLUT: GLukoz
Tastyict Protein, NADH: Nikotinamid Adenin Diniikleotid, PDH: Piriivat Dehidrojenaz,
TCA: Trikarboksilik Asit

1.7. Diyabetik Kardiyomiyopatide Goriilen Metabolik Bozukluklar

Insiilin rezistans1 veya diyabet durumlarinda kalp, enerji metabolizmasini hizli

bir sekilde diizenler. Bu, yag asidi tiiketiminin artmasi ve glukoz kullaniminin
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azalmasi ile sonuglanan bir modifikasyondur (Lopaschuk, 1989; Lopaschuk ve ark.,
1994 ve Lopaschuk, 2002). Son yillarda diyabetik kardiyomiyopatinin metabolik
degisimlerin bir sonucu oldugu fikri oldukca kabul gérmektedir. Ornegin
streptozotosin (STZ) ile olusturulan diyabette kardiyak metabolizmanin doérdiincii

giinden itibaren bozuldugu tespit edilmistir (Ghosh ve ark., 2004).

STZ-diyabet modeli kullanarak yapilan ¢alismalarda ATP’nin neredeyse
tamammin yag asitlerinden karsilandigi, glukoz kullanimmm dramatik olarak
diistiigii gézlenmis ve bu durumun kalbin fonksiyonel bozuklugunun sebeplerinden
biri oldugu distiniilmiistiir (Severson, 2004; Stanley ve ark., 1997; Taegtmeyer ve
ark., 2002 ve Young ve ark., 2002). Diyabetik sicanlarla yapilan bir c¢aligmada
PPARa ekspresyonunun tetiklendigi ve hiicre i¢ine yag asidi alimmin ve yag asidi
oksidasyonunun arttig1 gozlenmistir (Finck ve ark., 2002). Yag asidi oksidasyonu
glukoz oksidasyonuna gore kalbin daha ¢ok enerji kullanmasina sebep olur; bu da
enerjinin verimsiz kullanilmasindan 6tiirti kardiyak verim (efficiency) azalmaktadir.
(Kardiyak verim = Kardiyak is/ miyokardiyal oksijen tiiketimi). Diyabette ve
obezitede bu durum gergeklestigi i¢in kardiyak verim azalmaktadir (How ve ark.,
2006; Mazumder ve ark., 2004 ve Peterson ve ark., 2004).

Insiilin rezistansi ya da diyabet gibi hastaliklarda glukoz kullanimini artirmak -
insiilinden bagimsiz da saglanabilen- tercih edilir bir durumdur (Koh, 2016). insiilin
rezistansinin gelismesine hiicre i¢ine aliman ve kullanilmadan hiicre i¢inde biriken
lipidlerin katkida bulundugunu gosteren c¢aligmalar bulunmaktadrr (Kitessa ve
Abeywardena, 2016). Bu durumda yag asitlerinin hiicre igine alinmasini veya yag
asidi oksidasyonunun azalmasini saglamak diyabetik kardiyomiyopati i¢in bir tedavi

yaklasimi olabilecektir.
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Yiiksek yagl diyet kardiyak dokuda ve iskelet kasinda lipit birikimine neden
olmaktadir. Kronik bir sekilde yiiksek miktarda yag asidi alinmas1 CD36’nimn hiicre
icindeki hareketini hizlandirmaktadir ve CD36’nin endozomdan sarkolemmaya kalic1
olarak ge¢mesine sebep olmaktadir. Siganlarda yiiksek yagh diyeti takip eden ii¢ giin
icinde miyoselliiler yag asidi alimi artmaktadir (Bonen ve ark., 2015). Yag asitlerinin
bu artis1 intramiyoselliiler triagilgliserollerin, diagilgliserollerin ve seramidlerin
formlarinin bozulmasina neden olmaktadir. Bu metabolitler GLUT translokasyonunu
bozarak insiilin sinyalini inhibe ederler. Bu da hiicre i¢ine glukoz aliminin
azalmasmma ve glukozun glikojen olarak depolanmasinin azalmasina neden
olmaktadir. Boylece kalp ve iskelet kasinda insiilin rezistansi baglar, kontraktil

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

1.8. B Arrestin Proteinlerinin Metabolik Etkileri

Diyabet gibi metabolik ve kardiyovaskiiler bilesenler igeren hastaliklarda ve
diger kardiyak fonksiyon bozuklugu gézlenen modellerde Barr proteinlerinin rolii her
gecen giin daha fazla ortaya ¢ikmaktadir. Cesitli deneysel modeller kullanilarak
yapilan bir ¢alismada Parr2 ile insiilin rezistansi arasinda giiclii bir iliski oldugu
ortaya konmustur (Luan ve ark., 2009). Tip 2 diyabet modelleri olan db/db farelerde
ve yiiksek yaglh diyet ile indiikklenmis fare modelinde (HFD, high fat diet) karaciger
ve iskelet kaslarinda Parr2 protein ve mRNA diizeylerinin az oldugu; daha az
belirgin olmak tizere Parrl’in de diisik oldugu bildirilmistir. Ayni ¢alismada
kliniklerden elde edilen karaciger 6rneklerinde de hem Parrl’in hem de Parr2’nin
diisiik oldugu gosterilmistir. Arastiricilar Parr2 genleri silinmis farelerde glukoz
kullaniminin azaldigmi ve insiilin toleransmin bozuldugunu; db/db farelere
adenoviriisle Barr2 uygulamasinin ise glukoz toleransini diizelttigini gostermislerdir.

Ayn1 calismada, Parr2’nin insiilinin reseptdriine baglandiktan sonra Akt-PI3K-
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Glikojen Sentaz Kinaz-3p yolagmin aktivasyonu i¢in gerekli oldugu ve bunun Src
aracilig1 ile gergeklestigi bulunmustur. Bu bulgular, Barr2’nin anti-diyabetik etkileri
olabilecegini diisiindiirmektedir (Luan ve ark., 2009). Benzer modellerde [insan
Barrl ekspresyonunu indiikledikleri transjenik (Barrl-tg) ve Parrl genleri silinmis
fareler ile bunlarin kontrolleri] yapilan bir ¢aligmada serum lipidleri, kilo alma
profilleri, obeziteye ¢ogunlukla eslik eden serum leptin diizeyleri ve glukoz toleransi
gibi parametreleri incelemisler ve Parrl proteininin obezite gelismesini baskiladigini
ve genleri silinmis farelerin diyetle indiiklenen obeziteye daha yatkin olduklarini
bildirmislerdir (Zhuang ve ark., 2011b). Bu ¢alismada ayrica adipozit farklilagmas,
lipid metabolizmas1 ve inflamasyon ile iligkili bazi genlerin ekspresyonlar1
incelenmistir. Artan yag kiitlesi ve adipozit biiylikliigliyle uyumlu olarak, yiiksek yag
diyetiyle beslenen Barrl genleri silinmis farelerin beyaz adipoz dokularinda FABP,
CD36 ve lipoprotein lipazin arttigi gosterilmistir. Yiiksek yag ile beslenen Parrl
genleri silinmis farelerin adipoz dokularinda makrofaj infiltrasyonunun ve
inflammatuar mediyatorlerin artisiyla Ortiisiir sekilde TNF, nitrik oksid sentaz-2
(indiiklenebilir Nitrik Oksid Sentaz) ve monosit kemoatraktan protein-1’in de arttig1
gosterilmistir. Gerek lipid metabolizmasinda gerekse inflamasyonda gorevli bu
genlerin ekspresyonlarmimn Parrl-tg farelerde azalmasi, Barrl’in diyetle indiiklenen
obeziteyi ve obeziteden kaynaklanan insiilin rezistansi ve inflamasyonu engelledigi

seklinde yorumlanmustir (Zhuang ve ark., 2011b).

Arastiricilar ¢calismanmm devamu olarak Parrl’in PPARy ile etkileserek gen
transkripyonunu etkiledigi gostermislerdir. Buna gore Barrl PPARy ile bir kompleks
olusturmaktadir ve bu etkilesim PPARy/RXRa (stimulator) heterodimerinin
fonksiyonunu azaltirken PPARY/NCoR (repressor) heterodimerinin fonksiyonunu
artrmaktadir (Zhuang ve ark., 2011a). Bu veri, parrl’in, PPARy komplekslerinin
aktive eden ya da baskilayan anahtar bir protein roliinde olabilecegini
diisindiirmektedir. Calismada parrl genleri silinmis, parrl-tg, ve kontrol
hayvanlardan hazirlanan ve embriyonik fibroblast hiicrelerin deneysel olarak
farklilagsmastyla olusturulmus adipozitlerde FABP4, CD36, lipoprotein lipaz ve yag

asidi sentazin mRNA diizeyleri Parrl ile korelasyon gdstermistir. Bu adipojenik
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genlerin mRNA’lar1 Barrl genleri silinmis hiicrelerde belirgin olarak yiikselmisken,

Barr1-tg hiicrelerde azalmistur.

Bagirsak enteroendokrin hiicrelerinden saliverilen ve pankreas [ hiicrelerin
insiilin salivermesini diizenleyen GLP-1 (glukagon benzeri peptid-1) reseptorleri de
GPCR ailesindendir. Barr proteinlerinin bu reseptorden kaynaklanan sinyalizasyona
katilimiin insiilin sentezleyen pankreatik INS-1 hiicre kiiltiirlerinde incelendigi bir
calismada arastiricilar koimmiinopresipitasyon yontemiyle GLP-1 reseptorii ve
Barrl’in fiziksel olarak etkilestigini gostermislerdir (Sonoda ve ark., 2008). Barrl’in
susturulmasi, GLP-1 sinyalizasyonunu azaltmis, ERK ve CREB aktivasyonu ve
insiilin reseptor substrati ekspresyonunu azaltmistir. GLP-1 zamana bagh olarak
INS-1 hiicrelerin insiilin reseptdr substrati-2 proteininde artisa yol agmustir. Bu
calismada ayrica GLP-1’in insiilin saliverici etkisine kismen aracilik ettigi bilinen
PKA-CAMP yolagina Barrl’in ne o6lgiide ettigi incelenmis ve Parrl’in susturulmasi
ile cAMP diizeyinin ve insiilin saliverilmesinin azaldigir gosterilmistir (Sonoda ve
ark., 2008). Bu ¢alismalar, Barrl’in insiilin saliverilmesi, insiilin etkisi ve duyarligini
etkileyen cok fonksiyonlu bir protein oldugunu gostermektedir ve karvediloliin
metabolik avantajlarinin mekanizmasmin da Parr-aracili etkilerinden kaynaklaniyor

olabilecegini diisiindiiren faktorlerden biridir.

Glukoz ve yag metabolizmas: {izerindeki dogrudan etkileri, miyosit hiicre
kiiltiirlerinde incelendiginde karvediloliin glikolizi stimiile ederken yag asidi
oksidasyonunu azalttig1 tespit edilmistir (Onay-Besikci ve ark., 2012). Bu tez
calismasinda karvedilolin bu etkisine Parr biased agonist olmasinin katkisi

arastirilmustir.
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1.9. Mitokondriyal Biyojenez

Mitokondriyal biyojenez, mitokondrinin kiitlece biiyiimesi ve ¢ogalmasi
anlamma gelen, oksijen kullanimmin arttig1 a¢ kalma, egzersiz, oksidatif stres ve

hiicre yenilenmesi gibi durumlara adaptasyon igin gerekli olan bir siiregtir (Jornayvaz

ve Shulman, 2010).

Mitokondriyal biyojenez kusurlar1 diyabet ve insiilin direnci durumlarinda hem
kas hem de adipoz dokuda gozlenen glukoz ve yag metabolizmasi bozukluklarina
eslik eden sorunlardir (Choo ve ark., 2006; Lowell ve Shulman, 2005 ve Sivitz ve
Yorek, 2010). insiilin duyarliligmn1 artiran ilaglarin adipoz dokudaki etkileri arasinda

mitokondriyal biyojenezi artirmalar1 da bulunmaktadir (Wilson-Fritch ve ark., 2003).

Mitokondriyal biyojenez biiyiikk Olciide PPARy koaktivatorii PGCla
(Peroksizom Proliferatér ile Aktiflestirilen Reseptéor Gama Koaktivatorl-alfa)
tarafindan kontrol edilmektedir. Ekspresyonu B3-AR’nin uyarilmasi ile tetiklenmekte
olan PGCla (Puigserver ve ark., 1998), PPARy ve PPARa’nin yani sira niikleer
transkripsiyon faktorleri olan NRF1 ve NRF2’nin (Niikleer Solunum Faktorii) de
kofaktoriidiir. Bu faktorler mitokondri ¢ogalmasmin ve oksidatif fosforilasyonla
iliskili genlerin ekspresyonunu diizenlemektedirler (Duncan ve ark., 2007; Wu ve
ark., 1999). NRF-1 aymi zamanda mitokondriyal DNA transkripsiyonunu ve
cogalmasini diizenleyen TFAM’1 (mitokondriyal DNA transkripsiyon faktori A)
aktive etmektedir (Scarpulla, 2002 ve Wu ve ark., 1999). TFAM mitokondriye
transfer olur; mitokondriyal DNA replikasyonu ve mitokondriyal gen
ekspresyonlarini tetikleyerek biyojenezi stimiile eder (Garesse ve Vallejo, 2001 ve
Larsson ve ark., 1998) (Sekil 1.8).

36



Soguk, Egzersiz

TFAM mm) Mitokondriyal DNA
replikasyonu

| N !
/  Yail
i / /

\ ~ PPARa
\\ Nikeus ///
S Yé’l% as%di A
~___ oksidasyonu e

Sekil 1.8. Mitokondriyal Biyojenez

NRF1: Nikleer Solunum Faktorii-1, PGCla: Peroksizom Proliferator ile Aktive Olan
Reseptor Gama Koaktivatorii Alfa, PPARa: Peroksizom Proliferator ile Aktive Olan
Reseptor Alfa, TFAM: Mitokondriyal Transkripsiyon Faktorii-A

PPARy’nin koaktivatorii olan PGCla, iskelet ve kalp kasinda termojenezis,
mitokondrial biyojenezis, glukoz ve yag asidi metabolizmasi gibi siireglerde
gorevlidir (Puigserver ve ark., 1998). PGClo mitokondrinin bol oldugu ve
dolayisiyla oksidatif fosforilasyonun fazla yapildigi dokularda (kahverengi adipoz
doku, kalp ve iskelet kas1 gibi) ¢ok bulunmaktadir (Cannon ve ark., 1998). Soguk ya
da asir1 beslenme gibi ¢evresel stres faktorlerinde adaptif rol oynayan ve
termojeneziste en ¢ok rol alan iki doku olan kahverengi adipoz doku ve iskelet
kasinda, yag asidi oksidasyonu ve mitokondriyal biyojenezin tetiklenmesine neden

olmaktadir.

Kalp ihtiyag duydugu ATP’nin biyiik bir kismini yag asidi oksidasyonundan
saglamaktadir. Kalpte PGCla ekspresyonlar arttigi zaman mitokondriyal biyojenez
ve oksidatif fosforilasyon artmaktadir. In-vitro ortamda kardiyak miyositlerde
PGCla ekspresyonlarmin yiikselisinin mitokondriyal biyojenez ve oksidatif

fosforilasyonu artirdigi (Lehman ve ark., 2000); adipozit ve C2C12 miyoblastlarda
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ise oksidatif fosforilasyon kenedinin bozuldugu bilinmektedir (Wu ve ark., 1999).
Kalpte deneysel hipertrofi olusturuldugunda PGClo  seviyelerinin diistigii
gozlenmistir (Sack ve ark., 1997 ve Sano ve ark., 2004).

Normalde karacigerde diisiik miktarlarda bulunan PGCla’nin ekspresyonlari
yemek yeme ile artmaktadwr. Bu durum hepatik glukoneojenezin ve yag asidi
oksidasyonunun artmasina sebep olan g¢esitli transkripsiyon faktorleri ile
fosfoenolpiriivat karboksikinaz ve glukoz-6-fosfataz gibi glukoneojenik enzimlerin
artmasina neden olmaktadir. Aclik durumunda bu proteinin ekspresyonu ile glukoz
oksidasyonundan yag asidi oksidasyonuna bir kayma gozlenmektedir; boylece
glukoz sinir sistemi igin saklanmaktadir (Herzig ve ark., 2001 ve Yoon ve ark.,
2001). PGCla ekspresyonlarindaki artigin iskelet kasinda GLUT4 ekspresyonlarinda

artisa neden oldugu gosterilmistir (Baar ve ark., 2002 ve Michael ve ark., 2001).

Tip 2 diyabet hastalarinin iskelet kaslarinda PGCla ekspresyonlarmnin azaldigi
goriilmiistiir (Mootha ve ark., 2003; Patti ve ark., 2003 ve Petersen ve ark., 2004).
Tiazolidindion grubu oral antidiyabetik ilaglarin PGCla aktivitesini artirarak
mitokondriyal biyojenezi ve mitokondri fonksiyonunu artirdigi bilinmektedir
(Wilson-Fritch ve ark., 2004).

Mitokondriyal biyojenezin endotel hiicrelerde karvedilol tarafindan stimiile
edildigini gosteren bir ¢alismada, karvediloliin bu etkisine PGC-1a, NRF1 ve TFAM
diizeylerindeki artis eslik etmektedir (Yao ve ark., 2016). Hala metabolik etki
mekanizmasi bilinmiyor olmakla birlikte, karvediloliin de bir diger 3. kusak B-blokdr
olan nebivolol gibi mitokondriyal biyojenezi stimiile ettiginin gdsterilmesi, bu
ilaglarm dogrudan metabolik etkileri olabilecegine iliskin en yeni ve giiclii verilerden

biridir (Huang ve ark., 2013 ve Yao ve ark., 2016). Yao ve arkadaglarinin 2016
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yilinda yaymmladiklart calisma endotel hiicre serisi olan HUVEC hiicrelerde
gerceklestirilmistir ve karvediloliin vaskiiler etkilerinin tanimlanmasi anlaminda

Onemlidir.

Karvedilol, insiilin rezistanst ve diyabeti engellemek gibi onu diger B blokor
ilaglardan aywran 6zelliklere sahip kardiyovaskiiler bir ilagtir. Hiicre i¢indeki bazi
etkilerine Parr proteinleri aracilik etmektedir (Wisler ve ark., 2007) ve Parr
proteinleri insiilin rezistansi ve obezite ile yakindan iliskilidir (Luan ve ark., 2009 ve
Zhuang ve ark., 2011b). Karvediloliin kardiyovaskiiler sistemdeki yararh etkilerinin,
metabolik etkilerinden kaynaklandigini ve bu metabolik etkilerin ise Parr proteinleri
araciligr ile ortaya ciktigni hipotez ederek olusturulan bu tez ¢aliymasinin amaci
karvediloliin etki mekanizmasimi Parr proteinleri ¢ergevesinde ortaya koymaktir. Bu
amaca yonelik olarak, hem metabolik anomalilere hem de kardiyovaskiiler hasara yol
acan deneysel diyabet modeli kullanilarak karvediloliin diyabetik hasar1 tedavi edici
etkisi degerlendirilmis, Karvediloliin etkilestigi Parr proteinlerinin diyabetten ve
karvedilol uygulamasindan nasil etkilendikleri belirlenmis, karvediloliin substrat
metabolizmas1 lizerine etkileri ve bu etkilerin mekanizmasi1 belli bagli metabolik
yolaklar ve proteinler diizeyinde tespit edilmis, Karvediloliin metabolik etkilerine

Barr proteinlerinleriyle olan etkilesmesinin katkis1 incelenmistir.
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2.1. Kullanilan Geregler

2.1.1. Malzemeler

2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada kullanilan cihazlar Cizelge 2.1°de listelenmistir.

Cizelge 2.1. Cihazlar

Kullanilan Malzeme

Marka-Model

Tail-cuff sistemi

Commat

Veri Kayit ve Analiz Sistemi

MP100 Biopac-Systems,Inc

Stimiilator

Grass, S44

Akis Olger

Transonic Systems, TS410

%95 O2 %5 CO; iceren gaz karigimi

Antgaz

Kan sekeri 6l¢iim cihazi

ACCU-CHEK® Performa

Buz makinesi Hoshizaki FM120DE
Otoklav ALP
Santriftj Hettich, Rotina 35R

Santrifiij (Sogutmali)

Hettich, Micro200R

Dikey elektroforez Bio-Rad
Gii¢ kaynagi Bio-Rad
Orbital ¢alkalayict Yellow line

Kuru 1sitict

Major science

Laminer akis kabini Holten
Inkiibator Sanyo
Mikroplak okuyucu Spektramax 190

pH metre

Isolab, Mettler Toledo

Manyetik karistirict

Isolab, Heidolph
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Cizelge 2.1. Cihazlar (devam)

Kullanilan Malzeme

Marka-Model

Kaba terazi

Scaltec, SBA61

Hassas terazi

Kern

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler

Eppendorff, Gilson, Microlit

Etiiv

Blue Pard, PHO50A

Inverted mikroskop

Leica

Vortex

Velp Scientifica

Hiicre kaziyic1 (Cell Scraper)

Greiner

2.1.2. Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 2.2°de listelenmistir.

Cizelge 2.2. Kimyasal Maddeler

KIMYASAL MARKA KATALOG NO
Sigan yemi Purina -
STZ Sigma #50130
Izoprenalin Sigma #15627
Heparin Nevparin, Mustafa Nevzat -
DMSO (Dimetil siilfoksit) Merck #317275
Proteaz inhibitor kokteyli Cell Signaling Technologies | #5871
Sodyum ortovanadat Sigma #450243
RIPA (Radyoimmiinopresipitasyon VWR Life Science # 97063-270
tampon ¢ozeltisi)
BCA (Bikinkoninik asit) protein miktar | Thermo Fisher Scientific #23225
tayini kiti
%30 Akrilamid/Bis soliisyonu (5:1) Bio-Rad #161-0158
Amonyum persiilfat (APS) Bio-Rad #1610700
TEMED (Tetrametiletilendiamin) Bio-Rad #1610801
SDS (Sodyum dodesil siilfat) Bio-Rad #1610302
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Cizelge 2.2. Kimyasal Maddeler (devam)

KIiIMYASAL MARKA KATALOG NO
Yiikleme jel soliisyonu Bio-Rad #161-0799
Ayirict jel soliisyonu Bio-Rad #161-0798
Tween20 Bio-Rad #161-0781
Protein standard: Bio-Rad #161-0374
TBS (Trisle tamponlanmus 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 floriir) membran Bio-Rad #162-0177
Nitroseliiloz membran Bio-Rad #162-0112
BSA (Sigir serum albumini) Equitech-Bio #BAH66
ECL (Artirilnus kemiliiminesans) reaktifi | Bio-Rad #1705060
(Clarity)
ECL Reaktifi (Clarity max) Bio-Rad #1705062
Barrl SiIRNA Santa Cruz Biotechnology #sc-29742
Barr2 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 sigir serumu) Biowest #51810
PBS (Fosfat tamponlu salin) Biological Industries # 02-020-1A
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle | Biowest #0103
Medium, yiiksek glukoz)
Penisilin-Streptomisin ¢ozeltisi Biowest #0018
Tripsin HyClone #SH30042.01
Tripan mavisi Lonza #17-942E
HK kolorimetrik aktivite 6l¢tim kiti Sigma #MAKO091
PFK kolorimetrik aktivite 6l¢tim kiti Sigma #MAKO092
PK kolorimetrik aktivite dl¢tim kiti Sigma #MAKOQ72
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2.1.3. Antikorlar

Kullanilan antikorlar Cizelge 2.3’te listelenmistir.

Cizelge 2.3. Antikorlar

ANTIKOR MARKA KATALOG NO
Fosforile-ERK (pERK) Cell Signaling Technologies #9101
Total-ERK (tERK) Cell Signaling Technologies #9102
parrl Cell Signaling Technologies #30036
parr2 Cell Signaling Technologies #3857
TFAM Thermo Fisher Scientific #PAS5-75926
GLUT1 Thermo Fisher Scientific #PA1-1063
PGCla Thermo Fisher Scientific #PAL1-31202
PPARa Thermo Fisher Scientific #PA1-32484
CD36 Thermo Fisher Scientific #PA1-16813
bHaF;E gi?{ii:igf?k?ggﬁkg:ﬁﬁfgr Cell Signaling Technologies #7074

2.2. Sicanlarda Gergeklestirilen Cahismalar

Sekiz haftalik 200-250 g agirliginda Sprague Dawley erkek siganlar Bilkent
Universitesi Deney Hayvanlari Unitesi’nden satin almmustir. Siganlar, A.U. Eczacilik
Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali'nda, 12 saat aydinlik-12 saat karanlik ortamda,
22+1°C sicaklikta ve %30-70 nem oranina sahip steril iinitelerde barmdirilmistir. Bir
hafta siire ile siganlarin deney ortamina aligmalart saglanmigtir. Deney gruplar1 her
grupta bulunan sicanlarin ortalama beden agrrliklar1 benzer olacak sekilde

olusturulmustur.
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Deneylerde toplam 76 hayvan kullanilmistir. Hayvanlarin bir boliimiine
literatiir bilgilerine uygun olarak 40 mg/kg, tek doz intraperitoneal (i.p) Enjeksiyonla
STZ uygulanmistir (Furman, 2015). Enjeksiyondan 72 saat sonra siganlarin
kuyruklarindan alinan kanla kan sekeri 6l¢iilmiis, diyabet olusumu dogrulanmistir.
Kan sekeri 300 mg/dl ve iizeri olan hayvanlar diyabet kabul edilmistir. Hayvanlarin
kan sekerleri ve beden agirliklar1 haftalik olarak takip edilmistir. Diyabet
olusturulduktan sonra 12 hafta beklenerek siganlarda kardiyovaskiiler bozukluklarin
olugmas1 saglanmistir. Sekizinci haftadan itibaren karvedilol tedavisine baslanmistir

(Sekil2.1).

Karvedilol tedavisinin
sonlanmasi, hayvanlarin feda

‘ Diyabet olusumu | Karvedilol tedavisinin baglamasi edilmesi ve Langendorff
deneyleri i

| |
8 hafta \ 4 hafta |

1. hafta 3. hafta

Tail cuff élgtimleri

Sekil 2.1. Sicanlarda Gergeklestirilen Islemler

Deney hayvanlar1 Cizelge 2.4’teki gibi gruplandirilmis ve tedavi gruplarina
dort hafta boyunca oral yolla 10 mg/kg/giin dozda (Huang ve ark., 2007) karvedilol
uygulanmistir. Kontrol ve STZ-diyabet grubuna karvediloliin siispande edildigi
karboksimetil seliiloz uygulanmustir. 12 haftalik siiresinin sonunda hayvanlar feda

edililerek deneyler gerceklestirilmistir.
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Cizelge 2.4. Deney Gruplari

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

Calismalar iki set halinde tasarlanmistr. On c¢ahsmalar, diyabetik
kardiyomiyopati olusturulabilmesi ya da karvedilol ile tedavi edici etkinlik
belirlenememesi durumunda deneysel diizenlemeler yapilabilebilmesi amaciyla
tasarlanmistir. Bu degerlendirme sonrasinda gruplar ve tedavi protokoliinde
degisiklik yapilmasina gerek duyulmadigi ortaya ¢ikmis ve ayni gruplar ikinci sette
yeniden olusturulmustur. Protokol degisikligi yapilmadig1 i¢in tiim sonuglar her iki

sette elde edilen verilerin birlestirilmesi ile analiz edilmistir.

2.2.1. Kalp Atim Hiz1 ve Kan Basinci Parametrelerinin Olciilmesi

Tedavinin birinci ve {ligiincili haftalarinin sonunda kan basinci ve kalp atim hizi
parametreleri Tail-cuff metodu ile 6lgiilmiistiir. Bu yonteme gore siganlar 6ncelikle
15 dakika (dk) 35°C sicakliktaki 6zel dolaplarda bekletilmis ve ardindan hareketsiz
kalmalarini saglayacak kiiciikk bolmelere (restrainer) alinmistir. Manset siganlarin
kuyruklarina takilmig ve sistem otomatik kan basinci aletine baglanmustir. Cuff
otomatik olarak sisirildikten sonra bosalma esnasinda sistolik ve diyastolik kan
basincit otomatik olarak kaydedilmistir. Her 6lgiim en az ii¢ kere tekrarlanmis ve bu

tekrarlarin ortalamasi1 alinmustir.
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2.2.2. Langendorff Yontemi ile Kalp Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi

STZ-diyabet ve karvedilol tedavisinin kalp fonksiyonuna etkisi Langendorff
perfiizyon yontemi ile incelenmistir. Ketamin (90 mg/kg)/ksilazin (10 mg/kg) ile
anestezi edilen sicanlarin gogiis kafesleri agilarak kalpleri ¢ikarilmig ve kalpler buzlu
Krebs-Henseleit (Krebs: NaCl 120, NaHCOs 25, Glukoz 10, KCI 4,8, KH2POa 1,2,
MgSO4 1,25, CaCl2 1,25 mmol/L) ¢ozeltisine konulmustur. Daha sonra Kkalp,
cevresindeki dokulardan temizlenmis ve aortadan Langendorff kaniiliine takilmigtir
(Sekil 2.2). Kalpler sabit basingta (75-80 mmHg), Krebs-Henseleit ¢ozeltisi ile
perflize edilmistir. Perflizyon sivismin sicakligi sirkiilatorlii su banyosu kullanilarak
37°C’de, pH’s1 ise %95 O2+ %5 COzile 7,4’te sabit tutulmustur. Kalbin fonksiyonel
performansinin gostergelerinden olan sol ventrikiil diyastolik basmnci (left ventricular
diastolic pressure, LVDP), +dp/dt (Sol ventrikiil kasilma hizi) ve -dp/dt (Sol
ventrikiil gevseme hizi) degerlerini 6lgmek igin basing Ol¢iim cihazina (pressure
transducer) bagli olan lateks balon sol ventrikiil i¢ine yerlestirilmistir. Balonun
icindeki hacim sol ventrikiil diyastol sonu hacmi (left ventricular end diastolic
pressure, LVEDP) 10 mmHg’ye ayarlanmustir. Apekse yerlestirilen elektrot ile
kalpler dk’da 300 atim olacak sekilde uyarilmistir. Bazal LVDP degerleri, kalplerin
bu kosullarda 20 dk boyunca g¢alistirilmasindan sonra kaydedilmistir. Bundan sonra
artan dozlarda (10 M-10° M) izoproterenol uygulanarak kalplerin bu agoniste
yanitlart incelenmistir. Kalbe gonderilen perfiizat artan akisa gore ayarlanmis ve

dozlar yaklasik olarak asagidaki miktarlarda kalbe ulastirilmistir:

101 M 10 ml; 2,47x10° pg
100 M 12 ml; 2,964x10* ug
10° M 14 ml; 3,458x10% pg
10® M 16 ml; 3,952x102 pg
107 M 18 ml; 0,4446 ug

10° M 20 ml; 4,94 pg

10° M 22 ml; 5,434 pg
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Krebs ¢ozeltisi ile yikanan kalplerde izoproterenol ortamdan uzaklastirilmastir.
Tiim parametreler bazal degerlere ulastiktan sonra kalpler 10° M karvedilol ilave
edilmis Krebs ile 10 dk perfiize edilmistir. Boylece bu kalplerde karvediloliin olas1
akut etkileri de degerlendirilmistir. LVDP, +dp/dt, -dp/dt degerleri MP100 veri-kayit

sistemi ile kaydedilip sonrasinda analizleri yapilmistir.

Sekil 2.2. Kalbin Langendorff Sistemine Takilmasi.

2.2.3. p Arrestin 1, B Arrestin 2 ve ERK Miktar Tayinleri

12 haftalik deney siiresinin sonunda siganlardan izole edilen sol ventrikiil ve
iskelet kas1 dokularinda Parrl ve Parr2 miktarlari; sol ventrikiil dokusunda ise Parr
aktivasyonunun gostergelerinden biri olan ERK fosforilasyonu protein diizeyinde
Western blot yontemiyle incelenmistir. STZ-diyabet ya da karvedilol tedavisinin bu

proteinleri nasil etkiledigi saptanmigstir.
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2.2.4. Substrat Metabolizmasinda Gorev Alan Biyokimyasal Yolaklarin ve

Proteinlerin incelenmesi

Diyabette insiilin eksikligi ya da insiilinin dokularda yeterince kullanilamamas1
nedeniyle ortaya ¢ikan metabolik degisiklikler iyi karakterize edilmistir (Fillmore ve
ark., 2014 ve Samuel ve Shulman, 2016). Tip 1 diyabet modeli olan STZ-diyabetik
sicanlarda ortaya c¢ikan kardiyovaskiiler hasarlar ve metabolik degisiklikler de

bilinmektedir.

Karvedilol tedavisi ile glukoz kullaniminda ortaya ¢ikan degisikliklerin
biyokimyasal mekanizmasmin aydinlatilmasi i¢in glikoliz hizin1 belirleyen PFK ve
HK enzimleri ile bu yolagin geri-doniisiimsiiz basamaklarindan biri olan PK
(Salway, 1999) enzimlerinin aktiviteleri incelenmistir. PFK ve PK enzimlerinin
aktiviteleri sol ventrikiil ve ¢izgili kasta, HK enzim aktivitesi ise sol ventrikiil
dokusunda gergeklestirilmistir. Enzimlerin katalize ettigi reaksiyonlarda olusan
iirlinler, kolorimetrik miktar tayini esasina dayanan kitler yardimiyla ol¢iilmiistiir.
STZ-diyabet ve karvedilol tedavisinin, glukoz tasiyicilar1 iizerine etkisini
degerlendirmek i¢in GLUT-1 miktarlar1 sol ventrikiil ve iskelet kasinda Western blot

yontemiyle degerlendirilmistir.

STZ-diyabet ve karvedilol tedavisinin yag asidi metabolizmas: iizerine etkisini
degerlendirmek amaciyla yine sol ventrikiil ve iskelet kasi dokularinda PPARa ve

CD36 miktarlart Western blot yontemiyle 6l¢tilmiistiir.
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2.3. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalar

Bu caligmalarda B-AR’lere ek olarak a-AR’leri de tasidiklar1 bilinen C2C12
hiicreleri kullanilmigtir (Hsu ve ark., 2004 ve Ryall ve ark., 2010). C2C12
hiicrelerinde Kkarvedilol uygulamasinin glikolizi stimiile ettigi ve yag asidi
oksidasyonunu baskiladigir daha once gosterilmistir (Onay-Besikci ve ark., 2012).
Substrat metabolizmasindaki degisimlerin gostergesi olan proteinlerin karvedilolden
nasil etkilendigi bu hiicre grubunda incelenmis, Parrl ve Parr2 proteinlerinin
susturulmalarmin hiicrelerin metabolizmas1 iizerine etkisi degerlendirilmis ve
substrat metabolizmasinda degisikliklere neden olan biyokimyasal yolaklar

incelenmistir.

Hiicreler, iretici firmanin 6nerisi dogrultusunda %10 (v/v) serum, 100 U/ml
penisilin G ve 100 ug/ml streptomisin igeren ve bu hiicreler i¢in optimize edilmis
ortamda (yiiksek glikozlu DMEM) inkiibe edilmislerdir. Yiizeye tutunma 6zelliginde
olan  hiicrelerin  ¢ogaltilmalar standart  yontemlerle (tripsinizasyon)
gerceklestirilmistir.  Hiicreler 37°C’de %35 karbondioksit igeren inkiibatérde

saklanmuslardir.
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2.3.1. p Arrestin 1 ve B Arrestin 2 Proteinlerinin Susturulmasi ve Bunun

Dogrulanmasi

Barrl ve Parr2 proteinleri, hiicreye 6zgii siRNA ve negatif kontrolleri ile iiretici
firmanin 6nerdigi uygun transfeksiyon protokolleri kullanilarak susturulmustur (f
arrestin knockdown) (Erickson ve ark., 2013 ve Shenoy ve ark., 2006). Hiicreler alt1
kuyulu kiiltiir plagma, her kuyuda 2x10° hiicre olacak sekilde antibiyotik igermeyen
besiyeri ile ekilmistir. Firma tarafindan sentezlenen parrl ve arr2 siRNA,
transfeksiyon besiyeri iginde 70 nM konsantrasyonda hazirlanmustir. Bir baska tiipte
de transfeksiyon reaktifi, transfeksiyon besiyeri i¢cinde hazirlanmistir. Bu iki ¢ozelti
karstirilarak 30 dk oda sicakliginda bekletilmis, ardindan hiicrelere uygulanmistir.
Yirmi dort saatlik transfeksiyondan sonra taze besiyeri ile transfeksiyon ortami
degistirilmis; 72 saat sonunda hiicreler 10 uM karvedilol (Wisler ve ark., 2007) ile 1
saat ya da 1 uM adrenalin (Du ve ark., 2010) ile 5 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra
hiicreler PBS ile yikanmig ve RIPA ¢o6zeltisi ile parcalanmistir (lizis). BCA yontemi
ile protein miktar tayinleri yapilmis ve 6rnekler Western blot deneylerine hazir hale

getirilmislerdir.

GRK/Barr stimiilasyonu ile bagslayan siirecin sonuglarindan biri ERK
fosforilasyonudur ve biased agonistlerin incelenmeleri sirasinda belirteg olarak ERK
fosforilasyonu siklikla kullanilmaktadir (Erickson ve ark., 2013 ve Wisler ve ark.,
2007). Uygulanan yontemin hedef proteinleri susturdugu (Barrl ve parr2) ve bunun
sonucu olarak ERK fosforilasyonunun azaldiginin goésterilmesi i¢in kontrol siRNA
(scrambled siRNA), Barrl ve Parr2 siRNA uygulanmis hiicrelerde; Parrl, parr2 ve
ERK’e 0zgii antikorlar kullanilarak Western blot yapilmistir. Bir biased agonist
oldugu kabul edilen karvedilol hiicre i¢inde uyardigi sinyalleri G-proteini aracilig ile
yapmadig1 icin  ve a reseptorlerin hiicre igindeki ikincil ulaklar1 olan, sirasiyla
CAMP (siklik adenozin monofosfat) ve IP3 (inozitol 3-fosfat) olusumuna etki etmesi

beklenmemektedir. Bunun gosterilmesi i¢in kontrol ve susturulmus hiicrelerde
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karvedilol uygulamasindan sonra cAMP ve IP3 miktart 6l¢iilmiistiir. Bu dlgtimler
antijen-antikor etkilesmesi esasma dayanan kitler [ELISA (Immiinoenzimatik
Yontem)] yardimiyla spektrofotometrik olarak gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol

amaciyla bu incelemeler adrenalin varliginda da yapilmistir.

2.3.2. Karvedilol ve P Arrestin Proteinlerinin Substrat Metabolizmasina

Etkisinin Degerlendirilmesi

Karvedilol ve arr proteinlerinin  glukoz kullanimma  katkilarinin
degerlendirilmesi i¢in glikoliz hizina etki eden glukoz tasiyicilarindan biri olan
GLUT1 miktarlar1t Western blot yontemiyle belirlenmistir. GLUT1 tiim memeli

hiicrelere bazal glukoz tasinmasinda gorevlidir (TeSlaa ve Teitell, 2014).

Barrl’in PPARYy ile etkileserek gen transkripyonunu etkiledigi gosterilmistir.
PPARy’nin hedef genlerinden olan ve endotel hiicreler ve kardiyomiyositlerde hiicre
icine yag asidi tasinmasida gorevli CD36 proteininin mRNA diizeyleri Barrl genleri
silinmis adipozit hiicrelerde artmus, Parrl-tg hiicrelerde ise azalmistir (Zhuang ve
ark., 201la). PPARy gibi PPARa da metabolik homeostaza ©Onemli Kkatki
saglamaktadir ve oksidasyon kapasitesi yiiksek karaciger, kahverengi adipoz doku,
iskelet kas1 ve kalp gibi dokularda ekspresyonu yiiksektir (Braissant ve ark., 1996).
Mitokondriye yag asidi transferini diizenleyen CPT1 ve 2, ayrica yag asitlerinin
mitokondride gerceklesen B-oksidasyon reaksiyonlarmda gorevli enzimler (acil KoA
dehidrojenazlar gibi) PPARa tarafindan transkripsiyonel olarak kontrol edilmektedir
(Rakhshandehroo ve ark., 2010). Bu nedenle, karvediloliin metabolik etkilerini ve
buna Barr proteinlerinin katkisini degerlendirmek i¢cin PPARa ekspresyonu protein

diizeyinde incelenmistir. Bu incelemeler, hem kontrol hem de Parr susturulmus
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hiicrelerde gergeklestirilmistir. PPARo ve CD36 miktar1 Western blot yontemiyle

Ol¢tilmiistiir.

2.3.3. Karvedilol ve B Arrestin Proteinlerinin Mitokondriyal Biyojeneze

Etkisinin Degerlendirilmesi

Karvedilol tedavisinin mitokondriyal biyojeneze etkisinin ve varsa bu etkilere
Barr proteinlerinin aracilik edip etmediklerinin degerlendirilmesi i¢cin kontrol ve Parr
susturulmus hiicrelerde PGC-1a ve TFAM protein miktar1 Western blot yontemiyle

incelenmistir.

2.4. Western Blot

S1v1 nitrojen ile dondurulan ve -80°C’de saklanan dokular, sivi nitrojen iginde
(-196°C) toz edilmis ve iginde RIPA ¢ozeltisi, fosfataz inhibitérii sodyum orto-
vanadat (Na2VVOs, 200 nM) ve proteaz inhibitér kokteyli (1:100) bulunan tiiplere
almmigtir. Ultrasonik homojenizatoér kullanilarak dokular homojenize edilmis ve
+4°C’de 2 saat boyunca calkalanmistir. +4°C’de 16 000xg’de 30 dk santrifiij
edildikten sonra slipernatant ayrilmig ve sonraki analizler i¢in -80°C’de saklanmustir.
C2C12 hiicreler homojenize edilirken, kuyulardan kaziyici (cell scraper) yardimi ile
kaldirilmis, pipetaj yapilarak parcalanmalar1 ve homojenizasyonlar1 saglanmistir.

Bundan sonra +4°C’de 16 000xg’de 30 dk’lik santriflij uygulanmis, siipernatant
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ayrilmistir. Bu lizatlarinin protein miktar tayinleri kolorimetrik esasa dayanan BCA

yontemi ile yapilmistr.

Ornek lizatlar1 ve denatiirasyon ¢ozeltisinin (Laemmli Sample Buffer) karisima,
jele yiiklenecek her Ornekte esit miktarda protein olacak sekilde hazirlanmustir.

Denatiirasyonun gerceklesmesi i¢in 6rnekler 37°C’de 30 dk bekletilmistir.

SDS-Jel elektroforezi igin 6rnekler incelenecek proteinin molekiil agirligina
uygun olarak %8, %10 ya da %12,5 konsantrasyonlarda hazirlanmis poliakrilamid
jele yliklenmistir. Elektroforezde kullanilan jeller 6rneklerin yiiklendigi yiikleme jeli
ve orneklerin molekiil agirliklaria gére ayrildigi ayrici jel olmak tizere iki asamada
hazirlanmistir. Jel formiilasyonlar1 Cizelge 2.5 (Ayirici jel) ve Cizelge 2.6 (Yiikleme

jeli)’da gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Ayirici Jel Formiilasyonu

Ayiric jel; 1,5 mm;2 jel igin

%8 (ml) %610 (ml) %612,5 (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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Cizelge 2.6. Yiikleme Jel Formiilasyonu

Yiikleme jeli; %4-5; 1,5 mm;2 jel i¢in
(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 6rnekler jel lizerinde molekiil agirliklarma gore ayrigtirilmis
ve sonrasinda antikorla muamele edilmeye elverisli PVDF ya da nitroseliiloz
membranlara uygun voltajda elektrik akimu ile transfer edilmistir. Transfer sirasinda
kullanilan tampon ¢ozelti (1000 ml i¢in, 100 ml TG (10x); 200 ml metanol; 700 ml

bisidtile su) her deney i¢in taze hazirlanmistir.

Membranlar spesifik olmayan antikor baglanmalarini en aza indirmek i¢in %3-
5 BSA tampon ¢06zeltisi ile oda sicakliginda bir saat ¢alkalanmis (bloklama islemi)
ve sonrasinda yikanmistir (TBS-T; %1 Tween20 igeren 1X TBS ¢ozeltisi).
Membranlar, %5 BSA tampon ¢ozeltisinde 1/1000 ya da 1/2000 konsantrasyonda
hazirlanmis olan birincil (primary) antikorla gece boyunca, +4°C’de ¢alkalanmustir.
Inkiibasyon ve rutin yikama islemleri (TBS-T c¢ozeltisi ile iic kere 10’ar dk)
sonrasida bu kez birincil antikora uygun ikincil (secondary) antikorla +4°C’de bir
saat inkiibe edilmistir. Yikanan membranlar ECL reaktif karigimi ile 1-2 dk muamele
edilmis ve kaset iginde karanlik odada rontgen filmine basilmistir. Pozlama,
incelenecek olan proteine gore 1 sn-30 dk arasinda degiskenlik géstermistir. Filmde
goriintiiniin  olugsmasindan sonra (developer/fixer muamelesi) filmler yikanmus,
kurutulan filmdeki goriintiiler taranarak Image J® programm yardimiyla bilgisayarda

analiz edilmistir.
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2.5. istatistiksel Analizler

Veriler ortalama +standart hata olarak gosterilmistir. Grafiklerin olusturulmasi
ve istatistiksel analizler GraphPad Prism5 programi kullanilarak yapilmistir.
Hemodinamik parametreler ve Western blot ¢alismalarindaki ¢oklu kiyaslarda tek-
yonli ANOVA, Barr susturma islemi sonrasinda yapilan Western blot
calismalarindaki ¢oklu kiyaslarda iki-yonli ANOVA kullanilmistir. ANOVA testi
sonrasinda post-hoc Bonferroni ya da Dunnett analizi yapilmistir. Anlamlilik

diizeyleri (p) asagidaki gibi belirlenmistir:

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

2.6. Yazim ve Grafiklerin Olusturulmasi

Bu tez ¢alismasmin yaziminda Microsoft Office Word programi kullanilmistir.
Kaynakc¢anim diizenlenmesinde End Note (Siiriim 8), grafiklerin ¢iziminde GraphPad

Prism5 programi kullanilmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Sicanlarin Genel Ozellikleri

Sekil 3.1’de STZ-diyabetin ve karvedilol tedavisinin siganlarin genel
ozellikleri {izerine etkisinin 6liim anindaki degerlendirilmesi gosterilmektedir.
Diyabetik hayvanlarin kan sekerleri diyabetik olmayanlara kontrolle kiyasla anlamli
olarak yiiksektir (Sekil 3.1A). Beden agirligi ortalamasi yaklasik olarak esit olacak
sekilde olusturulan deney gruplarinin 12 haftalik deney protokolii sonrasinda 6liim
anlarinda beden agirliklar1 6l¢tilmiistiir. Diyabetik hayvanlar kontrol grubuna kiyasla
kilo kaybetmistir ve karvedilol tedavisinin beden agirlig1 iizerine etkisi olmamistir
(Sekil 3.1B). Kardiyak hipertrofinin bir gostergesi olarak kalp agirliginin beden
agirhgma oran1 gruplar arasinda karsilastrilmistir. Beklendigi gibi diyabetik
sicanlarda bu oran kontrole goére daha yiiksek bulunmus, ne var ki karvedilol

tedavisinin bu oran iizerinde iyilestirici etkisi olmamustir (Sekil 3.1C).
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Sekil 3.1. Sicanlarin Genel Ozellikleri
Deney gruplarinin 6liim aninda belirlenen kan sekerleri (A); beden agirliklar1 (B); kalp
agirlig/beden agirligr oranlart (C). Her gruptaki o6rnek sayist grup adinin yaninda
belirtilmistir.
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3.2. STZ-Diyabet ve Karvedilol Tedavisinin Kan Basinc1 ve Kalp Atim Hiz

Uzerine Etkisi

Cizelge 3.1 sicanlarin karvedilol tedavisinin birinci ve ti¢lincii haftasindaki kan

basinct ve kalp atim hizi degerlerini gostermektedir. Karvedilol tedavisinin etkisi

liglincii haftada belirgin olarak ortaya ¢ikmustir. Karvedilol tedavisi uygulanan
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kontrol siganlarda sistolik kan basinci, ortalama arter basinci ve kalp atim hizi
anlamli olarak azalmistir. Diyabetik siganlarda ise karvedilol tedavisi yalnizca kalp

atim hizinda anlamli bir diisiise neden olmustur.

Cizelge 3.1. Sicanlarin Kan Basinci ve Kalp Atim Hizi1 Parametreleri.

Tedavinin Birinci Haftasi Tedavinin Uciincii Haftas:
K KK D DK K KK D DK
Sistolik Kan 163,6+ | 164,7+ | 1552+ 143,3+ 167,8+ 1423+ 155,1+ 145,5+
Basinci 4,5 5,0 11,0 4,6 3,8 3,1%** 4,4 3,1**
n=6 n=6 n=8 n=6 n=11 n=11 n=15 n=13
Diyastolik Kan | 145,8+ | 143,0= | 109,3+ 1232+ 1428+ 138,6+ 116,9+ 120+
Basinci 3,1 5,2 10,3** 51 3,7 4,0 2,8*** 4,2%**
n=6 n=6 n=6 n=5 n=10 n=10 n=11 n=12
Ortalama 133,3+ | 138,1+ | 1539+ 154,7+ 160,5+ 135,9+ 142,0+ 138,4+
Arter Basinci 4.8 10,6 5,0 3,6 4.4 5,2* 4, 8*** 4,8*
n=5 n=8 n=6 n=6 n=12 n=11 n=16 n=15
Kalp Atis1 352,6+ | 333,5+ | 265,4+11 | 2654+ 379,2+ 334,7+ 306,7+ 275,9+
17,5 9,6 5 11,5*%* 6,486 6,7*** 7,3%** 6,8***#
n=6 n=5 n=6 n=6 n=11 n=10 n=12 n=12

*xFx ] FEX kontrole gore anlamlilik; # diyabete gore anlamlilik. Her gruptaki 6rnek
sayis1 Olciilen degerin yaninda belirtilmistir

3.3. STZ-Diyabet ve Karvedilol Tedavisinin Bazal Kardiyak Parametreler
Uzerine Etkileri

Hemodinamik parametrelerin ve miyokard fonksiyonunun degerlendirilmesi
icin Langendorff perflizyon modeli kullanilarak bazal degerler (Sekil 3.2) ve

kalplerin artan dozlarda izoproterenole verdigi yanitlar (Sekil 3.3) 6l¢tilmiistiir.
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Bazal degerler, kalpler Langendorft sistemine asilip 20 dk perfiize edildikten
sonra kaydedilmistir. Bazal degerler incelendiginde LVDP (Sekil 3.2A) ve +dp/dt
(Sekil 3.2B) degerlerindeki diisiis ile - dp/dt (Sekil 3.2C) degerindeki artig diyabetin
sol ventrikiil fonksiyonunu bozdugunu gostermektedir. Diyabetik hayvanlarda

karvedilol tedavisi +dp/dt degerlerini anlamli olarak iyilestirmistir.
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Sekil 3.2. Bazal Kalp Parametreleri.

Langendorff perfiizyon modeli ile 6lgiilmiis olan LVDP (A); dp/dt (B) ve —dp/dt (C)

degerleri gosterilmektedir. Her gruptaki 6rnek sayisi grup adinin yaninda belirtilmistir.
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3.4. STZ-Diyabet ve Karvedilol Tedavisinin Izoproterenol Yamtlarina Etkisi

Bazal degerlerin kaydedilmesinden sonra kalplerin artan dozlarda (10*-10°M)
izoproterenole verdikleri yanitlar1 degerlendirmek i¢in LVDP (Sekil 3.3A), +dp/dt
(Sekil 3.3B) ve —dp/dt (Sekil 3.3C) parametreleri incelenmistir. Izoprenalinin hemen
hemen tiim konsantrasyonlarinda karvedilol tedavili diyabetik sicanlarda LVDP ve
+dp/dt degeri tedavi edilmemis diyabetik siganlara gore yiiksek; -dp/dt degeri ise
diisiik bulunmustur. Benzer sekilde izoproterenoliin neredeyse hi¢cbir dozunda LVDP
ve =dp/dt degerleri kontrol siganlar ve karvedilol tedavili diyabetik si¢anlar arasinda
farkli bulunmamistir. izoprenalinin 10° M dozunda gruplar arasinda farklilik
olugsmadig1 i¢in grafiklere yansitilmamistir. Karvedilol ile tedavi edilmis diyabetik
sican kalplerinin LVDP degerleri bazi dozlarda (10° M ve 10 M) kontrolden diisiik;
-dp/dt degeri ise 107" M dozda kontrolden yiiksektir.
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Sekil 3.3. izoproterenol ile Elde Edilen Yantlar.
LVDP (A); +dp/dt (B) ve —dp/dt (C) degerleri gosterilmektedir. Her gruptaki rnek sayisi
parantez iginde belirtilmistir.
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3.5. STZ-Diyabet ve Karvedilol Tedavisinin p Arrestin Proteinleri Uzerine
Etkisi

STZ-diyabetin ve karvedilol tedavisinin sol ventrikiilde ve iskelet kasinda Parr
proteinleri iizerine etkisininin degerlendirilmesi igin Western blot yOntemi
kullanilmistir (Sekil 3.4). Parrl miktari, sol ventrikiilde diyabet ya da karvedilol
tedavisinden etkilenmezken (Sekil 3.4A); iskelet kasinda diyabet ile miktar1 azalmus,
karvedilol tedavisi ile bu azalma geri ¢evrilmistir (Sekil 3.4C). Barr2 miktar1 ise hem
sol ventrikiilde (Sekil 3.4B) hem de iskelet kasinda (Sekil 3.4D) diyabetten

etkilenerek azalmis, karvedilol ile bu azalma engellenmistir.
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Sekil 3.4. B arrestin 1 ve [ arrestin 2 Protein Miktar.

Sol ventrikiilde Parr1(A) ve Parr2 (B); iskelet kasinda Barr1(C) ve Barr2 (D) ekspresyonlari
ve temsili Western blot goriintiileri gosterilmektedir. Veriler B-Aktin ya da o-tubulin ile
normalize edilmistir. Her gruptaki 6rnek sayis1 grup adinin yaninda belirtilmistir.
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3.6. STZ-Diyabet ve Karvedilol Tedavisinin ERK Aktivasyonu Uzerine Etkisi

Karvediloliin parr proteinleri araciligi ile ERK fosforilasyonunu tetikledigi
bilinmektedir (Wisler wve ark., 2007). Karvedilol ve Parr-aracili etkilerin
degerlendirilmesi igin sol ventrikiilde ERK fosforilasyonu incelenmistir (Sekil 3.5A).
Ayrica, kontrol ve diyabetik kalplerin bir kismima Langendorff diizeneginde akut
olarak 10°M karvedilol uygulanmis ve bu kalplerde de ERK fosforilasyonu
degerlendirilmistir (Sekil 3.5B). Diyabetin ERK fosforilasyonunu anlamli bir sekilde
artirdig1 bulunmus, karvedilol tedavisinin bu artis1 ortadan kaldirdig: tespit edilmistir.
Ilging bir sekilde, akut olarak uygulanan karvedilol —kronik tedavinin aksine- ERK

fosforilasyonunda artisa neden olmustur.
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Sekil 3.5. Sol Ventrikiilde ERK Fosforilasyonu.

Karvedilol tedavisinin (A) ve akut karvedilol uygulamasinin (B) ERK fosforilasyonu iizerine
olan etkisi ve temsili Western blot goriintiileri gosterilmektedir. Fosforile ERK degerleri
total-ERK degerleri ile normalize edilmistir. Her gruptaki 6rnek sayis1 grup adinin yaninda
belirtilmistir. (KKaw: Langendorff sisteminde akut olarak karvedilol uygulanmis kontrol
kalpler; DKaut: Langendorff sisteminde akut olarak karvedilol uygulanmis diyabetik kalpler)
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3.7. STZ-Diyabet ve Karvedilol Tedavisinin Yag Asidi Kullanim1 Uzerine Etkisi

Yag asidi metabolizmas1 gostergelerinden biri olan CD36 protein miktar1 sol
ventrikiilde (Sekil 3.6A) ve iskelet kasinda (Sekil 3.6C) degerlendirilmistir. Diyabet,
CD36 miktarmi her iki dokuda da artrmistir. Karvedilol tedavisi ise CD36 protein

diizeyinin kontrol seviyesine inmesini saglamustir.

Yag asidi metabolizmasmin bir diger gostergesi olarak PPARa proteini de
degerlendirilmistir. Iskelet kasinda diyabet, PPARo miktarini artirnustir ve bu artis
karvedilol tedavisi ile onlenmistir (Sekil 3.6D). Sol ventrikiilde PPARa gruplar
arasinda farklilik géstermemistir (Sekil 3.6B).
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Sekil 3.6. Yag Asidi Metabolizmasinda Gorev Alan Proteinler.
Sol ventrikiilde CD36 (A) ve PPARa (B) ekspresyonlari; iskelet kasinda CD36 (C) ve
PPARa (D) ekspresyonlar1 ve temsili Western blot goriintiileri gosterilmektedir. Veriler B-
aktin ya da GAPDH ile normalize edilmistir. Her gruptaki 6rnek sayist grup adinin yaninda

belirtilmistir.
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3.8. STZ-Diyabet ve Karvedilol Tedavisinin Glukoz Kullanimi Uzerine Etkisi

3.8.1. Glikoliz Enzimlerinin Aktivitesi

Glukoz kullanimmin degerlendirilmesi i¢in sol ventrikiilde ve iskelet kasinda
karbohidrat metabolizmasinda Onemli rolii olan bazi enzimlerin aktiviteleri
incelenmistir. HK (Sekil 3.7A) ve PFK (Sekil 3.7B ve Sekil 3.7C) aktiviteleri gruplar
arasinda farklilik gostermemistir. Karvedilol tedavisi uygulanan kontrol ve diyabetik
hayvanlarda kendi kontrol gruplarina kiyasla PK aktivitesinin arttigi gosterilmistir
(Sekil 3.7D). Iskelet kasinda karvedilol tedavisi ile PK aktivitesi artmis gibi goziikse
de bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 3.7E).
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Sekil 3.7. Glikoliz Enzimlerinin Aktiviteleri.

Sol ventrikiilde HK aktivitesi (A); Sol ventrikiil (B) ve iskelet kasinda (C) PFK aktivitesi; sol
ventrikiil (D) ve iskelet kasinda (E) PK aktivitesi gosterilmistir. Her gruptaki ornek sayisi
grup adinin yaninda belirtilmistir.
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3.8.2. Glukoz Tasiyic1 Proteinlerin Seviyeleri

Hiicre igine glukoz alinmasindan sorumlu olan tasiyicilardan biri olan GLUT1
miktar1 sol ventrikiil dokusunda (Sekil 3.8A) ve iskelet kasinda (Sekil 3.8B)

degerlendirilmis ancak gruplar arasinda farklilik bulunamamastir.
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Sekil 3.8. Glukoz Tastyict Proteinler.

Sol ventrikiil dokusunda (A) ve iskelet kasinda (B) GLUT1 miktarlar1 ve temsili Western
blot goriintiileri gosterilmektedir. Veriler B-aktin ile normalize edilmistir. Her gruptaki 6rnek
sayis1 grup adinin yaninda belirtilmistir.
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3.9. C2C12 Hiicrelerinde Karvedilol ve Adrenalinin ERK Aktivasyonu
Uzerindeki Etkileri

ERK fosforilasyonu hem G-proteinleri hem de Barr proteinleri araciligi ile
gerceklesebilmektedir (Luo ve ark., 2008) . Karvedilol bir Barr biased agonist olarak
ERK fosforilasyonunu Barr proteinleri araciligi ile uyarirken, adrenalin bu uyariyr G-
proteinleri araciligi ile yapmaktadir. Karvedilol ve adrenalin ile ERK
fosforilasyonunun kaginci dakikada maksimum degere ulastiginin belirlenmesi igin
bu ligandlar hiicrelere farkli siirelerde uygulanmistir. Karvedilol uygulamasini
takiben belirli araliklarla toplanan lizatlarda degerlendirilen ERK fosforilasyonu 60.
dk’da en yiiksek degerine ulagmustir (Sekil 3.9A). Benzer uygulama adrenalin i¢in de
yapilmis ve en yiiksek deger 5. dk’da gbzlenmistir (Sekil 3.9B). Bu nedenle diger
islemler i¢in karvedilol ile 60 dk, adrenalin ile 5 dk inkiibasyon gergeklestirilmistir.

1.5+

pERK/ERK
PERKAERK

Sekil 3.9. ERK Aktivasyonunun Zamana Bagli Olarak Degisimi.

Karvedilol (A) ve adrenalin (B) ile inkiibasyon sonrasinda ERK aktivasyonu ve temsili
Western blot goriintiileri gosterilmektedir. Veriler tERK ile normalize edilmistir. Her
gruptaki drnek sayis1 grup adinin yaninda belirtilmistir.
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3.10. C2C12 Hiicrelerinde f Arrestin Proteinlerinin  Susturulmasinin

Dogrulanmasi

Uretici firma tarafindan sentezlenen  Parr proteinlerine 6zgii SIRNA
(BarrlsiRNA ve parr2siRNA) ve negatif kontrol siRNA (KsiRNA) uygulanan
hiicrelerde Parr proteinlerinin susturulmasmmim dogrulanmast i¢cin Western blot
yontemi kullanilmigtir. Beklendigi gibi siRNA uygulamasindan sonra parrl (Sekil
3.10A) ve Parr2 (Sekil 3.10B) proteinlerinin miktar1 kontrol hiicrelere ve KSIRNA

uygulanmis hiicrelere gére anlamh sekilde azalmistir.

Higbir islem uygulanmamis hiicreler ile KSIRNA uygulanmis hiicreler arasinda
Barr proteinleri agisindan bir fark bulunmadigindan, bundan sonraki islemlerde hig

islem yapilmamuis hiicreler kullanilmamustir.

Kontrol hiicrelerde karvedilol uygulamasi1 ERK fosforilasyonunda anlamli bir
artisa neden olurken; Parrl (Sekil 3.10C) ve Parr2 (Sekil 3.10D) proteinlerinin

susturuldugu hiicrelerde fosforilasyon gergeklesmemistir.
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Sekil 3.10. B arrestin Proteinlerinin Susturulmasi.

Islem yapilmanus hiicreler, KsiRNA uygulanmus hiicreler ve Barrl (A) ve Barr2 (B) siRNA
uygulanmis hiicrelerde sirastyla Parrl ve Barr2 protein miktari; KsiRNA uygulanmus hiicreler
ve Parrl (C) ve Parr2 (D) siRNA uygulanmis hiicrelerde fosforile ERK protein miktar1 ve
temsili Western blot goriintiileri gosterilmistir. Veriler GAPDH ya da tERK ile normalize
edilmigtir. Her gruptaki ornek sayisi parantez iginde belirtilmistir. (K: Kontrol; KsiRNA:
Negatif kontrol siRNA uygulanmis hiicreler; Parr1SiRNA: Parrl proteini susturulmus
hiicreler; Barr2siRNA: Barr2 proteini susturulmus hiicreler)
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3.11. C2C12 Hiicrelerinde Karvedilol ve Adrenalinin G-proteini Aracih ikincil
Ulaklar Uzerine Etkileri

Selektif o:-AR ve selektif olmayan B-AR blokorii olan karvediloliin, Gs
proteinin ikincil ulagi cAMP’1 ya da Gq proteininin ikincil ulagt IP3’li uyarmamasi
beklenmektedir. Karvediloliin agonist-benzeri etkilerinin G-proteinleri aracilig ile
olmadigmin gosterilmesi i¢in, ikincil ulaklar iizerine etkileri pozitif kontrol adrenalin
ile kiyaslanmigtir. Beklendigi gibi karvedilol cAMP miktarlarini, adrenalin gibi
uyarmamustir (Sekil 3.11A ve Sekil 3.11B). Ornek sayismin az olmasindan dolayi
istatistiksel olarak anlamli degilse de adrenalin uygulanan hiicrelerde 1P3

seviyelerinin gorece yiiksek oldugu gézlenmistir (Sekil 3.11C ve Sekil 3.11D).
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Sekil 3.11. Karvedilol ve Adrenalin Uygulamasindan Sonra CAMP ve IP3 Miktarlari.
Kontrol siRNA uygulanmis hiicrelerde ve Parrl(A) and Parr2 (B) susturulmus hiicrelerde
CAMP seviyeleri; kontrol siRNA uygulanmis hiicrelerde ve Parrl(C) and Parr2 (D)
susturulmus hiicrelerde IP seviyeleri gosterilmektedir. Biitiin gruplardaki 6rnek sayisi 3’tiir.
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3.12. C2C12 Hiicrelerinde B Arrestin Proteinlerinin Susturulmasinin Substrat

Metabolizmasinda Rolii Olan Proteinlere Etkisi

KsiRNA uygulanmis hiicreler ile parr proteinleri susturulmus hiicrelere
karvedilol uygulamasi yapilarak metabolizmada rolii olan proteinlerin degisimi
degerlendirilmistir. Bu amagla yag asidi kullanimin1 gésteren proteinlerden CD36 ve
PPARa; glukoz kullanimini  gosteren proteinlerden GLUT1  miktarlar

degerlendirilmistir.

3.12.1. Yag Asidi Kullanimina EtKisi

KsiRNA grubunda karvedilol uygulanmasi CD36 protein miktarinda azalmaya
yol agarken; Parrl proteinlerinin susturuldugu grupta bu azalma gézlenmemistir
(Sekil 3.12A). Bu azalma egilimi Parr2 susturulmus hiicrelerde de gozlenmistir ancak
istatistiksel anlamlilik bulunmamaktadir (Sekil 3.12B). PPARa protein miktarlar1 da
Barrl (Sekil 3.12C) ve Parr2 (Sekil 3.12D) susturulmus hiicrelerde incelenmis,

kontrol grubu ile aralarinda farkhilik tespit edilememistir.
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Sekil 3.12. Hiicrelerde Yag Asidi Metabolizmasinda Gorevli Proteinler.

Karvedilol uygulamasi ile CD36 proteininin Barrl (A) ve Parr2 (B) susturulmus hiicrelerdeki
degisimi; PPARa proteininin Parrl (C) ve Parr2 (D) susurulmus hiicrelerdeki degisimi ve
temsili Western blot goriintiileri gosterilmistir. Her gruptaki ornek sayis1 parantez igerisinde

belirtilmistir.

3.12.2. Glukoz Kullanimina Etkisi

Hiicre icine glukoz tasinmasindan sorumlu proteinlerden biri olan GLUTI1

miktarlar1 Parrl (Sekil 3.13A) ve Parr2 (Sekil 3.13B) susturulmus hiicrelerde

degerlendirilmistir ancak gruplar arasinda farklilik bulunmamustur.
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Sekil 3.13. Hiicrelerde Glukoz Tasiyici Proteinler.
Karvedilol uygulamasi ile GLUT1 proteininin Parrl (A) ve Parr2 (B) susturulmus
hiicrelerdeki degisimi ve temsili Western blot goriintiileri gosterilmistir. Her gruptaki drnek

sayis1 parantez i¢erisinde belirtilmistir.

3.13. C2C12 Hiicrelerinde f Arrestin  Proteinlerinin Susturulmasinin

Mitokondriyal Biyojenezde Rolii Olan Proteinlere Etkisi

Karvediloliin mitokondriyal biyojenezi tetikledigi bilinmektedir (Yao ve ark.,

2016). Bu etkisine Parr proteinlerinin katkismin degerlendirilmesi igin; KSIRNA

uygulanmig hiicrelere ve Parr proteinleri susturulmus hiicrelere karvedilol

uygulamasinin ardindan mitokondriyal biyojenezde kilit rol oynayan proteinlerden

PGCla ve TFAM protein miktarlar1 degerlendirilmistir. PGCla protein miktarlar1
gruplar arasinda degisiklik gostermezken (Sekil 3.14A ve Sekil 3.14B), TFAM
protein miktar1 KsiRNA grubunda karvedilol uygulamasi ile artmug; Barrl (Sekil
3.14C) ve Parr2 (Sekil 3.14D) susturulmus hiicrelerde ise bu artis gézlenmemistir.
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Sekil 3.14. Hiicrelerde Mitokondriyal Biyojenezde Gorevli Proteinler.

Karvedilol uygulamasi ile PGClo proteininin Parrl (A) ve Parr2 (B) susturulmus
hiicrelerdeki degisimi; TFAM proteininin Parrl (C) ve Parr2 (D) susurulmus hiicrelerdeki
degisimi ve temsili Western blot goriintiileri gosterilmistir. Her gruptaki ornek sayisi
parantez igerisinde belirtilmistir.
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4. TARTISMA

Calismamizda, karvediloliin STZ-diyabetik si¢anlarin kardiyak fonksiyonlarina
etkisi degerlendirilmistir. Kronik karvedilol tedavisinin ve diyabetin Parr
proteinlerini nasil etkiledigi sican sol ventrikiil ve iskelet kasi dokusunda
incelenmistir. Beta arrestin biased agonizmanin gostergelerinden biri olan ERK
fosforilasyonundaki degisimler tespit edimistir. Karvediloliin yag asidi ve glukoz
kullanimma olas1 etkileri ayni1 sekilde sol ventrikiil ve iskelet kasi dokusunda
degerlendirilmistir. Beta arrestin proteinlerinin karvedilolin metabolik etkilerine
katkisinin degerlendirilmesi i¢in siRNA metodu ile Barr proteinleri susturulmus ve

metabolizma ile ilgili protein miktarlar1 tayin edilmistir.

Bu c¢alismada, karvediloliin diyabetik sicanlarda bazal hemodinamik
parametreleri iyilestirdigi gosterilmistir. Huang ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir
calismada karvedilol tedavisinin erken diyabetik kardiyak bozulmayi engelledigini
ve bazal kardiyak fonksiyonu iyilestirdigini gostermistir (Huang ve ark., 2007). Bu
calisgmada ise karvedilol tedavisine diyabet olusumunun sekizinci haftasinda
baslanmus, kardiyak fonksiyon bozuklugunun tedavi ile geri ¢evrildigi gosterilmistir.
Olusturdugumuz STZ-diyabet modelinin kardiyak fonksiyonlar1 bozdugu, LVDP ve
+dp/dt degerlerinin kontrolden diisiikk, -dp/dt degerlerinin ise kontrolden fazla
olmasindan anlasilmaktadir. Karvedilol bazal seviyelerde bu parametreleri

diizeltmistir.

Kalbin artan metabolik ihtiyaca kars1 yanit verebilme kapasitesinin (miyokard
rezervinin) degerlendirilmesi i¢in artan dozlarda B-agonist uygulanmasi literatiirde
kullanilan bir yontemdir (Bombicino ve ark., 2016 ve Jain ve ark., 2001). Kalplerin

performansina iliskin bu degerlendirmenin yapilabilmesi icin bazal degerlerin
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yanisira, perflizyon ortamina kiimiilatif olarak artan dozlarda izoproterenol eklenmis
ve yanitlar degerlendirilmistir. Hemen hemen her konsantrasyonda diyabetik
kalplerde kontrole kiyasla +dp/dt disiik, -dp/dt degerleri ise yiiksektir. Benzer
sekilde LVDP degerleri de 10° M dozu haricinde diyabetik kalplerde kontrole gore
daha disiiktir. LVDP ve =dp/dt degerleri karvedilol ile tedavi edilen diyabetik
kalplerde kontrollerle ayni bulunmustur. Karvedilol tedavili diyabetik kalplerde
LVDP degeri 10® M dozda kontrolden diisiik, —dp/dt degeri ise 107 M dozda
kontrollerden yiiksek bulunmus olmasina ragmen, diger dozlarda yanitlarin kontrol

kalplerden farkli olmadigi gézlenmistir.

Giris boliimiinde detaylandirildigi gibi Parr proteinleri GPCR’lerin hem
desensitizasyonundan, hem de baz1 sinyal yolaklarinin aktive edilmesinden
sorumludur (Andresen, 2011; DeWire ve ark., 2007 ve DeWire ve Violin, 2011). Bir
ligand reseptoriine baglandiginda bu proteinlerden herhangi biri araciligi ile sinyal
baslatiyorsa biased ligand olarak adlandirilmaktadir (Andresen, 2011). Uciincii
jenerasyon B-blokorler olarak bilinen karvedilol ve nebivolol Parr biased agonist
olarak tanimlanmistir (Erickson ve ark., 2013 ve Wisler ve ark., 2007). Daha 6nce de
deginildigi gibi karvedilol diger B-blokorlerden farkli olarak insiilin duyarliligini
bozmamakta, diyabete neden olmamakta ve metabolik profili iyilestirmektedir (Jacob
ve ark., 1996; Lithell ve ark., 1992; Samuelsson ve ark., 1994 ve Torp-Pedersen ve
ark., 2005). Ayrica karvediloliin substrat metabolizmasi {izerine olan etkilerinin
incelendigi ve propranolol, bisoprolol ve prazosin ile kiyaslandigi bir ¢alismada,
glikolizi tetiklerken yag asidi oksidasyonunu azalttig1 tespit edilmistir (Onay-Besikci
ve ark., 2012). Substrat metabolizmasi tizerindeki bu etki, karvediloliin ayricalikli bir
B-blokor oldugunu gosterse de bu etkinin mekanizmasmin tespiti 6nemlidir. Bu tez
calismasinda karvediloliin substrat mekanizmasi izerinde olusturdugu etkiler Barr
proteinleri kapsaminda degerlendirilmis ve karvediloliin Barr proteinleri aracilig ile

yag asidi kullanimin1 azaltt1g1 gézlenmistir.
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Beta-blokdrlerin endojen katekolaminlerin  reseptorler araciligi ile ortaya
cikardiklar1 etkileri engelledikleri ve P reseptor sayisii artirdiklari bilinmektedir
(Katzung, 2015). Karvedilol de B-AR’lere antagonisttir ve kronik kullanimda
rebound etki ile reseptor sayisinin artmasina neden olur. Reseptor sayisinin artmasi

ise desensitizasyon mekanizmasini aktive ederek Barr proteinlerini artirmis olabilir.

Diyabetik hayvanlarda Parr2 miktarinin sol ventrikiilde ve iskelet kasinda,
Barrl miktarmin ise iskelet kasinda diisik oldugu gosterilmistir. Diyabetik
hayvanlarin sol ventrikiil ve iskelet kas dokularinda Parr2 miktarindaki bu diisiise,
CD36 miktarlar1 artarak eslik etmistir. Bununla birlikte, PPARa seviyeleri de
diyabetik hayvanlarin iskelet kasinda yiikselmistir. Bu durum diyabette yag asidi
kullanimmin arttigin1  gostermektedir. Karvedilol tedavisi uygulanmis diyabetik
hayvanlarda sol ventrikiill dokusunda farr2 miktarindaki azalmanmn Oniine
gecilmistir. Ayrica tedavi diyabette gézlenen CD36 miktarlarindaki artisi 6nlemistir.
Benzer durum iskelet kasinda da gozlenmis, karvedilol tedavisi her iki Parr
izoformunu da kontrol seviyelerine ulastirmistir. Karvedilol tedavisi uygulanan

diyabetik grupta CD36 ve PPARa seviyeleri kontrollerden farksizdir.

Karvediloliin yag asidi metabolizmasi tizerindeki bu etkileri hiicre serilerinde
de tespit edilmistir. Kontrol siRNA uygulanmig C2CI12 hiicrelerde karvedilol
uygulamas1 CD36 miktarm azaltnustir. Iskelet kas1 onciilii olan bu hiicrelerde Parrl
proteinleri susturuldugu zaman bu azalmanin gézlenmemesi iskelet kasinda

karvediloliin bu etkisine PBarrl proteininin aracilik ettigini gostermektedir.

2005 yilinda gerceklestirilen bir calismada, New York Kalp Birligi
smiflandirmasina gore sinif I ve smif III kalp yetmezligi olan hastalar karvedilol ile

dort ay tedavi edilmis, miyokardiyal yag asidi kullanimindan laktat kullanimimna
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kayma gerceklestigi tespit edilmistir. Arastiricilar miyokardiyal yag asidi kullanimi
iizerindeki bu etkiyi sempatik aktivitenin azalmasi ile iliskilendirmisler ve yag asidi
oksidasyonunda gorev alan enzimlerin miktarinin karvedilol araciligi ile diismiis
olabilecegi seklinde yorumlamiglardir (Al-Hesayen ve ark., 2005). Bu tez
calismasinda daha Once yapilan arastirmalara benzer sekilde karvediloliin yag asidi
kullanimini azalttig1 gosterilmistir. Bu bilgilere ek olarak karvediloliin bu etkisinin

mekanizmasina Parr proteinlerinin dahil oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Karvediloliin glikoliz hizin1 artrmasinin glikolitik enzimlere dogrudan
etkisinden kaynaklanip kaynaklanmadiginin belirlenmesi i¢in glikolitik yolakta gorev
alan enzimlerin aktiviteleri 6l¢tilmiistiir. Glukozun hiicre i¢ine alinmasindan sonra
geri donistimsiiz olarak fosforilasyonuna aracilik eden HK ve fruktoz-6-fosfati
frukto-1,6-difosfata doniistiren PFK enzim aktivitesi, karvedilol tedavisinden ve
diyabetten anlamli olarak etkilenmemislerdir. PK enzim aktivitesi ise diyabetik
hayvanlarin sol ventrikiillerinde azalmistir. Karvedilol tedavisi almis olan gruplarda
sol ventrikiilde PKaktivitesi artmustir. farr miktarlar1 ile korelasyon gdsteren bu
sonuglar, karvediloliin metabolik-modiilator etkilerine Barr proteinlerinin aracilik

ettigine isaret etmektedir.

Yapilan son ¢aligmalarda Parr proteinlerinin kalp fizyolojisindeki islevlerinin
farkli olabilecegine dair ¢esitli yorumlar yapilmistir. Ornegin, Barrl’in kalp
yetmezligi patolojisinde, inotropik yanit1 azalttigi, kardiyak apoptozisi tetikledigi,
kardiyak kontraktiliteyi azalttigi ve bu nedenle kardiyotoksik olabilecegi yorumu
yapilmigtir. Tam tersine, Barr2 Bi-AR desensitizasyonuna ve sayisinin azalmasina
aracilik etmemekte, EGFR transaktivasyonunu tetikleyerek sag kalim etkisini
baglatmakta ve SERCA2a aktivitesinin artmasma aracilik ederek kontraktiliteyi
artirmaktadir. Bu da parr2’nin kardiyoprotektif oldugunu gostermektedir (Bathgate-

Siryk ve ark., 2014). Calismamizda, karvedilol tedavisinin kalpte diyabetle azalan
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Barr2 miktarmi artirdigi ve Parrl seviyelerinde ise degisiklige neden olmadigi tespit

edilmistir.

Diyabet ve insiilin rezistansi ile Parr proteinleri arasindaki iligki daha onceki
calismalarda da gdsterilmistir. Ornegin tip 2 diyabet modeli olan db/db farelerde ve
yiksek yagli diyetle olusturulan obezite modellerinde Parr2 mRNA ve protein
miktarlarinin diisiik oldugu, Barr2 susturulmus farelerde glukoz kullaniminin daha az
oldugu, insiilin duyarliliginin da bozuldugu gézlenmistir (Luan ve ark., 2009). Bir
diger ¢aligmada ise Parrl’in adipojenezi ve diyetle indiiklenen obeziteyi baskiladigi,
glukoz toleransi ve insiilin duyarliligmi ise PPARy ile etkileserek iyilestirdigi
gosterilmistir. Yine ayni grup, metabolik genlerin PPARY aracili ekspresyonlarmin
ancak Parrl varliginda gergeklesebilecegini gostermis ve Parrl’in obezite ve diger
metabolik bozukluklarda koruyucu etkinliginin olabilecegi iddia etmistir (Zhuang ve
ark., 2011a ve Zhuang ve ark., 2011b). Bu ¢alismalar, Parr proteinlerinin insiilin
salimi ve duyarlilig1 ile yakindan iliskili oldugunu ortaya koymakta ve karvediloliin
metabolik avantajlarmin Barr biased agonist olmasindan kaynaklaniyor olabilecegini
gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda, diyabette Parr protein miktarinin azaldigi ve
yag asidi kullanimmin arttig1 gosterilmistir. Kronik karvedilol tedavisi, azalan Parr

miktarlarii artirmis ve yag asidi kullanimini da azaltmustir.

ERK fosforilasyonu, Parr aracili hiicre igi sinyal yolagmm ve biased agonist
sinyalinin en 6nemli gostergelerinden biridir (Erickson ve ark., 2013 ve Wisler ve
ark., 2007). Karvediloliin de Parr aracili olarak ERK fosforilasyonunu uyardigi
bilinmektedir (Wisler ve ark., 2007). Calismamizda, ERK fosforilasyonunun
diyabetik kalplerde arttigi ve kronik karvedilol tedavisinin diyabetik kalplerde
gozlenen bu artigi geri cevirdigi gosterilmistir. Beta arrestin biased agonist olan
karvediloliin kronik kullanimda fosforile-ERK diizeylerinde azalmaya yol a¢gmasi
celiskili bir durum olarak goziikmektedir. Sonrasinda Langendorff perfiizyon

modelinde kontrol ve diyabetik kalplere akut olarak karvedilol uygulanmasi kontrol
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kalplerde daha belirgin olmak tizere ERK fosforilasyonunda artisa yol agmistir. Bu
sonuglardan anlasilacagi tizere, kronik tedavinin aksine, karvedilol akut etkisi ile Barr
aracili olarak ERK fosforilasyonunu kisa siireli olarak tetiklemektedir. C2C12
hiicrelerde karvedilolin ERK fosforilasyonunu zamana bagli olarak ve kisa

stireligine uyarmasi da bu durumu desteklemektedir.

Kontrol sican kalplerinde iskemi kosullarinda ERK fosforilasyon miktarinda
bir degisiklik olmazken, diyabette iskemi sonrasinda fosforilasyon miktarinin arttigi
gosterilmistir (Strniskova ve ark., 2003). Ayrica, obezite ve insiilin direncinde ortaya
cikan kardiyak fonksiyon bozuklugunun artan ERK sinyali ile iliski oldugu da
bilinmektedir (Sundgren ve ark., 2003). Karvediloliin hiperinsiilinemi durumunda
ERK aktivasyonunu azalttigi da gosterilmistir (Wang ve ark., 2017b). Tim bu
caligmalar ve ERK’in bir proliferasyon ve hipertrofi belirteci oldugu (Barry ve ark.,
2008) g6z Oniinde bulunduruldugunda kronik karvedilol tedavisinin ERK

fosforilasyonunu azaltmasi sasirtic1 degildir.

Iskelet kasi ve adipoz dokuda bozulan mitokondriyal biyojenez, substrat
metabolizmasindaki problemlere eslik etmekte ve hatta bu problemlere neden
olabilmektedir (Choo ve ark., 2006; Lowell ve Shulman, 2005 ve Sivitz ve Yorek,
2010). Karvediloliin endotel hiicre serisi olan HUVEC hiicre hattinda mitokondriyal
biyojenezi stimiile ettigi gosterilmistir (Yao ve ark., 2016). PGCla, mitokondriyal
biyojenezi diizenleyen transkripsiyon faktorlerinden NRF1 ve NRF2’nin
aktivatoridiir (Duncan ve ark., 2007 ve Wu ve ark., 1999). NRF1 ise TFAM’1 aktive
etmektedir (Scarpulla, 2002). Yao ve arkadaslar1 karvedilol uygulamasi ile PGC-1a,
NRF1 ve TFAM diizeylerinde artis oldugunu géstermislerdir (Yao ve ark., 2016). Bu
tez caligmasinda, karvediloliin mitokondriyal biyojenez iizerine olan etkisinin Parr
proteinleri ile ilgisi arastirilmigtir. Karvediloliin, fare miyoblast hiicresi olan
C2C12’lerde PGClo miktarlarinda degisiklige neden olmasa da, kontrol grupta

TFAM miktarmi artirdig1 tespit edilmistir. Bu artisin Parrl ve Parr2 susturulmus
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hiicrelerde ortadan kalkmasi, Barrl ve Parr2 proteinlerinin karvediloliin bu etkisinde

pay1 oldugunu gostermistir.

Ozetle, bu tez caligmasinda karvediloliin diyabetik kalpte gézlenen fonksiyon
bozuklugunu iyilestirdigi gdsterilmistir. Karvediloliin substrat metabolizmas1
iizerindeki olumlu etkisinin, kardiyak fonksiyonu iyilestirici etkisi ile iliskili
olabilecegi diisiiniilmiis ve bu etkinin mekanizmasi arastirilmistir. Karvedilol
tedavisi, diyabette artan yag asidi kullaniminda azalmaya neden olmustur. Bu
azalmaya kalpte Barr2’nin, iskelet kaslarinda ise her iki Barr proteininin aracilik ettigi
tespit edilmistir. Karvediloliin mitokondriyal biyojenezi artirici etkisine ise her iki
Barr proteininin de dahil oldugu C2C12 hiicrelerinde gosterilmistir (Sekil 4.1).
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1 []
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Sekil 4.1. Karvediloliin Barr Aracili Etkileri.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi, karvediloliin insiilin rezistansi ve diyabet {izerinde olumlu
etkileri olan kardiyovaskiiler bir ila¢ olmasindan ve karvediloliin hiicre i¢indeki baz1
etkilerine aracilik ettigini bildigimiz Parr proteinlerinin de insiilin rezistans: ve
obeziteyi engellemesinden yola ¢ikarak tasarlanmistir. Karvediloliin kardiyovaskiiler
ve metabolik etkilerine Parr proteinlerinin ne dlglide aracilik ettigini tespit etmek

hedeflenmistir.

Bu hedeflere yonelik olarak olusturulan diyabet modelinde, sol ventrikiil ve
iskelet kasinda Parr2 proteinlerinin diyabet ile azaldig: ve karvedilol tedavisi ile bu
azalmanin engellendigi gosterilmistir. farrl proteini ise iskelet kasinda diyabet ile
azalmig, ayni sekilde karvedilol tedavisi ile bu azalma engellenmistir. Her iki dokuda
da, Barr proteinlerinin diyabet ile azalmasina yag asitlerinin hiicre i¢ine alinmasmdan
sorumlu olan CD36 miktarindaki artis eslik etmistir. Karvedilol tedavisi ile CD36
miktarindaki artis engellenmistir. Barr proteinlerinin bu etkilere ne 6lgiide aracilik
ettigini ortaya ¢ikarabilmek igin C2C12 hiicrelerde PBarr proteinleri susturularak
karvedilol uygulanmis, karvediloliin Barr proteinleri olmadan CD36’lar1 azaltmadig1

ve mitokondriyal biyojenez faktorii TFAM’1 indiikklemedigi tespit edilmistir.

Karvediloliin substrat metabolizmas1 {lizerindeki etkilerinin metoprolol ya da
propranolol ile degil prazosin ile goriilmesi, bu etkilere a-AR’lerin de dahil olduguna
isaret etmektedir. a-AR’lerin hiicre i¢i sinyal iletimine Parr proteinleri katkida
bulunuyor olabilir. Bundan sonraki ¢alismalarda bu ortak etkilerin mekanizmasimin

da aragtirilmas1 gerekmektedir.
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Bu tez ¢alismasinda, glukozun hiicre ig¢ine alinmasindan sorumlu proteinlerden
biri olan GLUT!’in STZ-diyabetten ve karvedilol tedavisinden nasil etkilendigi
arastirilmistir. Ayrica parr proteinleri susturulmus hiicrelerde de GLUT1 seviyeleri
degerlendirilmistir. Bu dokularda glukozun hiicre i¢ine transportundan sorumlu olan

diger proteinlerin de benzer sekilde degerlendirilmesi gerekmektedir.

Ozet olarak bu ¢alismada karvediloliin bir biased agonist oldugu, metabolik
etkilerinden bazilarmi G-proteini araciligiyla degil, ERK fosforilasyonu ve parr
proteinleri araciligiyla gergeklestiriyor olabilecegi ortaya konulmustur. Ayrica, parr
proteinlerinin aracilik ettigi fizyolojik olaylarin mekanizmasinin arastirilmast,
yalnizca bu proteinleri hedefleyen yeni molekiillerin gelistirilmesini ve diyabet gibi

metabolik bozukluk gozlenen hastaliklarda kullanilabilmesini saglayacaktir.
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OZET

Karvediloliin Metabolik ve Kardiyovaskiiler Etkilerine Beta-Arrestinlerin Katkisimin

incelenmesi

Karvedilol, kalp yetmezligi, hipertansiyon ve miyokard infarktiis sonrasinda gelisen
ventrikiiler fonksiyon bozukluklarinin engellenmesi igin kullanilmaktadir. Kronik
kullanimda diger B-blokdrlerle ortaya ¢ikabilen insiilin rezistanst ya da diyabet gibi
metabolik bozukluklara yol agmamaktadir. Adrenerjik reseptorleri antagonize ederken, hiicre
icinde Parr proteinleri araciligiyla “agonist” gibi davrandigi gosterilmis olan karvedilol
biased agonist olarak adlandirilmistir. Parr proteinleri ise, bazi reseptorlerle (B2-AR gibi)
olusturduklar1 yapi nedeniyle hiicre i¢inde yaygin etkili sinyalizasyonlar1 (ERK gibi)
baglatan proteinlerdir. Parr proteinlerinin diizenledikleri fizyolojik olaylar yeterince
bilinmemekle birlikte Barrl ve/veya Parr2 eksikligi ile insiilin rezistansi ve obezite arasinda
gliclii bir iliski bulunmaktadir. Karvedilol de kardiyovaskiiler ve metabolik olarak iistiin
ozelliklerini Barr proteinlerine agonist etkisi nedeniyle kazaniyor olabilir. Karvediloliin
miyosit hiicrelerde, glukoz kullanimini artirdigi, yag asidi kullammmimi ise azalttigi
gosterilmistir. Bu c¢alismada metabolik bozulma si¢anlarda STZ-diyabet modeli ile
olusturulmus, diyabet ve karvedilol tedavisinin Parr proteinleri ve metabolizma fizerine
etkileri incelenmistir. Karvedilolin glukoz ve yag kullamimu tizerindeki etkileri, bu
yolaklarin diizenlenmesinde en 6nemli rolii tistlenen proteinler diizeyinde incelenmistir ve bu
etkilere Parr proteinlerinin ne Olgiide aracilik ettigi belirlenmistir. Bu amagla, C2C12
hiicrelerde siRNA teknigi kullamilmistir. Bu tez ¢alismasinin sonucuna gore karvedilol
diyabetik kalpteki fonksiyon bozukluklarini iyilestirmistir ve bunun ger¢eklesmesine substrat
metabolizmas1 tizerindeki yararli etkileri katkida bulunmaktadir. Kalpte, diyabette artan
CD36 seviyelerini azaltmasi karvediloliin yag asidi kullammini azalttigim1 ve bunu Barr2
proteinleri aracilig1 ile yaptigim gostermektedir. Iskelet kasinda ise bu azalmaya her iki Barr
izoformunda artma eslik etmektedir. Karvedilol uygulamasinin TFAM protein
ekspresyonunu artirarak mitokondriyal biyojenezi tetikledigi ve bu artisin da Parr aracilig ile
gerceklestigi tespit edilmistir. Sonug olarak, karvediloliin metabolizma iizerindeki olumlu
etkilerine Parr proteinlerinin katkida bulundugunu gésterilmistir.

Anahtar Sézciikler: 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 B-blockers in chronic use. Carvedilol antagonises the adrenergic receptors while
behaving like “agonist” through activating Parrs. Beta arrestins are proteins that initiate
common intracellular signaling (such as ERK) because of their interaction with some
receptors (such as B-AR). The physiological events that Parrs regulate are not well
understood. However, insulin resistance or obesity are closely associated with Barrl and/or
Barr2 deficiency. We hypothesised that cardiovascular and metabolic advantages of
carvedilol may be mediated by its agonist effect on Parrs. 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 Barr 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 Parrs 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 Barr2 in the heart. Moreover, modulatory
effect of carvedilol on substrate metabolism is confirmed by a decrease in both Barrs which
was accompanied by an increase in CD36 in skeletal muscles of diabetic animals. The
decrease in Parrs 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 Barrl and Parr2 knockdown cells indicating that mitochondrial biogenesis is
controlled by both isoforms of Parrs. Our results show that, Parr proteins contribute to the
positive effects of carvedilol on metabolism.

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