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1. GIRIS

Beta adrenerjik reseptor blokeri ilaglar (B-blokerler) ¢esitli endikasyonlar
ile cok yaygin kullanilan bir ilag grubudur. Vicutta ¢esitli dokularda degisik alt
tipleri olan B-adrenerjik reseptorler tGzerinden etkilerini gosterirler ve yalnizca
B- adrenerjik reseptor alt tiplerine degil, ayni zamanda a-adrenerjik reseptor
alt tiplerine de blokaj yapabilirler. Bu grup ilaglar, basta kontrendike kabul
edilmesine ragmen gunumuzde kalp yetmezligi tedavisinde yaygin olarak
kullaniimaktadir. Son yillarda gercgeklestiriimis, cesitli B-blokerleri birbiriyle
kargilastiran ¢alismalar da bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin sonuglarina gore,
karvedilol, B-blokerler arasinda dokularda insulin rezistansi veya diyabet riski

olusturmayan tek ilagtir.

Kalp yetmezligi tablosunda cgesitli metabolik degisikliklerin gerceklestigi
yapilan arastirmalarda gosterilmistir. Metabolik tabloda olumlu degisiklikler
yaptigi bilinen karvedilolin, kalp yetmezligi durumunda bu etkisini a-

adrenerjik reseptorler Uzerinden gostermesi olasidir.

Tez calismasinda, miyosit hicre kultirunde karvedilol baska B-bloker
ilaclar ile  kargilastirilarak, metabolik yolaklarda kullanilan substratlar
incelenmis; ayrica c¢alismalar adrenalin varliginda tekrar edilerek kalp
yetmezligi tablosundaki gozlemlenen asiri sempatik sinir sistemi aktivasyonu

taklit edilerek sonuclar tekrar degerlendirilmistir.

1.1.Metabolizma ve Enerji

Metabolizma, organizmada canlligin devaminin saglanmasi ve
yasamin surdurulebilmesi igin gergeklesen; bir reaksiyon urununun, takip
eden basamagin substrati oldugu, ardisik basamaklardan olugan karmasik

kimyasal reaksiyonlar agidir.



Tum organlarin ve organ sistemlerinin iglevlerini yerine getirmeleri igin
temel ihtiyag enerjidir ve bu ihtiyacin devamli olarak kargilanabilmesi igin
enerji, organizmada c¢esgitli formlarda depolanmis halde saklanir. En temel
depolama sekillerinden biri de, 3 fosfat molekulunin, 1 adenozin molekulu ile

birlesmesi sonucu aciga ¢ikan adenozin trifosfattir (ATP).

Organizmada metabolik islevlerin devami igin gereken enerji eldesi
genellikle buylk molekdllerin yikim reaksiyonlari Uzerinden yurlGr. Blylk
molekdllerin, yapi taglarina ayrilmasi ve sonrasinda bu yapitaslarinin asetil
koenzim A (asetil-KoA) molekullerine pargalanip, trikarboksilik asit (TCA)
dongusune katilmasi sonucu ATP formunda enerji elde edilir (Harper’in
Biyokimyasi, 24. Baski, sf. 166-169).
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Sekil-1.1. Metabolik yakitlar ve enerji eldesi



En vyaygin enerji deposu formlarindan biri olan ATP;
“adenozintrifosfataz” adli enzimle hidrolize ugrar, her seferinde koparilan bir
fosfat bagindan acgiga c¢ikan enerji organizmada gerekli iglevlerin yerine

getirilmesinde kullanilir.

1.2.Kalp Metabolizmasi ve Enerji

Her organin ya da dokunun iglevini yerine getirebilmesi igcin ATP
formunda enerjiye ihtiyaci vardir. Ancak, kalp, yerine getirdigi fonksiyonlarin
gerektirdigi dogrultuda eneriji ihtiyaci ¢ok yuksek olan bir organdir. Kasiima,
gevseme, pompalama gibi mekanik iglevlerin yani sira, c¢esitli molekuler
sentez ve ylkimlar veya eksitasyon gibi biyolojik fonksiyonlar igin ¢ok
miktarda enerjiye ihtiya¢c duyar. Vlicuda gereken oksijeni sunmak i¢in damar
ici dirence karsi, kani, aort ve akciger arterine pompalamak Uzere kimyasal
enerjiyi mekanik islere donastlrir. Durmaksizin attidi igin, kesintisiz ve ¢gok
miktarda enerjiye ihtiyaci vardir, bu nedenle normal kosullar altinda bile eneriji
ve oksijen saglanmasi ancak “sinirda” yeterli gelmektedir (Ingwall ve Weiss,
2004).

Ancak, kalbin enerjetik durumu basitge, var olan ATP konsantrasyonu
uzerinden tanimlanamaz; nitekim, dakika basina uretilen ve kullanilan ATP
miktari, var olan sabit ATP havuzunun konsantrasyondan ¢ok daha fazladir.
Bu noktada kalbin performansi igin yeterli ve devamh ATP sagdlanmasi ¢ok

daha kritik onem kazanmaktadir.

ATP’ye gerek duyulan reaksiyonlar, ayni zamanda ATP’nin yikimiyla
aciga cikan adenozin difosfat (ADP) ve organik fosfat (P;) varligina da
baglidir. Bu nedenle ATP’nin yikim drlnlerinin konsantrasyonlari da
onemlidir. [ATP]J/[ADP][Pi] orani; yani fosforilasyon potansiyeli (FP), ATP
ihtiyact duyulan reaksiyonlar igin ATP’nin hidrolizinden agiga ¢ikacak enerijiyi
belirler. intraselliler [ATP], [ADP], [Pi] ve FP normal ventrikiiler dokuda,



sirasiyla; ~10 mmol/L, <50 ymol/L, <1 mmol/L ve >200 mmol/L’dir (Ingwall ve
Weiss, 2004).

Kalpteki  birincil enerji rezervi fosfokreatinin  (PKr) seklinde
yedeklenmistir ve ATP’nin 2 kati konsantrsayonlarda bulunmaktadir.
Kreatinin kinaz (KK) enzimiyle; ATP ile PKr arasindaki fosforil grubu
transferi, oksidatif fosforilasyon yolagi Uzerinden ATP sentezinden 10 kat
daha hizli gergeklesir:

PKr + ADP + H" < kreatin + ATP

iskemi nedeniyle akut ya da kronik pompalama yetersizligi gibi
durumlarda ATP talebi mevcut miktari asar. Bu gibi durumlarda, kreatin
uzerinden ATP eldesi, kalbe enerji saglanmasinin surekliligi agisindan ¢ok
onemlidir. KK reaksiyonu, ayni zamanda [ADP] ve [Pj] konsantrasyonlarinin
da dusik kalmasini saglayarak, fosforilasyon potansiyelinin en yuksek

durumda bulunmasina yardim eder.

Adenilat kinaz (AK) enzimi de, adenin nukleotitleri arasinda fosforil
gruplarinin ~ transfer  edilmesi mekanizmasi uzerinden  yuksek

konsantrasyonlarda ATP saglamak igin ¢aligir:

2ADP « ATP + AMP

Glikojen ise indirekt bir enerji deposudur; glikozil birimleri, glikolitik ve
oksidatif yolaklar tzerinden ATP eldesinde kullanilir. Serbest yag asitleri de,
gerektiginde enerji eldesinde kullaniimak Uzere adiposit hulcrelerinde

trigliserit seklinde depolanir.

Biyopsi orneklerinin analizlerine gore yetmezlik durumundaki kalpte
ATP konsantrasyonu yaklasik olarak %25-30 arasinda dusmektedir. Yapilan

arastirmalar dususun yavas bir ilerleme kaydettigini gostermistir. (~ %0.35 /



guin) Bu deger de, durumun ciddi boyutlara varmadan fark edilmesinin kolay
olmadigini ve literatirde neden farkl bulgulara ulasildigini géstermektedir
(Ingwall ve Weiss, 2004).

Kalp yetmezligi olan hayvan modellerindeki galismalar, ATP kaybinin,
total adenin nukleotitleri (TAN) havuzundaki kayiptan kaynaklandigini
gosteriyor. ATP sentezi ile yikimi arasinda suregelen dengesizlik ise, daha
fazla ATP ve TAN kaybi ile sonu¢lanmakta ve kalbin ihtiyac duydugu enerjiyi

saglamasi daha da zorlagsmaktadir (Ingwall ve Weiss, 2004).

1.2.1. Karbohidrat metabolizmasi

Karbohidrat metabolizmasi en genig anlatimiyla glikoliz, glukoz
oksidasyonu ve laktat oksidasyonu gibi aerobik ve anaerobik kosullarda

gerceklesebilen reaksiyonlar zincirini ifade etmektedir.

Metabolik reaksiyonlari katalizleyen enzimler, substratlari uygun
enzimlere yonlendirecek veya enerji tuketen yapilarin yaninda ATP salimini
gerceklestirecek sekilde sitoskeleton tarafindan organize edilmektedir.
Enzimlerden daha kuiglk molekuller olan koenzimler, glikolizde ve diger
metabolik yolaklarda ¢ok dnemli role sahiptirler. Cogu ayni zamanda vicut
icin esansiyeldir. Cesitli koenzimler indirgeme reaksiyonlarina katilir. Okside
haldeyken c¢esitli reaksiyonlardan gelen elektronlari kabul ederek
indirgenirler, sonrasinda ise mitokondride yeniden okside formlarina
dénlserek ATP iretimini saglarlar. indirgeme reaksiyonlarina katilan
koenzimler; niasin ve koenzim Q igeren nikotinamid adenin dinukleotid (NAD)
ile riboflavin iceren flavin mononukleotid (FMN) ve flavin adenin dinukleotiddir
(FAD). Nikotinamid adenin dintkleotid fosfat (NADP), NAD’ye benzer ancak
tasidig1 fazladan fosfor moleklll ile enerji Uretiminden c¢ok, biosentetik
reaksiyonlara katilir. Koenzim A (KoA) ise, pantotenik asit ve reaktif bir

sulfidril grubu igerir. Bu grup; ATP’nin yuksek enerjili fosfat baglarina analog



sekilde, asetat ve yag asitlerini aktive eder (Physiology of The Heart, 4" Ed.,
sf. 543-569).

Bundan sonraki kisimda daha ayrintili bir sekilde incelenerek
karbohidrat ve yag asidi metabolizmasi reaksiyonlarinda da 6zellikle NAD ve
NADH ile FAD ve FADH, koenzimlerinin enerji eldesi ve tuketimindeki Kkilit
rolleri ayrintili bir sekilde tartigilacaktir.

1.2.1.1. Glukoz metabolizmasi

Glukoz metabolizmasi; glikoliz, glukoz oksidasyonu, glukoneojenez gibi
degisik amagclara sahip ¢ok sayida reaksiyon zincirini kapsamaktadir. Tez
calismasi boyunca yaptigimiz deneyler glikoliz ve glukoz oksidasyonu
reaksiyonlarini temel aldigi igin ayrintili olarak bu iki reaksiyon zinciri

aciklanacaktir.

Glikoliz, glukozun hicre igine alindiktan sonra, c¢esitli enzimler
tarafindan vyuarutilen 9 basamakta piruvata kadar yikimidir. Glukoz
oksidasyonu ise, glikoliz reaksiyonlari sonucu agiga ¢ikan piruvatin, oksijen
varhginda yikimidir. iki reaksiyon zinciri de, gesitli fonksiyonlarin

gerceklesmesi igin kullanilmak Gzere farkli miktarlarda enerji agiga ¢ikarir.

1.2.1.2. Glikoliz ve glukoz oksidasyonu

Glikoliz; 1 mol glukozun, 2 mol piruvat olusturmak tzere, net 2 mol ATP
ortaya cikararak yikilmasidir. Reaksiyon zincirinde aslinda 4 mol ATP aciga
¢lkmasina ragmen; 2 mol ATP, ilk basamaklarda reaksiyonlarin baslayip
ilerlemesi icin hidrolize edilmektedir. Glikoliz reaksiyonlari sirasinda acgiga
cikan indirgeyici ekivalan NADH Uzerinden de, elektron transfer sistemi
(ETS) araciligiyla ATP elde edilebilir. Aerobik kosullarda, yani yeterince



oksijenlenen kalpte, glikolizin son Urunu olan piruvat; asetil-KoA'ya donugup
oksidatif fosforilasyon reaksiyonlarina katilirken, anaerobik kosullarda laktata

indirgenir.

Glikolitik yolak, 6zet olarak; glukoz-6-fosfat ve NAD™yi, piruvat ve
NADH’a cgevirirken, her glukoz molekulu igin iki ATP agiga ¢ikarir. Bu sekilde
elde edilen piruvat ve NADH mitokondri matriksine taginip, CO, ve NAD'ye
donuserek aerobik oksidatif glikoliz surecini tamamlar ya da sitoplazmada

laktat ve NAD’a donustarular ve nonoksidatif glikoliz reaksiyonlari yurur.

Kalp saglikl ve iskemik degilken, yani normal kosullar altinda bile
laktat Uretmektedir. Ancak, miyokard, kontrol edilemeyen diyabet veya iskemi
gibi kosgullar altinda; yani, piruvat oksidasyonu yeterince gergeklesmemesine
ragmen, glikoliz hizi ¢ok artiginda tam bir laktat Ureticisi haline donugur
(Stanley ve ark. 1997). Kalpte sarkolemmadan Ilaktat transportu
monokarboksilik asit tasiyicisi-l (MKT-I) aracihdiyla gerceklesir ve MKT-I,

laktati dogrudan piruvat seklinde hicre igine tasir.

Glikolitik yolak igin substrat, endojen glukozdan veya glikojen
depolarindan elde edilir. Glukoz miyokard hicrelerine, konsantrasyon farkina
bagli olarak, ekstrasellller bogluktan sitozole akis seklinde girer. Hucre icine
glukoz girisi iglemlerinin tamaminin gergeklesmesi igin enerjiye ihtiyag
olmamasina ragmen, glukoz plazma membranini basit difizyon yoluyla
gegemez. Bunun yerine glukoz alimi “glukoz tasiyicisi” (GLUT) adl bir araci
gerektirir. Kalpte yaygin olarak GLUT-4 izoformu bulunurken, az miktarda da
GLUT-1 bulunur. Normal bazal kosullarda, GLUT-4 tasiyicilarin ¢ogu
depolama vezikillerinde inaktif halde bulunur. insdlin, iskemi ve hipoksi gibi
etkenler GLUT-4 tasiyicilarini plazma membranina goéndererek, glukoz
alimini  hizlandirirlar. Sarkolemmada GLUT-4 translokasyonu AMP ile
aktiflegsen protein kinaz (AMPK) aktivasyonu ile de uyarilir (Russell ve ark.,
1999). Iskemi ve hipoksi gibi kosullarin enerji gereksinimini artirmasi,
dolayisiyla AMP seviyelerinin yiukselmesi nedeniyle GLUT-4 translokasyonu

induklenir.



Kalp icin bir bagka glukoz kaynagi ise intraselltler glikojen depolaridir.
Kalpteki glikojen havuzu (islak agirlikta ~30 pmol/g), iskelet kasi (islak
agirhiginda ~150 ymol/g) ile karsilastirildiginda nispeten daha az olmasina ve
doku konsantrasyonlarinin sabit kalmasi gerekliliine ragmen goreli olarak
daha hizh bir dénisim gerceklesmektedir (Opie, 1991). Eksojen substrat
saglanmasindaki artis ve/veya hiperinsulinemi, adrenerjik stimulasyon ile
aktive olan glikojenolizis (siklik AMP ve kalsiyum konsantrasyonlarinda artma
nedeniyle), doku ATP icerigindeki dusuUs, iskemi veya yogun egzersiz
nedeniyle inorganik fosfat konsantrasyonundaki artis gibi etmenler glikojen

konsantrasyonlarini artirir.

Glukoz-6-P{ }Glukoz

Fruktoz-6-P
Fruktoz-1,6-bi-Pﬁ
Gliseraldehid-3-P&= Dihidroksiaseton-P
1,3-bi-Fosfogliserat

3-Fosfogliserat

2-Fosfogliserat

Fosfoenolpiruvat

Laktat &= Piruvat

Sekil-1.2. Glikoliz reaksiyonlari

Glikolizin U¢ basamakta kontrol edilir. Humoral kontrol, sempatik
stimllasyonun glikoliz hizini artirmasina izin verir. Bu etki; fruktoz-6-fosfattan,
fruktoz-1,6-bisfosfat olusan basamakta, yani saglikli kalpte glikolizin hiz

sinirlayici ilk basamaginda gozlemlenir. Buna benzer bir diger kontrol ise,



heksokinaz adli enzimin goérev aldigi basamaktadir. Bu basamaklarda
gerceklesen fonksiyonel kontroller ile enerji Uretimi ve enerji kullanimi
egitlenerek; yuksek ATP konsantrasyonlarinin glikolizi inhibe etmesine veya
serbest fosfor (P;) varliginin, yani yuksek ADP veya AMP dizeylerinin
glikolizi stimlle etmesine olanak saglanir. Cok édnemli Gglnci bir kontrol ise,
piruvat-laktat déonisimunu ve gliseraldehit-3-fosfat oksidasyonunu etkileyen
okside koenzimlerin oranlarindaki degisiklikler Gzerinden gergeklesmektedir.
Tdm bunlarin yani sira, glukozun hulcre igine girigini saglayan enzimler,
tasiyicilar ve diger proteinlerin aktiviteleri veya sentezlerini etkilemek

suretiyle uzun sureli bir kontrol saglanabilir (van Bilsen ve ark., 1998).

Glukoz-6-P —» fruktoz-6-P FK-I fruktoz-1,6-bisfosfat

Fosfofruktokinaz-l (FFK-I) glikolitik yolaktaki kontrol basamaklarindan
ilkidir, ayni zamanda ilk geridonugsuz reaksiyonu katalizler. FFK-I, ATP
kullanarak fruktoz-6-fosfattan fruktoz-1,6-bisfosfat tretir. ADP, AMP ve P;
varliginda aktive olurken, ATP konsantrasyonun artmasi enzimi inhibe eder.
Yani, fosforilasyon potansiyeli dustiginde glikoliz yolunun akisini
hizlandirmaktadir. FFK-I, ayrica, reaksiyon urunu fruktoz-1,6-bisfosfat ve
dusuk pH ile inhibe olur. DUguk pH’'da gergeklesen inhibisyon ATP varliginda
daha da artmaktadir. FFK-I, ayni zamanda, fruktoz-2,6-bisfosfat ile
uyarilabilir. Sitrat ise, FFK-I'in negatif allosterik regulatértdir ve mitokondride

oksidatif metabolizmada gerceklesen degisiklikleri glikoliz yolagina aktarir.

Fruktoz-6-P FEK-II > fruktoz-2,6-bisfosfat

Fruktoz-2,6-bisfosfat; fosfofruktokinaz-2 (FFK-II) enzimleri araciligi ile
fruktoz-6-fosfattan olusur, ayrica, FFK-I'in de guglu bir uyaricisidir. Yolak bu
noktada cift tarafli kontrol edilmektedir ve FFK-II araciliiyla fruktoz-2,6-
bisfosfat sentezi ve konsantrasyonunun artmasi FFK-| aktivasyonuna neden
olur. Fruktoz-2,6-bisfosfat, FFK-I'in fruktoz-6-fosfata afinitesini artirarak ve

ATP’nin enzim Uzerindeki inhibe edici etkisini azaltarak FFK-l aktivitesini



artirir. Fruktoz-2,6-bisfosfat tretimi oldukga iyi kontrol edilmektedir ve FFK-II

aktivitesi ile U¢ ayri basamakta kontrol edilir:

1) FFK-II aktivitesinin allosterik modulasyonu,
2) FFK-II aktivitesinin fosforilasyon ile kontrold,

3) Enzim aktivitesinin transkripsiyonel kontrolu.

Sitratin, fruktoz-2,6-bisfosfat seviyelerini dugsurerek FFK-I aktivitesini
inhibe etmesi, sitrat varliginda FFK-II'nin allosterik inhibisyonunun ikinci bir
mekanizmasidir. insilin, glukagon, adrenalin, noradrenalin ve tiroid gibi
glikolizi aktive eden bazi hormonlar FFK-II'yi de fosforilasyon ile kontrol
ederler (Heart: Physiology and Pathophysiology, 5™ Ed., 11. Béliim). Ayrica,
AMPK da FFK-II'yi fosforile edebilir (Marsin ve ark., 2000).

Gliseraldehit-3-fosfat GAPDH , 1,3-difosfogliserat+NADH

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) enzimi, gliseraldehit-3-
fosfatin, 1,3-difosfogliserata déniusimunu katalizler ve glikolizin ilk NADH
molekdllerini Uretir. Bu asamada Uretilen NADH molekulleri, aerobik
kosullarda TCA dongusune katilirlar. Sitoplazmada NADH birikmesi, GAPDH
enzimini inhibe ettigi icin, bu basamak glikoliz yolaginin en énemli kontrol
noktalarindan biridir. NAD" artisi da, tam aksine, GAPDH aktivitesini uyarir.
Yiksek laktat konsantrasyonlari da, NADH’tan NAD" olusumunu inhibe ettigi
icin GAPDH aktivitesini azaltmaktadir. Miyokard iskemisi slresince, laktat ve
dolayisiyla NADH akumdulasyonu gergeklesmesi de GAPDH’nin glikoliz

yolaginin asil hiz kontrol basamagi haline gelmesini saglamaktadir.

Glikolitik yolda olusan piruvat; laktata donUsebilir, asetil-KoA'ya

dekarboksile olabilir ya da oksaloasetat veya malata karboksile olabilir.

10



Oksaloasetat |( Piruvat karboksilaz Laktat dehidrojenaz

Malat Piruvat \ »| Laktat
Piruvat NAD+
dehidrojenaz
kompleksi
il NADH
Asetil-KoA

Sekil-1.3. Piruvat metabolizmasi

Piruvat dekarboksilasyonu, karbohidratlarin oksidasyon yolunun
geridonusimsuz basamagidir ve piruvat dehidrojenaz (PDH) enzim
kompleksi tarafindan katalizlenir. PDH, mitokondri matriksine yerlesmis ve
birden ¢ok enzimden olusan bir komplekstir. Enzim kompleksinin E; alt
unitesi, spesifik bir PDH kinaz tarafindan fosforilasyon ile inaktive olurken,
yine spesifik bir PDH fosfataz tarafindan defosforile edilerek aktive olur. PDH
kompleksini inhibe eden PDK, piruvat ile inhibe olur. Dusuk [asetil-
KoA]/[serbest KoA] ve [NADH]/[NAD] oranlari da PDK’yi inhibe eder (Randle
ve Priesman, 1996). Dort izoformu bulunan PDK’nin, kalpteki baskin formu
PDK-4'tur ve ekspresyonu aclik, diyabet gibi kosullar altinda hizlica artar.
Kalpte adrenerjik stimiilasyon ile sitozole Ca*? gegisinin ve mitokondride Ca*?
konsantrasyonunun artmasi PDH aktivasyonu ile sonuglanir. Yani adrenerjik
indUksiyonla c¢alismasi artmis kalpte, PDK-4 aktivitesinde degisiklik
g6zlenmezken (Sharma ve ark., 2004), daha fazla piruvat oksidasyonu ve

PDH aktivasyonu gorulmektedir (Goodwin, 1998).

Laktat olusumu veya PDH tarafindan oksidasyona ugramanin diginda,
piruvat, malat veya oksaloasetata donuserek trikarboksilik asit dongusune
katilabilir. Aerobik kosullarda, trikarboksilik asit dongusu kaynagini %2-6

oraninda piruvat karboksilasyonu saglar (Stanley ve ark., 2004).
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Glikoliz islemleri boyunca 4 ATP elde edilip, 2'si yine bu stregcte
harcanir ve net 2 ATP duretilir. Eger sure¢ anaerobik kosullar altinda devam
ederse, Onceki basamaklarda acgida c¢ikan NADH, elektronlarini pirGvata
aktarir ve ETS Uzerinden enerji elde edilebilir. Aerobik kosullarda
gerceklesiyor ise; agiga c¢ikan piruvattan oksidatif fosforilasyon ile 36 ATP

elde edilir.

1.2.2. Yag asidi metabolizmasi

Yag asidi metabolizmasi, yuksek oranlarda enerji acgiga g¢ikarmasi
nedeniyle kalbin fonksiyonlarinin yerine getiriimesinde c¢cok blyuk 6nem
tasimaktadir. Reaksiyonlar uzun zincirli bir yad asidi molekilindn
parcalanarak asetil-KoA molekdulleri olusturmasi ve bunlarin TCA déngusine
katilmalari sonucu oksidatif fosforilasyon ile enerji Uretiimesi seklinde

Ozetlenebilir.

1.2.2.1. Beta oksidasyon (B-oksidasyon)

Yag asitleri mitokondri i¢ine tasinip, parcalanarak oksidasyona ugrarlar.
Oksidasyon boyunca, yag asidi zincirinin karboksil ucundan tekrarlanarak iki
karbonlu asetil-KoA molekulleri koparilirken, indirgeyici elemanlar NADH ve
FADH, aciga cikar. Kopma a(2)- ve (3)-karbon atomlar arasindan

gergeklestigi icin reaksiyon zinciri bu ismi almistir.

B-oksidasyon mitokondride gergeklesir. Yag asitleri hicre icine pasif
difuizyon veya sarkolemma Uzerinden proteinler araciligiyla ile tasinarak
girerler. Yag asidi tasiyicilari (YAT) ve yag asidi baglayici proteinler (YABP)
bu olayda aracilik etmektedir. Yag asitleri, bir hucreye alindiktan sonra, yag
acil-KoA sentetaz (tiyokinaz) tarafindan sitozolde Ko-A tlrevlerine

donustarullr. B-oksidasyon mitokondri matriksinde gergeklestigi igin,
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sitoplazmada bulunan uzun zincirli acil-KoA'nin mitokondri matriksinin igine
tasinmasi gerekir. Oysa bu membran genellikle KoA gibi blylk ve polar
molekullere karsi gegirgen degildir. Bu nedenle, membrandaki spesifik
tasiyici karnitin, acil gruplarini sitozolden mitokondri matriksine tasir. Bu
islem “karnitin mekigi” ismini alir (Sekil-1.4). Once bir acil grubu sitozolik
KoA’dan, mitokondri i¢ membraninin dig yuzeyinde yerlesmis olan karnitin
aciltransferaz-l (KAT-I) araciligi ile karnitine transfer edilir, boylece agil-
karnitin olusur. Sonrasinda, karnitin-agil translokaz, uzun zincir agilkarnitinin
i mitokondri membraninda yer alan serbest karnitin ile yer degistirmesini
saglar. Matrikste, i¢c mitokondri membraninin i¢ yuzeyinde bulunan karnitin
aciltransferaz Il (KAT-Il) tarafindan membraninin i¢ kesiminde yer alan baska
bir KoA molekuline transfer edilir ve mitokondri matriksinde yeniden uzun
zincir acil-KoA olusur (Lippincott's Biyokimya, 2. Baski., 17. Bolim).
Mitokondri membraninda, acil zincirlerinin tagsinmasinda rol oynayan bu u¢
enzimden KAT-l, mitokondriye yag asidi alimi hizini kontrol etmektedir
(Lopaschuk, 1994).

acil-KoA
asetil-karnitin (\- aSetIkarnt
. e asetil-KoA
karnitin — - karnitin »
L KAKT 7 acil-KoA o B-OKSIDASYON
e R
uzun zincir uzun zincir agil-KoA
acil-KoA -
KPT-I KPT-II
acil-KoA
: uzun KAT=karnitin asetiltransferaz
uzun zincir zincir KAKT= karnitin-acilkarnitin translokaz
acil-karnitin acil- KPT= karnitin palmitoiltransferaz
karnitin
sitozol mitokondri mitokondri mitokondri
dis zari ic zari matriksi

Sekil-1.4. Mitokondri igine yag asidi taginmasi
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B-oksidasyon ilk dongusul, yad asit zincirinin 2 karbon azalmasi ile
sonuclanan, her basamak igin spesifik enzimlerle ilerleyen doért reaksiyonu
kapsar. Bu enzimler de uzun, orta ve kisa zincirli yag asidi pargaciklari igin
farkhlik gostermektedir. Bu dort reaksiyon; FADH, Ureten oksidasyon,
hidrasyon, NADH Ureten ikinci bir oksidasyon ve bir molekll asetil-KoA
salimini saglayan tiyolitik yarilma seklinde siralanabilir. Dort basamak, cift
sayida (n) karbon igeren yag asidi zincirleri igin (n/2)-1 kez tekrarlanir. Her bir
dongude bir asetil grubu, bir NADH ve bir FADH, uretimi gerceklesir; sadece

son yarilmada iki asetil grubu agiga c¢ikar.

B-oksidasyon yolundan agiga cikan enerji oldukga fazladir. Ornek
olarak bir molekil palmitoil-KoA'nin CO; ve H;O’ya oksidasyonundan elde

edilen ATP hesabi incelendiginde:

palmitoil KoA - 7 NADH + 7 FADH; + 8 asetil-KoA

e Aciga cikan 7 NADH, elektron transfer sistemi (zerinden
oksidasyona katilip 3 ATP olugturur (21 ATP),

e Aciga ¢cikan 7 FADH,, ETS Uzerinden oksidasyona katilip 2 ATP
olusturur (14 ATP),

e Acida cikan 8 asetil-KoA, TCA doéngustinde CO;, ve H,O’ya yikilip
12 ATP olusturur (96 ATP).

Bir molekul palmitoil-KoA’dan toplamda 21 + 14 + 96 = 131 ATP elde
edilmektedir. (Ancak palmitik asit ile baslandiginda, palmitoil-KoA olusumu
icin de 2 ATP harcanacagi i¢in net kazang 129 ATP olacaktir.) (Lippincott’s
Biyokimya, 2. Baski., 17. Bolum).
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1.2.2.2. Kalpte yag asidi metabolizmasi ve regilasyonu

Kalpte yag asidi alimi miktari, temel olarak plazmada serbest halde
bulunan yag asidi konsantrasyonu uzerinden belirlenir. Plazmadaki serbest
yag asidi konsantrasyonu ise, saglikl bir birey i¢in gun iginde 0,2 mM-0,8 mM
araliginda degisiklik gosterebilir. iskemi veya aclik gibi metabolik kosullar
altinda, serbest yag asitlerinin plazmadaki konsantrasyonu 1 mM seviyesine
kadar yukselebilir (Lopaschuk ve ark., 1994). Serbest yag asitleri, yuksek
oranda hidrofobik olmalari nedeniyle gergek anlamda serbest halde olmayip,
bunun yerine proteinlere veya buyuk molekullere baglanmig halde
bulunmaktadir. Plazmada ester halinde degilseler; albumine baglanmis
olarak ya da trigliserit, silomikron veya ¢ok dusuk dansiteli lipoprotein (VLDL)
gibi sekillerde tasinirlar. Plazma serbest yag asidi konsantrasyonunu
adipositlerden saliverilen trigliseritlerin orani belirlemektedir. Trigliseritler,
hormona-duyarl lipaz ile yikima ugrarken, gliserolfosfat acil transferaz ile
sentezlenirler. Kanda bulunan net miktari ise adipositlerden saliveriime
oranini  belirler (Lopaschuk ve ark., 1994). Hormona-duyarh lipaz;
katekolaminler ile aktive olurken, insulin ile inhibe edilir. Nitekim, aclk
durumunda, vyani kanda insulin dusuk ve katekolaminler yuUksek
dizeydeyken, plazma serbest yag asidi konsantrasyonu artar, bu da kalpte
yuksek miktarda yag asidi alimi ve oksidasyonu ile sonuglanir. Adipositlerden
saliverilmenin yani sira; kapiller endotelyal hucreler ile kardiyomiyositlerin
digsinda baglh bulunan lipoprotein lipaz enzimi ile silomikronlar ve VLDL
hidrolize edilip, yapilarinda bulunan trigliseritler saliverilir (Augustus ve ark.,
2003).

Yag asitleri kardiyomiyosit igine pasif difizyon veya sarkolemma
uzerinden protein ile tasinarak girerler. Bu olay, yag asidi translokaz enzimi
ve plazma membran yag asidi baglayici protein araciligi ile gergeklesir.
Spesifik bir yag asidi tasiyicisi protein olan CD36, iskelet kasi ve kalp
kasinda ¢cok miktarda bulunur ve kalpteki yag asidi tasiyicilarinin baskin

formu gibi gérinmektedir (Van der Vusse ve ark., 2000). Kintaka ve ark.,
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2006 yilinda yaptiklari ¢galismada CD36 geninde mutasyon olan bireylerin,
normal bireyler ile karsilastirildiginda, bir uzun zincirli yag asidi analogu olan
15-(p-iyodofenil)-3-metilpentadekanoik asidin hudcre igcine aliminin azaldigi
sonucuna ulagsmiglardir. Bu da, insanlarda CD36’nin, miyokardiyal yag asidi
alimi regulasyonunda kismen de olsa bir roli oldugunu dustndirmektedir.
Ester halinde olmayan yag asitleri sarkolemmada YABP ile bag olustururlar.
Sonrasinda ise yag acil-KoA sentaz (YAKS) enzimi araciligiyla yag-acil KoA
esterine donudsurler. Yag asidi baglayici proteinler plazmada bol miktarda
bulunur ve ester halinde olmayan yag asitlerinin ana tasiyicisi rolindedir.
Arastirmalar, YABP ve YAKS enziminin sarkolemmal membranin sitozolik
tarafinda CD36 ile birlikte calistiklarini gostermektedir (Schaffer ve ark.,
2002).

YAKS UrGnU uzun zincir yag agcil-KoA, gliserolfosfat acil transferaz
enzimi ile trigliserite esterlesebildigi gibi, KPT enzimi aracihidiyla uzun zincir
yag agilkarnitine donusturulebilir.  Saglhkh  bireylerde, koroner arter
hastalarinda ve cok sayidaki hayvan calismalarinda, 'C-oleat veya °H-
palmitatin %70-90’1nin kalp tarafindan cabucak alinip, *CO, ya da *H,0O
seklinde vendz dolasima salindigi gosterilmigtir (Wisneski ve ark., 1987;
Chavez ve ark., 2003). Saglikh kalpte, hucre icine giren yag asitlerinin %70-
90’1 agilkarnitine donusturulip hemen oksidasyona ugrarken; %10-30'u ise
intrakardiyak trigliserit havuzuna katilmaktadir (Lopaschuk ve ark., 1994).
Miyokardiyal trigliserit havuzu, yag asitlerinin substrat olarak kullanilabilmesi
icin dnemli bir kaynaktir. Trigliserit dongusu, adrenerjik stimulasyon ile
hizlandirilabilir ve kontrol altinda tutulamayan diyabet varliginda veya iskemi
sonrasi reperfuzyon surecinde artis goOsterebilir (Crass ve ark., 1975;
Goodwin ve ark., 2000).

Yag asitlerinin B-oksidasyonu temel olarak mitokondride, klguk bir
kismi da peroksizomlarda gergeklesir. Oksidasyonun ana Urunleri NADH,
FADH, ve asetil-KoA'dir. Elektron transfer sistemi veya trikarboksilik asit

dongusunde meydana gelen bir yavaglama; asetil-KoA, FADH, ve NADH
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birikmesine neden olacadi icin B-oksidasyon da yavaslayacaktir. Benzer
sekilde PDH aktivitesindeki artis da asetil-KoA, FADH, ve NADH
konsantrasyonlarinin yukselmesine neden olacagi igin B-oksidasyon hizini

azaltir.

Yag asidi oksidasyonunun hiz sinirlayici basamagi olan KAT-I
enziminin aktivitesi, enzime sitozolik tarafta baglanan malonil-KoA tarafindan
gUglu bir sekilde inhibe edilir. KAT-I enziminin iki izoformu vardir; KAT-la
karaciger dokusunda baskin bulunurken, KAT-IB kalpteki yaygin izoformdur.
KAT-IB, malonil-KoA inhibisyonuna KAT-la’dan 30 kat daha duyarlidir
(McGarry ve Brown, 1997). Malonil-KoA, kalpte, yag asidi oksidayonunun
fizyolojik kontrolinde ¢ok onemli bir rol oynamaktadir. Malonil-KoA
konsantrasyonundaki disus yag asidi alimini ve oksidasyonunu artirirken;
konsantrasyonundaki artis yag asidi oksidasyonunu baskilamaktadir. Malonil-
KoA, asetil-KoA'nin, asetil-KoA karboksilaz (AKK) enzimi araciligiyla
karboksilasyona ugramasindan agiga ¢ikar ve kalpte uretimi ve yikimi surekli
devam etmektedir. Asetil-KoA'nin blyuk kismi kardiyomiyositlerde mitokondri
icinde bulunur. Ancak, mitokondri diginda bulunan asetil-KoA'dan
sentezlenen malonil-KoA KAT-I aktivitesini kontrol etmektedir. AKK aktivitesi,
AMPK fosforilasyonu ile inhibe olmaktadir. AMPK aktivasyonu, malonil-KoA
olusumunda dlusus ve yag asidi oksidasyonu hizinda azalma ile sonuglanir
(Dyck ve Lopaschuk, 2002).

AMPK aktivitesi, karbohidrat metabolizmasi boliminde de agiklandigi
gibi, kalpte glukoz tasiyicilarinin translokasyonunu ve glukoz alimini stimule
etmektedir. Yani AMPK aktivitesi, hem karbohidrat metabolizmasini hem de
yag asidi metabolizmasini etkilemektedir. Egzersiz suresince oldugu gibi,
kalbin calismasi arttiginda, AMPK aktivitesi de artar; bu da hem
karbohidratlar hem de lipitlerden asetil-KoA Gretimini artirabilir. Boylelikle
mitokondriye yeterli miktarda substrat sunulur (Coven ve ark., 2003). Malonil-
KoA yikimi, malonil-KoA dekarboksilaz (MKD) enzimi tarafindan gergeklesir.

Enzim, hem sitozolde hem de mitokondride malonil-KoA’yi, CO, ve asetil-
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KoA'ya yikar. Genellikle, MKD aktivitesinin ylksek oldugu durumlar,
miyokardiyal malonil-KoA konsantrasyonunda dusus ve yuksek yag asidi
oksidasyonu ile sonuglanir. MKD aktivitesinin farmakolojik inhibisyonunun
miyokardiyal malonil-KoA konsantrasyonunu artirdidi ve MKD aktivitesinin
yag asidi oksidasyonunu kontrol ettigi kanitlanmistir. Buna ek olarak, daha
onceki galismalarda etomoksir gibi KAT-I inhibitorlerinde gozlemlendigi gibi
MKD aktivitesinin inhibisyonu malonil-KoA donisimunu yavaslatir (Robinson
ve Zammit, 1982). Ayrica; aerobik, iskemik ve de iskemi sonrasi kosullar
altinda glukoz oksidasyonunu artirir ve iskemi sonrasi kasilma fonksiyonunun

iyilesmesini hizlandirir (Dyck ve ark., 2004).

1.2.3. Miyokard substrat metabolizmasi ve regililasyonu

Normal kosullarda kalbin ihtiyag duydugu ATP’nin tamamina yakini
(>95%) mitokondrilerde gergeklesen oksidatif fosforilasyondan, temel olarak
da trikarboksilik asit dongusinden elde edilir (Stanley ve ark., 2005). Bu
reaksiyonlar ile enerji eldesinde kullanilan baslica karbonlu yakitlar ise glukoz

ve yag asitleridir.

Glukoz, laktat ve yag asitleri gibi yakitlar hicre iginde O, varliginda
COJe kadar yikilirken, ortamdaki NADH ya FADH, gibi indirgeyici
elemanlarin mediatorlugunde, ETS Uzerinden ATP sentezi gerceklesir.
Uretilen enerji; kalpte kasilma, sarkoplazmik retikulum Ca* ATP-az veya Na*
-K* ATP-az gibi iyon pompalarinin ¢alismasi ve iyon dengesinin saglanmasi

gibi islevleri yerine getirmek amaci ile kullanilir (Ingwall ve Weiss, 2004).
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Sekil-1.5. Substratlarin hiicre icinde izledikleri yollar

lyi perfiize olan kalpte uretilen asetil-KoA’nin, %50-70’i yag asitlerinin B-
oksidasyonundan; %30-50’si, yaklasik olarak esit miktarlarda laktat
oksidasyonu ve glikolizden agiga ¢ikan piruvatin oksidasyonundan elde edilir
(Wisneski ve ark.; 1985, 1987).

Miyokard metabolizmasi;
e kandaki karbon substratlarinin konsantrasyonlari,
¢ hormon konsantrasyonlari,
e Kkoroner akis,
e kalbin inotropik ve kronotropik durumu,
e dokunun kanlanmasi ve beslenme orani (Stanley ve ark., 2005)

gibi faktorlere baghdir.

Ancak, kalp temel olarak kendisine en gok sunulan karbonlu yakiti

kullanmaktadir. Bu teoriyi en iyi agiklayan ise 1963’te yaptigi ¢alismasiyla Dr.
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Philip Randle olmustur (Randle ve ark., 1963). Déngu, halen kendi adi ile
‘Randle Dongusu” ya da “Glukoz-Yagd Asidi Donglusu” diye aniimaktadir.
Substratlar arasindaki dinamik etkilesmeleri inceler. Ozellikle, kas ve yag
dokusunda oksidasyona ugramak igin, glukoz ile yag asitleri arasindaki

yarismaya dikkat ¢eker (Randle, 1998; Hue ve Taegtmeyer, 2009).

Randle DongusiU’nde, temel olarak yag asidi oksidasyonun artigi
durumlarda, glukoz oksidasyonunun baskilandigi; glukoz oksidasyonunun
artigr durumlarda ise yag asidi oksidasyonunun baskilandigi agiklanmaktadir.
Yag asidi oksidasyonu ile artan asetil-KoA uretimi, piruvat dehidrojenaz kinaz
(PDK) enzimini aktive ederek piruvat, yani glukoz oksidasyonunu azaltir.
PDK, ayni zamanda, artan yag asidi oksidasyonuna bagli olarak
mitokondride [NADH]/[NAD'] oraninin artmasi nedeni ile de aktive
olmaktadir. Yag asidi oksidasyonu kaynakh asetil-KoA’nin TCA déngusune
katilmasi da, sitratin FFK-I enzimini baskilayarak glikoliz Gzerindeki inhibe
edici etkinligini artinir; ayrica sitrat, “sitozolik asetil-KoA” gibi de
calisabilmektedir. Sonug olarak, artan yag asidi oksidasyonu, en ¢ok glukoz
(piruvat)  oksidasyonunu inhibe ederek glukoz  metabolizmasini

baskilamaktadir.

Glukoz oksidasyonundan aciga c¢ikan asetil-KoA da yag asidi
oksidasyonunu baskilar. Yag asidi oksidasyonunun son basamagindaki
enzim olan 3-keto acil-KoA tiyolaz asetil-KoA inhibisyonuna duyarldir.
Glukoz oksidasyonundan agida c¢ikan asetil-KoA da, karnitin-asetilkarnitin
transferaz (KAKT) enziminin bir substratidir. KAKT, asetil-karnitini
mitokondriden sitozole tasir ve asetil-karnitin burada sitozolik KAT enzimi
araciligiyla yeniden asetil-KoA'ya donusturulebilir. Sitozolik asetil-KoA da,
asetil-KoA karboksilaz enziminin substratidir. Bu enzim de, malonil-KoA
ureterek KAT-I'i inhibe eder. Bodylece karbohidrat (glukoz) oksidasyonu

artiginda, yag asidi oksidasyonu baskilanir.
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iki reaksiyon zinciri arasindaki etkilesim, mitokondri matriksinde bulunan
substrat ve dUrunlerin konsantrasyonlarina baghdir, ¢unkl reaksiyonlarin
hizlarini bu konsantrasyonlar belirlemektedir (Randle, 1998; Lopaschuk ve
ark., 2010).

1.2.4. Substrat se¢iminin 6nemi

Hem glukoz hem de ya§ asidi metabolizmalarinin igleyisleri, énceki
bolimlerde de aciklandigi gibi yakit olarak segilen karbonlu substrata gore
degisiklik gostermektedir. Secilen substrata gore; farkli yolaklardan, farkli
miktarlarda oksijen harcanarak gerceklesen mitokondriyal oksidatif
fosforilasyon islemlerinden aciga c¢ikacak enerji miktari degisiklik
gOstermektedir. Baska bir deyigle kalbin, yakit olarak kullandigi substrat,

enerji eldesinin etkinligini etkileyebilmektedir.

Enerji eldesinde substrat olarak;

e 1 mol glukoz kullanildiginda 36 mol ATP elde etmek Uzere, 12 mol
oksijen tlketilmekte; yani, 1 mol oksijen tuketilerek, 3 mol ATP elde
edilmekte,

e 1 mol laktat kullanildiginda 18 mol ATP elde etmek Uzere, 6 mol
oksijen tuketilmekte; yani, 1 mol oksijen tuketilerek, 3 mol ATP elde
edilmekte,

¢ 1 mol palmitik asit kullanildiginda 129 mol ATP elde etmek Uzere,
12 mol oksijen tuketilmekte; yani, 1 mol oksijen tuketilerek, 2.6 mol
ATP elde edilmektedir (Stanley ve ark., 1997).
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Uretilen ATP Tuketilen Oksijen
mol ATP/mol substrat mol O/mol substrat ATP/O
Glukoz 36 12 3
Laktat 18 6 3
Palmitik
asit 129 50 2.6

Cizelge-1.1. Miyokard tarafindan secilen substratin iiretilen ATP/tiiketilen oksijen oranina
etkisi (Stanley ve ark., 1997)

Tablo 1.1'de 6zetlendigi gibi, substrat olarak glukoz secildiginde, ATP
uretimi icin daha az oksijen harcanmakta, yani, kalp ¢ok daha etkin bir
bicimde enerji elde edebilmektedir (Stanley ve ark., 1997, Ashrafian ve ark.,
2007).

1.3.B-blokerler

B-blokerler, kalp yetmezligi icin baslangigta kontrendike kabul
edilmisken, 1970’li yillardan itibaren etkin bir sekilde kullaniimaktadirlar
(Waagstein ve ark., 1975; Swedberg ve ark., 1979).

ik olarak, “I. kusak B-blokerler” veya “non-selektif B-blokerler” seklinde
anilan ve kalpteki B¢- ve Bz-adrenerjik reseptorlerin her ikisinde de blokaj
yapabilme 0zelligine sahip propranolol, timolol gibi molekuller; sonrasinda
Ozellikle astimli hasta gruplarinda gozlemlenen istenmeyen non-selektif
etkilerden dolay! sadece B1-adrenerjik reseptorlerde blokaj yapan “Il. kusak
B-blokerler” veya “selektif B1-blokerler” seklinde anilan bisoprolol, asebutolol
gibi molekdller ve son olarak da, hem B4- ve Bo-adrenerjik reseptorlerin her
ikisinde de blokaj yapabilen hem de a-reseptorleri etkileyen “lll. kusak [3-

blokerler” karvedilol, nebivolol gibi molekuller geligtirilmistir.
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Ancak bu kadar yaygin kullanilan bu ilag grubunun kalp yetmezliginde
kesin olarak ne tur bir mekanizma ile c¢alistigi gunimuzde hala
aydinlatilamamistir.

Olasi calisma mekanizmalarinin;

e Sempatik sinir sistemi aktivasyonu ve katekolaminlerin zararli
etkilerini engellemek,

e [3 reseptor olusumunu ya da duyarhligini artirmak,

e Kalp atim hizini yavasglatmak,

o Mitojenik aktiviteyi Onleyerek yeniden yapilanmayi (remodelling)

azaltmak oldugu dusunulmektedir.

1.3.1. B-blokerler ve metabolizma

Uzun yillar boyunca gesitli B-blokerler ile gergeklestirilen ¢alismalar, bu
ilagc grubunun kalp yetmezligi tedavisinde etkin bir yeri oldugunu gostermistir.
1999 yilinda gercgeklestirilien “Metoprolol CR/XL Randomised Intervention
Trial in Congestive Heart Failure” (MERIT-HF) adli ¢alismada metoprolol ve
bisoprololin KKY hastalarinda 6lim oranini azalttigi sonucuna ulasiimigtir.
Packer ve ark., 1996 yilinda gergeklestirdikleri “U.S. Carvedilol Heart Failure
Study” adl galismada, karvedilol ile tedavi edilen grupta hastanede tedavi
riskinin %65 oraninda azaldigini gostermiglerdir. Ancak, ¢alisma suresi kisa
tutulunca, ozellikle siddetli kalp yetmezligi hastalari grubu ig¢in sonuglarin
degerlendiriimesinde sorun yasanmistir. Bunun Uzerine Packer ve ark., 2001
yilinda, COPERNICUS (The Carvedilol Prospective Randomized Cumulative
Survival Study) calismasini gergeklestirmiglerdir. Ortalama 10 ay boyunca,
2289 siddetli kalp yetmezligi hastasina karvedilol ya da plasebo verilerek
tedavi edilmis, sonugta karvedilol ile tedavi edilen grupta 6lum oraninda %35

dusus saptanmistir.

Ancak yapilan calismalar, non-selektif ve selektif (Bi-blokerlerin, kalp

yetmezligi tablosundaki olumlu etkilerinin aksine, basta insilin rezistansini ve
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diyabet  gelismesini  artirarak  metabolik  tabloyu  kotulestirdigini
gOstermektedir. 31 selektif blokerleri atenolol, %13; metoprolol ise, %20
oraninda insulin duyarliginda azalmaya neden olmaktadir (Pollare ve
ark.,1989 (a) ve (b)). Pindolol ve propranolol kullanan hastalarda insulin
duyarligi sirasiyla %17 ve %34 azalmistir (Lithell ve ark., 1992).
Antihipertansif selektif olmayan B-bloker kullaniminin diyabet olusumunu
artirmaktadir (Samuelsson ve ark., 1994). “Atherosclerosis Risk in
Communities Study” (ARIC) adli galismada [-bloker kullaniminin genel
olarak diyabet gelismesini %28 oranda artirdigi gosterilmistir (Gres ve ark.,
2000).

Jacob ve ark., 1996 yilinda, tim bu bulgularin aksine; antioksidan,
antienflamatuvar ve a; bloker etkinligi (Kopecky, 2006) ile bir 3. kusak [-
bloker olan karvediloltin, insulin duyarhigini artirdigini ve serum lipid profilini

dizelttigini gostermigtir.

Bu gelismeden sonra karvedilol Uzerine birgok galisma yapilmistir. Bu
calismalardan biri olan COMET (Carvedilol Or Metoprolol Europian Trial), ilk
olarak 1996 yilinda tasarlanmig ve 2000’li yillarin basinda, Finlandiya'da
3000 civarinda hasta Uzerinde gergeklestirilmistir. COMET, 5 yil sUreyle kalp
yetmezIigi hastalarinda karvedilol ve metoprolol kullanimini kargilagtirmigtir.
Hastalar arasinda, karvedilol kullananlarda 6lim orani %5.7; diyabet olusma
riski ise %22 azalmistir (Poole-Wilson ve ark.; 2002, 2003; Torp-Pedersen ve
ark., 2005).

Sonug olarak yapilan c¢alismalarda propranolol, metoprolol, bisoprolol
gibi selektif ya da selektif olmayan (-blokerler, kalp yetmezliginde faydal
olsalar bile, dokuda insulin duyarlihdini azaltarak metabolik tabloyu koétu
etkiledigi ortaya cikmigken, karvedilolin bunun tam tersi bir etki gosterdigi

bulunmustur.
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1.3.2. Karvedilol ve olasi metabolik etkileri

Kalp yetmezligi, kalbin, vicudun gereksinim duydugu oksijeni hucrelere
ulastiracak kani pompalayamamasi durumudur. Yetmezlik durumundaki kalp
yeterince oksijenlenememekte ve yeterince enerji Uretilememektedir
(Wallhaus ve ark., 2001). Bu sartlar altinda enerjinin daha etkin yollarla elde
edilebilmesi gok daha énemli bir hale gelmektedir. iskemi veya hipertrofi gibi
nedenlerin kalp metabolizmasini degistirdigi ise bir gergektir (Sambandam ve
ark. 2002, Ashrafian ve ark., 2007). Karvedilolin, diger B-blokerlerden farkl
olarak olumlu metabolik etkilerinin oldugu pek ¢ok ¢alisma ile desteklenmistir.
Bu etkinin ilacin, kalbin enerji elde etmek icin yakit olarak kullandigi substrati

degistirmesi ile ilgili olabilece@i disunulmektedir.

1985’te hepatositlerde gercgeklestirdikleri calismalarda Oberhaensli ve
ark. noradrenalinin palmitik asit oksidasyonunu artirdigini ve bu etkinin bir ay
adrenerjik reseptor blokeri olan prazosin ile ortadan kalktigini bildirmiglerdir.
1987 yilinda ise, noradrenalinin hepatositlerde lipojenezisi inhibe ederken
yag asidi oksidasyonunu artirdigi gosterilmistir. Noradrenalinin lipojenezis
uzerindeki etkisinin a, ya da 3-blokerlerler ile degismeyip, ai-bloker prazosin
varliginda ortadan kalkmasi (Stark ve Keller, 1987), etkinin ai-adrenerjik
reseptorler aracili oldugunu goéstermektedir. 1996 yilinda, Jacob ve ark.
diyabeti olmayan hipertansiyon hastalarinda gerceklestirdikleri galismada, 12
haftalik tedavi sonrasinda metoprolol insulin duyarlligini azaltirken;
karvedilolun doku insdlin duyarlihdini ve glukoz kullanimini artirdigini
gOstermigtir. Karvedilol, baska bir a- ve B-adrenerjik reseptor blokeri olan
labetalole de Ustiin bulunmustur (Bell, 2004). 2005’te, Al-Hesayen ve ark.
yaptiklari calismada karvedilol ve metoprololu karsilastirmis; metoprolol
herhangi bir degigiklik gerceklestirmezken, karvedilolin miyokardiyal yag

asidi kullanimini %20 oraninda azaltti§i sonucuna ulagsmistir.

Tez calismasinda cesitli B-blokerlerden karvedilol, metoprolol ve

bisoprolol ile a-bloker prazosinin metabolizma Uzerindeki etkileri miyosit
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hidcre kulturinde karsilagtiriimig; olgumler, sempatik aktiviteyi taklit etmek
amaciyla bir kez de adrenalin varliginda tekrar edilmistir. Calismanin amaci,
karvedilolun diger beta blokerlerden farkli sekilde ortaya koydugu olumlu
metabolik etkilerinin hangi reseptorler Uzerinden ve nasil gergeklestigini

gOstermektir.
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2. GEREG VE YONTEM

2.1. Kullanilan arag ve geregler

2.1.1. Malzemeler

. Etiiv (Blue Pard PHO50A, CiN)

. Laminar akis (Holten LaminAir S2010 1.8 EN GE 1LN U,
DANIMARKA)

. Inklibatér (Sanyo, MCO-18AIC, JAPONYA)

J Sintilasyon olgum cihazi (LKB Wallac, 1211 Rack Beta
Liquid Scintillation Counter, KANADA)
. UV  spektrofotometresi (Shimadzu, UV-visible-240,

JAPONYA)

J Hassas terazi (Scaltec, SBA 31 Heiligenstadt,
ALMANYA)

) Faz-kontrast eklentili mikroskop (Micros, MCX1600,

AVUSTURYA)
. Otoklav
J Sonicator
. Su banyosu
J Termometre
. %95 oksijen, %5 karbondioksit igeren gaz karisim tupu
J Vortex
J Buzdolabi

J Manyetik karigtirici

. Diyaliz membrani (Sartorius SM 11106-047N)

. Kronometre

. 2 ml'lik, 5 ml'lik, 10 ml'lik ve 20 ml’lik pipetler

o Pipet uclari

. Multichannel/Cok Kanall Pipet (Socorex, ISVICRE)
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2.1.2.

Flasklar
Cryo-vialler
Eppendorf tipler
Falcon tupler

Cesitli cam malzemeler

Kimyasal maddeler

Karvedilol (31-2 ve a1 bloker)

Propranolol (B1.2 bloker)

Bisoprolol (B1 1 bloker)

Prazosin (a4 bloker)

Adrenalin

AICAR (aminoimidazol karboksamid ribonukleotid)
Gamma globulin

Dulbecco’s Modified Eagle’s Serum (DMEM)
Glukozsuz DMEM

Tripsin-EDTA ¢ozeltisi

Phosphate Buffered Saline

Streptomisin

Penisilin G

'*C-Glukoz

Palmitik asit

Bovine Serum Albumin (BSA)

Etanol

Sodyum bikarbonat

Potasyum hidroksit

Perklorik asit

Sintilasyon kokteyli (MP EcoLite™, ABD)
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2.1.3. Hicreler

Deneylerde, Sap Enstitisu Mudurligu’nden satin alinan C2C12 (Mus

musculus kaynakli miyoblast) hicre serileri (cell line) kullanildi.

2.2. Kullanilan Yontemler

2.2.1. Hiicre Kiltira

Deneylerde, Sap Enstitust MudurlGgud’nden temin edilen Mus musculus
kaynakli miyoblast C2C12 hucre serileri kullanildi. C2C12 hucreleri ilk olarak
1977 yilinda Yaffe ve Saxel isimli arastirmacilar tarafindan fareden elde
edilmistir. C2C12 hucreleri sonsuz sayida pasajlanamadiklari i¢cin deneylere

baslamadan bir miktar hticre donduruldu.

Hucrelerin saglikli ¢gogalmasi ve kullanilacak metotlarin validasyonu

saglandiktan sonra galismalara baglandi.

2.2.1.1. Hucrelerin cogalmasi

Hucreler; %10 (v/v) fotal sigir serumu (Fetal Bovine Serum (FBS)) ve
koruma amacli 100U/ml penisilin ile 100ug/ml streptomisin (%1 oraninda)
antibiyotik karisimi eklenen Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
blylme ortaminda (growth medium), ylzeyleri 6zel olarak muamele edilmis
flasklarda gogaltildi (Sekil-2.1).
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Sekil-2.1. Hiicrelerin cogaltildigi flasklar (sol tarafta) ve %10’luk ortamdaki hiicrelerin
goriiniisii (sag tarafta).

2.2.1.2. Hucrelerin boélinmesi (pasajlama)

Haftada iki kere mediumlari degistirilen hucreler, iki hafta sonunda,
yeterli doluluga ulasip yeni flasklara bélindu. Bu islem icin, flasklar dncelikle
tampon ¢ozelti (Phosphate Buffered Saline (PBS)) ile bekletilip sonrasinda
flask yuzeyinden ayrilmalari igin tripsin-EDTA ile muamele edildi ve kisa
sureli inkibasyona birakildi. Flasklarin yluzeyinden kalkan hucrelerin Gzerine
yeniden medium eklenip, hucreler homojenize edilerek esit miktarlarda yeni
flasklara paylastirildi (Flasklar; icindeki hucrelerin cogalma miktarina gore, 3
ya da 4 flaska bolindiler). Her iglem basamaginda, kullanilan tim

¢ozeltilerin sicakliginin 37°C olmasina 6zen gdsterildi.

2.2.1.3. Hucrelerin deneye hazirlanmasi

Flasklar %80 oraninda akigkanliga ulastiktan sonra, FBS orani %1’e
dUsurtlip hucrelerin miyotip formuna dontsmesi (differentiation) saglandi
(Perdomo ve ark., 2004). Sekil-2.2.’de gorulebilecek, gerekli morfolojik
degisikligin mikroskop altinda go6zlenmesinin ardindan deneylere baslandi.
(Yaptigimiz denemeler, hulcrelerin miyotlip sekline doénlismesi i¢in %1
oraninda serum igeren ortamda en az 10 gun bekletiimesi gerektigini

gostermigtir.)
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Sekil-2.2. %1’lik ortamda gerceklesen miyotiip olusumu.

2.2.1.4. Validasyon

Hucrelerde gerekli morfolojik degisikligin tamamlanmasinin ardindan,
deneylerin 6ncesinde her substrat igin protein miktari/metabolik hiz testi
yapildi. Flask igindeki hiucre miktari (protein miktari Bradford yontemi ile tayin
edilmistir (Bradford, 1976)) ile gergeklesen reaksiyon hizinin dogru orantih
olmasi beklenmektedir. Validasyon islemleri tamamlandiktan sonra deneylere

gecilmigtir.

Deneyler suresince bir setteki deney gruplarinin her birinin en az 4
flasktan (n=4) olugsmasi saglandi (4 adet kontrol grubu flaski, 4 adet
karvedilol eklenen flask, 4 adrenalin ile stimile edilen adet flask gibi).
Calismalar sirasinda pasajlama islemlerinin metabolik dlgimlerde degisiklige
neden oldugu belirlendi. Bu nedenle yapilan her deney icin kullanilan
flasklarin ayni pasaja ait olmasina 6zen gosterildi. Yani 1 kez pasajlanan
hicrelerin sonuglari ile 4 kez pasajlanan hucrelerin sonuglari birbiriyle

karsgilastiriimadi.

2.2.1.5. Sterilizasyon

Hucrelerin, saghkh ve kontaminasyon riski dogmadan ¢ogalmalari igin

sterilize kosullarda galisilmaya ¢ok dikkat edildi. Laboratuar her ¢alismadan
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once 30 dakika UV lambasi ile sterilize edildi, deneyler ve uygulamalar
suresince %96 alkol ile yikanan steril eldivenler kullanildi. Tum ¢aligmalar,
prosedur gereg@i 30 dakika once cgalistirlmaya baglanan laminar akis altinda
gerceklestirildi.

Hucrelerin steril kogullar altinda ¢odalmasi igin, 37°C sicaklik ve %5
karbondioksit oraninin sabit tutuldugu inkubator, kapag! acildigi takdirde 15
dakika sureyle, igindeki UV lambasi ile kendini sterilize edecek sekilde
programlandi. Bunun disinda gereken durumlarda ici alkolle temizlendi.
icerisinde dolasan steril suyun degistirimesi gereken zamanlarda, standart
prosedur olan 121°C sicaklikta, 30 dakika sterilize edilen distile su kullanildi

ve bu suregte igindeki inkUbator tepsisi de ayni kosullarda sterilize edildi.

Herhangi bir kontaminasyon olup olmadigini gozlemlemek adina,

flasklar belirli periyotlarda faz-kontrast mikroskop altinda gozle kontrol edildi.

2.2.2. Glikoliz

Deney; glikoliz reaksiyonunun, 2-fosfogliserat - fosfoenol pirtvat
basamaginda aciga cikan bir molekil sudaki (*H,O) trityumun yaydig
radyoaktif enerjinin sintilasyon cihazinda olgtlmesi ile hicrelerin kullandigi

glukoz miktarinin hesaplanmasi esasina dayanir.

Deney icin her flaska, Glukozsuz-DMEM icine trityumla isaretlenmis
steril 5-*H(N)-glukozun eklendigi medium koyuldu. iki saatlik inkiibasyonun
ardindan, flasklardan eppendorf tuplere ornek alinip; bu tupler, iginde su
bulunan sintilasyon tiplerinin igine yerlestirildi ve 50°C etlvde bir gece
ugcmaya birakildi. Ugurma islemi (Hughes ve ark., 1993) ile eppendorf tlpu
ve sintilasyon tupunde yer alan iki su kompartmani denge haline gelmigtir.
Boylce, sintilasyon tupundeki sudaki radyasyon miktari, flasktan aldigimiz

ornekteki radyasyon miktarinin %50’si kadar olmustur.
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Bradford yontemi (Bradford, 1976) ile her flasktaki hlicre protein miktari
belirlenip, metabolize edilen glukoz miktari ile karsilastirilip glikoliz hizi

hesaplandi.
2.2.3. Glukoz oksidasyonu

Glikoliz  reaksiyonlarinin  sonucunda olusan piruvat, oksidatif
fosforilasyon igin asetil-KoA seklinde TCA doéngustine katilir ve
karbondioksite parcalanir., Deney sirasinda flaskta gergeklesen reaksiyonlar
sonucu, glukoz lizerindeki radyoaktif isaretli "*C’un, biyik bir kismi *CO,
formuna donisiirken, az bir kismi ise bikarbonat (H™CO3) iyonu seklinde
¢6zUniir. Deneyin esasi; bikarbonat seklinde ¢dziinen ve gaz haldeki CO,’i
toplayip, radyasyon miktarini belirleyerek, kullanilan glukoz miktarini

bulmaktir.

Her flasktaki hucreler; bolme protokolindeki gibi tripsinle flasklarin
yuzeylerinden kaldirilip, protein tayini igin bir miktar ayrildi ve kalan kismi 6
cukurlu flaskta yeniden ekim yapildi. Hucrelerin yeterince tutunmasi igin bir
gunlik beklemenin ardindan steril C isaretli glukozla hazirlanmis medium
ve belirlenen gruplara gore ilaglar eklenip, flask boyutlarinda KOH emdirilmis

filtre kagidi ile Gzeri kapatildi ve iki saatlik inkibasyona birakildi.

4CO'nin, filtre kagidina gecgenin diginda bir kismi ¢ozelti iginde
bikarbonat seklinde bulunur. Bu kismi da elde edebilmek igcin cukurlara
perklorik asit (HCIO4) eklenip '*CO.'nin tamaminin filtre kagidina gecmesi
icin, flasklar 1 gece oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra filtre kagitlari

katlanarak sintilasyon tuplerine alindi (Dimopoulos ve ark., 2007).
Sintilasyon sayimi cihazinda ™CO, (izerinden yapilan radyoaktivite

Olcimlerinin sonuglari ile flasklarin igindeki protein miktarlari kargilagtirilarak

glukoz oksidasyonu hizi hesaplandi.
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2.2.4. Palmitik asit oksidasyonu

Deney; [9,10-*°H] palmitik asitten olusan 8 asetil-KoA'nin, TCA
doénglisiine katiimasi sonucu aciga cikan *H,O miktarinin hesaplanmasi
esasina dayanir. Palmitik asit molekulinde, 9 ve 10. C’lar Uzerinde yer alan
H’lerin, TCA dongusunden spesifik olarak su biciminde acgiga ciktigi daha
once kanitlanmigtir (Wisneski ve ark., 1987; Chavez ve ark., 2003).

Glukozsuz DMEM c¢ozeltisi icine yag asidi icermeyen BSA Albumin tozu

eklenerek ¢ozulerek ilk ¢ozelti hazirlandi.

2mM konsantrasyonda olacak yag asidi ¢ozeltisi i¢in; 0.05128g palmitik
asit tozu hassas olarak tartilip, Gzerine Na,COg; ve distile su eklenip, beherde
¢ozeltinin Ust siniri isaretlendi. Bu karisima, ¢ozinmeyi kolaylagtirmak uzere,
10ml %95 a/h etanol ve 10 ml 5uCi/ml’lik palmitik asit ¢ozeltisi eklendi.
Hazirlanan karisim, isiticida karistirilarak daha once isaretlenen gizgiye
kadar etanol uguruldu. Bdylece, ¢ozeltinin radyoaktivite konsantrasyonunun

0.5uCi/100ml olmasi saglandi.

iki ¢ozelti karistirilarak diyaliz membrani igine alindi. Membran
glukozsuz-DMEM c¢ozeltisi i¢cinde buzdolabinda 24 saat diyalize birakildi.
Deneylerde, medium olarak diyaliz membrani igindeki ¢oOzelti,

kontaminasyonu onlemek Uzere, steril filtreden gecirilerek kullanildi.

Palmitik asit oksidasyonu deneyleri dncesinde, yag asidi oksidasyonunu
kesin olarak artirdigi bilinen AICAR (aminoimidazol karboksamid
ribonukleotid) eklenen flasklarda palmitik asit oksidasyonu hizi dlgulmus,

pozitif sonug¢ alinmasinin ardindan deneylere baglanmigtir.
Flasklar; “kontrol” ve “ilag eklenen” gruplara ayrilip, Uzerilerine deney

icin 6zel hazirlanan medium eklenip 2 saatlik inkibasyona birakildi. Her

flasktan alinan 500ul’lik 6érnekler; kiguk tlplere koyulup, bu tupler de iginde
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1.25 ml su bulunan sintilasyon tlplerine yerlestirilip, 50°C sicaklikta bir gece

ucmaya birakildi (Hughes, 1993).

Sintilasyon sayimi yapilan *H,0 miktari, flasklardaki hiicre miktari ile

kargilastirilarak palmitik asit oksidasyonu hizi belirlenmisgtir.

2.2.5. Adrenalinle stimilasyon

Kalp yetmezligi tablosunda karsilasilan, sempatik sistemin asiri
aktivasyonu sonucu, dolasimda ylUksek konsantrasyonlara ulagsan

katekolamin varhgini taklit etmek amaciyla; flasklar “kontrol grubu” “sadece
adrenalin eklenen grup”, “sadece ila¢ eklenen grup” ve “adrenalin+ilag
eklenen grup” seklinde ayrilip, glikoliz hizi ve palmitik asit oksidasyonu hizi

OlcimU deneyleri bir kez de bu sekilde gerceklestirildi.

2.2.6. Bradford protein miktar tayini

2 mg/ml konsantrasyondaki Bovine Gama Globulin stok ¢dzeltsinden;
0.1 mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml ve 2 mg/ml

konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Bu standartlar ile deneyler sonunda flasklardan kaziyip homojenize
edilmis olan numunelerden alinan 6rneklere, Bradford boyasi ekleyerek
aciga cikan mavi renk spektrofotometrede okutulup spesifik olarak her
flasktaki protein miktari belirlendi (Bradford, 1976).

Her flaskta ayni miktarda hicre ¢ogalmadigi i¢in sonuglar standardize

etmek adina, her flask icin spesifik olarak “kullanilan glukoz/protein miktar”

ya da “kullanilan yag asidi/protein miktari” oranlari belirlendi.
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2.2.7. Istatistiksel analiz

Tim veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. iki deney
grubu karsilastiriirken Student’s t-test; ikiden fazla grubun yer aldigi veriler
kargilastirilirken ise, ANOVA ve sonrasinda Tukey-Kramer analizleri

yapilmistir. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Validasyon

Hucrelerin flasklarda saglikli cogalmalari icin haftada iki kez mediumlari
degistirildi ve belirli doluluk oranina ulastiginda pasajlandilar. Her medium
degisikligi ve pasajlama asamasinda flasklar faz-kontrast eklentili mikroskop

altinda incelendi. Saglikli gogalan hicreler ile deneyler gergeklestirildi.

Validasyon c¢aligmalarinda, her ilag igin 3 farkli konsantrasyonda
calisilmasina karar verildi. Ancak, her deney setinde ayni pasajdan
hicrelerin  kullaniimasi gerekliligi deney grubundaki o6rneklem sayisini
kisitladigi igin, her ilag icin on denemelerdeki bulgularin 1g1ginda belirlenen
bir konsantrasyon segcilerek, tim deneyler bu konsantrasyonda ilag

kullanilarak gergeklestirildi.

3.2. Hicrelerin miyotup formuna donustlirilmesi (Differentiation)

Literatur bilgilerinden yola ¢ikarak medium olarak FBS oraninin %1’e

dUsurulip, hicrelerin miyotliip formuna dénismesi saglandi (Perdomo ve

ark., 2004). Mikroskop altinda surekli takip edilerek, gerekli morfolojik

degisikligin gergeklesmesi icin FBS oraninin %1’e dusurtlmesinin ardindan

hicrelerin bu ortamda en az 10 gun bekletiimesi gerektigi sonucuna ulagsildi.

3.3. Dinlenme halindeki hiicrelerde gergeklestirilen deneyler

Bu deneylerde; karvedilol, bisoprolol, metoprolol ve prazosinin tek

baglarina hucre metabolizmasi Uzerindeki etkileri incelendi. Karvedilol,
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bisoprolol, metoprolol ve prazosinin; palmitik asit, glikoliz ve glukoz

oksidasyonu Uzerindeki etkileri ayri ayri degerlendirildi.

3.4. Glikoliz hizi

3.4.1. Karvedilol ile glikoliz hizi deneyi

Yapilan 6n denemelerle glikoliz hizi deneyi igin 2 saatlik inkUbasyon

suresinin yeterli olduguna karar verildi.
Flasklara 10°, 10° ve 10™*M konsantrasyonlarda karvedilol eklenerek
gerceklestirilen glikoliz hizi 6lgimu deneyinde karvedilolin doza bagli olarak

glikoliz hizini artirdigi sonucuna ulagildi.

Sekil 3.1°de gosterilen sonuglar 4. pasaj sonrasi flasklara aittir.

13 4 o
12 | Glikoliz Hizi
11
10
2 9o
:% 8
£ 71
£ 6 -
el 5
4
3
2
1 4
O T T 1
kontrol 1 uM karvediol 10 pM karvedilol 100 pM karvedilol

Sekil- 3.1. 10°M, 10°M ve 10™M konsantrasyonlarda karvedilol ile glikoliz hizi 6lgiimii
deneyi sonuglari
(n=2-3)
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3.4.2. Adrenalin varliginda glikoliz hizi deneyi
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Sekil-3.2. a-bloker, B-bloker varliginda ve adrenalin stimiilasyonu ile glikoliz hizindaki
degisiklikler

Bu deneyde; 6ncelikle hiicreler, kontrol grubu ile karvedilol (B1.2 ve as-
bloker), prazosin (as-bloker), adrenalin (adrenerjik agonist), karvedilol+

adrenalin ve prazosin+adrenalin eklenen gruplara ayrildi (n=4).

Sekil 3.2'de gosterildigi Uzere, 100uM karvedilol eklenen flasklarda,
kontrol ile karsilastinldiginda, glikoliz hizi yaklasik olarak %50 oraninda
artmistir.  100pM  prazosin  eklenen flasklarda da benzer bir etki
g6zlemlenmistir. Bu iki sonug¢, 1uM adrenalin eklenerek stimule edilen

hicrelerle elde edilen sonuglara ¢ok yakindir.
Ancak, adrenalinin etkisine benzer sekilde, karvedilol ile prazosin

glikoliz hizini artirirken; adrenalin varliginda tekrarlanan deneylerde, prazosin

ya da karvedilol glikoliz hizini daha fazla arttirmadi.
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3.5. Glukoz oksidasyonu hizi

Yapilan on denemelerde, glikoliz hizi deneyine benzer sekilde, glukoz
oksidasyonu hizi deneyi icin de 2 saatlik inkibasyon suresinin yeterli

olduguna karar verildi.

0,025 - Glukoz Oksidasyonu Hizi .

0,02 4
o
(&)
Hee )
< 0,015 -
(@]
S
o
S 001
>
=)
©
g 0,005 - I
[

0
kontrol karvedilol (100 uM)

Sekil-3.3. Karvedilol varliginda glukoz oksidasyonu hizi
*vs kontrol, p<0,05 ve n=4-7

100uM karvedilol eklenen flasklar, kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
glukoz oksidasyonu hizinda %100’den fazla artis gozlendi (Sekil-3.3).

Glikoliz  deneylerinden elde edilen sonuglar ile  birlikte
degerlendirildiginde, karvedilolun genel olarak glukoz metabolizmasini
hizlandirdigi  ve hucrelerde glukoz kullanimini  artirdii  sonucuna

ulasiimaktadir.
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3.6. Palmitik asit oksidasyonu hizi

3.6.1. AICAR ile palmitik asit oksidasyonu hizinin indiiklenmesi

On denemelerdeki sonuglardan yola g¢ikarak, glukoz metabolizmasi
deneylerindekine benzer sekilde, yag asidi oksidasyonu deneyi i¢in de 2

saatlik inkibasyon suresinin yeterli olduguna karar verildi.

AICAR, AMPK aktivitesini ve yagd asidi oksidasyonu hizini artirdigi
bilinen bir ajandir ve c¢alismanin 6n denemelerinde pozitif kontrol olarak
kullaniimistir (Corton ve ark., 1995).

nmol palmitat / mg hiicre
N
N [6)] w
7
)(.
%

kontrol AICAR

Sekil-3.4. AICAR eklenerek indiiklenen yag asidi oksidasyonu
(n=3-4)

Ongérilen sekilde, 1mM konsantrasyonunda AICAR eklenip, 24 saatlik
inkiibasyona birakilan hucrelerde palmitik asit oksidayon oraninda artig
olmustur (Sekil-3.4).
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3.6.2. Karvedilol, bisoprolol ve propranolol igin palmitik asit

oksidasyonu hizlarinin karsilagtiriimasi

0] 5 - Palmitik asit oksidasyonu orani
g N I
2 7
g 3 * /
£ I
i 7] /
E 17 /
ol . Z
kontrol karvedilol bisoprolol propranolol
100 pMm 100 pm 100 pM
*vs karvedilol, p<0.05
n=7

Sekil- 3.5. Karvedilol, bisoprolol ve propranolol i¢in palmitik asit oksidasyonu hizlari

Palmitik asit oksidasyonu hizinda gerceklestirdikleri degisiklik igin
sirasiyla 1, 2 ve 3. kusak [-blokerler olan propranolol (1.2 bloker), bisoprolol
(B1 bloker) ve karvedilolu (B1-2 ve a1 bloker) karsilastirmak Uzere yaptigimiz
deneylerde, 4 gruba ayirdigimiz flasklara 100uM konsantrasyonda ilag
ekledik.

100uM  konsantrasyonlarda bisoprolol ve propranolol ile kontrol

gruplarina kiyasla, karvedilol grubu palmitik asit oksidasyonunu anlaml

sekilde yaklasik %50 oraninda azaltmistir (Sekil-3.5).
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3.6.3. Adrenalin stimiulasyonu varliginda palmitik asit oksidasyonu

—
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Sekil- 3.6. a-bloker, B-bloker varliginda ve adrenalin stimiilasyonu ile palmitik asit
oksidasyonu hizindaki degisiklikler

100uM konsantrasyonda prazosin, 100uM konsantrasyonda karvedilol
ekledigimiz gruplar ve artmig sempatik sinir sitemi aktivasyonunu taklit etmek

amaciyla adrenalin eklenen gruplar ile deneyler tekrarlandi.

Sekil-3.6’da gosterildigi gibi, tek baslarina 100pM konsantrasyonda
prazosin (a4 bloker) ve 100uM konsantrasyonda karvedilol (B1.2 ve a4 bloker)

birbirine benzer sekilde palmitik asit oksidasyonunu %50 kadar azaltmistir.

1uM konsantrasyonda hucrelerin mediumlarina eklenen adrenalin,
kontrol grubu ile kargilastirildiginda palmitik asit oksidasyonu hizini anlamli
sekilde artirmamistir. Ancak; adrenalin ile birlikte karvedilol ve prazosin
eklenen hucrelerde palmitik asit oksidasyonunu ise yine anlamli olarak

azalmistir.

43



4. TARTISMA

Bu calismada pek ¢ok kalp hastaliginda yaygin olarak kullanilan gesitli
B-blokerlerin, enerji eldesinde araci metabolik yolaklari nasil etkiledigi hiicre

kulturande incelenmistir.

Arastirmalarda, pek c¢ok B-blokerin kalp yetmezligi tablosunu
dizeltirken, insulin rezistansini ve diyabet olusumunu artirdiklar
gosterilmistir (Pollare ve ark.,1989 (a) ve (b); Lithell ve ark., 1992;
Samuelsson ve ark., 1994; Gres ve ark., 2000). Ancak 3. kugak bir 3-bloker
olan karvedilolun tam tersi etkilerle, serum lipid profilini dizelterek ve dokuda
insulin  duyarhhigini  artirarak  diger B-bloker ilaglara Ustin oldugu
kanitlanmistir (Oberhaensli ve ark., 1985; Jacob ve ark. 1996; Bell, 2004; Al-
Hesayen, 2005; COMET, 2005). Ancak, karvedilolin diger B-bloker ilaglara
bu Ustunligundn nedeni tam olarak bilinmemekle beraber; insulin
duyarhihi@ini artirmak ve serum lipid profilini dizeltmek seklinde metabolik
degisikliklere yol agmasi, enerji eldesinde yakit olarak kullanilacak substrat
secimini degistirebilecegini dusundurmektedir. Substrat secimi ise, ozellikle
yetmezlik durumunda kisitli oksijenlenen kalpte, etkin enerji eldesinde ¢ok
kritik bir rol oynamaktadir (Stanley ve ark., 1997, Ashrafian ve ark., 2007).

Karvedilolun ve kiyaslamak igin diger a- ve B-bloker ilaglarin substrat
metabolizmasinda gergeklestirdikleri dedisiklikleri gozlemlemek Uzere
deneylerimizi tamamladik ve karvedilolin, hipotezimiz dogrultusunda, kalpte
glukoz kullanimini artirirken, yag asidi kullanimini azalttigi sonucuna ulastik.
Yag asidi kullanimindaki dusus ile glukoz kullanimindaki artis oranlarinin
ayni olmasi, karvedilolin gercekten de enerji eldesinde kullanilan substrati
degistirdigini disindurmektedir. Deneylerimizde kullanilan, sirasiyla, 1. ve 2.
kusak diger B-blokerler propranolol ve bisoprolol varlidinda benzer
degisikliklerin gozlenmemesi; karvedilolin bu etkilerini a-adrenerjik reseptor

blokaji Uzerinden gergeklestirdigini dusundurmustir. a-bloker prazosin ile
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tekrar edilen deneylerde, karvedilol ile benzer sonuglara ulagiimasi da bu

olasilgl kuvvetlendirmektedir.

Deneylerimiz kapsaminda glukoz metabolizmasi Uzerinde yapilan
dlclimler, radyoaktivite sayimlarini gerceklestirdigimiz Ankara Universitesi
Veterinerlik Fakultesi Biyokimya Anabilim Dali bunyesindeki sintilasyon
cihazinin bozulmasi (ve hala tamir edilememesi) nedeniyle glukoz

oksidasyonu dlguma sonuglarini ayrintili bir sekilde icermemektedir.

Oksidasyona ugramak icin glukoz ve yag asitleri arasinda metabolize
olmak Uzere bir yarisma vardir (Randle ve ark., 1963). Fizyolojik bir
fonksiyonun vyerine getirilmesi icin belli bir miktarda enerjiye ihtiyag
duyulmaktadir ve bu enerjinin eldesi igin yakit olarak hangi substratlarin, ne
kadar kullanilacagi degiskenlik gosterebilir. Randle Dongusu ile de
aciklandigi gibi, enerji eldesinde yag asidi veya glukoz oksidasyonunun
katkilar1 birbirine baglidir (Hue ve Taegtmeyer, 2009; Randle, 1998). Bu
dizenlemede, fizyolojik veya patolojik (iskemi veya diyabet gibi nedenlerle)
kosullarin yarattigi degisikliklerin etkisi olabilmekle birlikte, farmakolojik
(trimetazidin, ranolazin gibi ilaglarin glukoz kullanimini artirici etkileri gibi)
olarak da modifiye edilebilir. Calismalarimizin sonugclarina goére, yag asidi
kullanimindaki disus ve glukoz kullanimindaki artisin, birbirine ¢ok yakin
(yaklasik %50) olmasi; karvediloltin bu etkisini hicrelerin substrat kullanimini
degistirerek gerceklestirdigine isaret etmektedir. Ancak sadece bu deney
sonuglarina dayanarak bunu kesin olarak soyleyebilmemiz iki nedenle
muamkin degildir. Bunlardan birincisi; hlcre kaltira ydntemi, metabolik
Olcumlerin gercgeklestiriimesi icin  ¢ok uygun olmakla beraber, kalp
fonksiyonlarini degerlendirmeye olanak saglamamaktadir. Bu nedenle, hucre
kdltirinde elde edilen bulgularin, kalp fonksiyonlarinin da izlenmesine
olanak saglayan izole kalp preparatlarinda gerceklestirilen metabolik
Olcumlerin  sonuglarn ile kargilastirlarak  tekrar  degerlendiriimesi
gerekmektedir. ikincisi ise; ¢alismamizda hiicrelerdeki endojen kaynaklarin

enerji eldesindeki kullanimlari degerlendiriimemigtir. Metabolik olgumler,
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flasklardaki mediumlara disaridan eklenen isaretli glukoz veya palmitik asit
kullanimi Uzerinden gergeklestiriimig, ancak hucrede depo halde bulunan

(glikojen veya triacilgliserol) kaynaklarin katkisi degerlendiriimemigtir.

Deneylerin bir kismi, kalp yetmezligi tablosunda gérilen asiri sempatik
sistem aktivasyonu nedeniyle ¢cok miktarda katekolamin varhigi taklit edilerek
gerceklestirildi. Kalp fonksiyonunu stimule etmesi nedeniyle, adrenalinin ayni
zamanda substrat kullanimini da artirmasi beklenmekteydi ve glukoz
kullanimini artirdi. Ancak, tek baslarina glukoz kullanimini artiran karvedilol
ve prazosin, adrenalin varliginda bu orani daha fazla artirmadilar. Adrenalin
ile inklbasyon palmitik asit oksidasyonu hizini ise degigtirmedi. Buna karsilik,
adrenalin varliginda karvedilol ve prazosin ile gergeklestirilen deneylerde ise

yag asidi oksidasyonu hizinin azaldigi sonucuna ulasildi.

Adrenalin hem a-, hem de [-adrenerjik reseptorleri aktivasyonu
uzerinden kalp fonksiyonunu stimule etmektedir. Bu aktivasyonun, kalbe
gereksinim duydugu enerjiyi 6ncelikle glukoz kullanimindan sagladigini ve B-
blokerler araciligiyla bu reseptorlerin bloke edilmesinin hucreye glukoz girisini
engelleyerek insulin rezistansi gelismesine neden oldugunu; karvedilolin
olumlu etkilerinin ise a-adrenerjik reseptor aracil etkilerinden kaynaklandigini

disunmekteyiz.
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5. SONUG VE ONERILER

Karvedilol, hicre kultirinde yapilan dlgimlerde palmitik asit kullanimini
azalttig oranda, glukoz kullanimini artirmistir. Kalp yetmezIigi tablosunda
goérulen asiri sempatik sinir sistemi aktivasyonunun taklit edildigi kosullar
altinda da palmitik asit kullanimini azaltirken, glukoz kullanimini artirmistir.
Diger a- ve B-blokerler ile karsilastirildiginda, propranolol ve bisoprololin
bdyle bir etkisi bulunmamisken; a-bloker prazosin, karvediol ile benzer

sonuglar ortaya ¢ikarmaktadir.

Karvedilol olumlu etkilerini, as-adrenerjik reseptor blokaji araciligiyla
metabolizmmayl daha etkin enerji eldesi i¢in glukoz kullanimini artirmak

yonunde degistirerek gostermektedir.
Metabolik olgumler, kalp fonksiyonlarinin ve hucrelerdeki endojen

kaynaklarin enerji eldesindeki paylarinin da degerlendirilebilmesi adina izole

kalp preparatlarinda tekrar edilmelidir.
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OZET

Bu calismada, karvedilol baska B-bloker (propranolol ve bisoprolol) ve a-bloker
(prazosin) ilaglar ile kargilastirilarak, miyosit hicre kultirinde metabolik yolaklarda
kullanilan substratlar incelenmis; ayrica ¢alismalar adrenalin varliginda tekrar edilip,
kalp yetmezligi tablosundaki g6zlemlenen asiri sempatik sinir sistemi aktivasyonu

taklit edilerek sonuclar tekrar degerlendirilmistir.

Hucrelerin saglikl gogalmasi, miyotlp formuna donusimlerinin saglanmasi ve
dinlenme halindeki hicrelerde validasyon deneylerinin tamamlanmasinin ardindan

metabolik dl¢cimlere gegilmistir.

Karvedilol (B1-2 ve ay bloker) igin glikoliz hizi élcimiinde; 10°M, 10°M ve 10™*M
konsantrasyonlarda c¢alisiimis ve karvedilol, doza bagli olarak glikoliz hizini

artirmistir.

100uM konsantrasyonda karvedilol, glikoliz hizini anlamli sekilde yaklasik
%50 oraninda artmigtir. 100uM konsantrasyonda prazosin (a4 bloker) ve 1uM
konsantrasyonda adrenalin de benzer sekilde glikoliz hizini %50 oraninda artmistir.

Adrenalin ile birlikte prazosin ya da karvedilol glikoliz hizini daha fazla artirmamistir.

100uM konsantrasyonda karvedilol eklenen flasklar, kontrol grubu ile

karsilastirildiginda, glukoz oksidasyonu hizi %100’den fazla artmigtir.

Yag asidi oksidasyonu hizini artirdigi kesin olarak bilinen AICAR 1mM

konsantrasyonda beklendigi gibi palmitik asit oksidasyonu hizini artirmistir.

Propranolol (1 bloker), bisoprolol (81 bloker) ve karvedilol (.. ve ay bloker)
100uM konsantrasyonda karsilastiriimig; bisoprolol ve propranolol ile kontrol
gruplarina kiyasla, karvedilol grubu palmitik asit oksidasyonu hizini %50 oraninda

azaltmistir.

100uM konsantrasyonda prazosin ve 100uM konsantrasyonda karvedilol

birbirine benzer sekilde palmitik asit oksidasyonunu %50 kadar azaltmigtir. 1uM
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konsantrasyonda adrenalin, kontrol grubu ile karsilastirildiinda palmitik asit
oksidasyonu hizini anlamli sekilde artirmamistir. Ancak; adrenalin ile birlikte
karvedilol ve prazosin eklenen hicrelerde ise palmitik asit oksidasyonu hizi yine

anlamli olarak azalmistir.
Karvediloliin diger B-blokerlerden farkli sekilde ve a; bloker prazosine benzer
sekilde glukoz kullanimini artirip, yag asidi kullanimini azaltmasi bu etkilerin a4-

adrenerjik reseptor blokaji Gzerinden gerceklestigini gdstermektedir.

Anahtar sozciikler: karvedilol, miyokard substrat metabolizmasi, metabolik

terapi, kalp yetmezligi
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SUMMARY

The effects of B-blockers on substrate metabolism of heart in myocyte

cell culture

In this study, direct metabolic effects of carvedilol, propranolol and bisoprolol
were investigated. Similar to hyperactivity of the sympathetic nervous system and
high cathecolamine concentrations in failing heart, experiments are repeated with

adrenaline and results reassessed.

Metabolic measurements are performed after achieving healthy proliferation of

myocytes, differantiation to myotubes and completion of the validation studies.

Addition of carvedilol to flasks at 10°M, 10°M and 10*M concentrations,

resulted in dose-dependent increase of glycolysis.

At 100uM concentration carvedilol increased the glycolysis by 50%,
significantly. Similar to carvedilol, at 100uM concentration prazosine (a, blocker) and
at 1uM concentration adrenalin increased the glycolysis by 50%. Prazosine and

carvedilol did not increase glycolytic rate any further in the presence of adrenalin.

Carvedilol stimulated glucose oxidation more than 100%, at 100uM

concentration.

AICAR, a known activator of fatty acid oxidation, increased palmitic acid

oxidation.
The effects of propranolol, bisoprolol and carvedilol on palmitate oxidation
were compared. Carvedilol decreased palmitic acid oxidation by 50%, however

neither propranolol nor bisoprolol had an effect on palmitate oxidation.

Carvedilol and prazosine, at 100uM concentrations, significantly decreased

the rate of palmitic acid oxidation by 50%. At 1uM concentration adrenalin did not
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alter palmitate oxidation. However in the presence of adrenalin, carvedilol and

prazosine significantly decreased palmitic acid oxidation.
The effects of carvedilol on substrate metabolism, which are similar to the
effects of a blocker prazosine, seem to be related to the blockade of a4 adrenergic

receptors.

Key words: carvedilol, myocard substrate metabolism, metabolic therapy,
heart failure
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