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SIMGELER ve KISALTMALAR

Aksiyon potansiyeli

AP repolarizasyon fazinin % 25'ine inmesi i¢in gecen siire
AP repolarizasyon fazinin % 50'sine inmesi i¢in gegen siire
AP repolarizasyon fazinin % 75'ine inmesi i¢in gecen siire
AP repolarizasyon fazinin % 90'ina inmesi icin gecen siire
B-Adrenerjik Reseptor Kinaz

Hiicre i¢i serbest Ca** konsantrasyonu

Siklik Adenozin Mono Fosfat (Bir hiicre i¢i ikincil mesajci)
Ca”* Induced Ca®* Release (Ca** Uyarimli Ca®* Salinimi)
Fosfolamban

Yar gevseme siiresi

Isoproterenol (B-adrenerjik reseptor agonisti)

tic aylik disi sican grubu

sekiz aylik disi sican grubu

timolol verilmis 8 aylik disi si¢can grubu

propranolol verilmis 8 aylik disi sican grubu

Mesajc1 RNA

Na*/Ca®* Exchanger (Na*/Ca®* Degistokuscusu)

Protein Kinaz A

Riyanodin Reseptorii

Sarco/Endoplazmik Retikulum Calcium Pump ATPase (SR Ca**
Pompast)

Sarcoplazmik Retikulum

Sol Ventrikiil I¢i Basing Degisimi Genligi

Kasilma siiresi
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Sekil 1.1. Ventrikiil hiicresi aksiyon potansiyelinin evreleri ve bu evrelerde rol
alan akimlar. (Mukherjee ve Spinale, 1999).

Sekil 1.2. Kardiyomiyositlerde hiicre ici Ca** diizenlenim mekanizmasi. Kiiciik
bolmedeki grafik aksiyon potansiyeli, Ca** transienti ve kasilmanin es zamanl
degisimlerini gostermektedir (Bers, 2002).

Sekil 1.3. G protein-kenetli reseptor yapisi (katz,2006).

Sekil 1.4. p-adrenerjik sinyal iletim sisteminin sematik gosterimi. 3-AR, beta-
adrenerjik reseptorler; Gs uyarici (stimulatory) G protein; AC, adenilil siklaz; PDE
IV, fosfodiesteraz IV; Tn-1, troponin-I; PLB, fosfolamban; RYN, riyanodin
reseptorii; CS, kalsekestrin; L-SR, boyuna sarkoplazmik retikulum; SR-Cis,
sarkoplazmik retikulum sisterna; P, fosforilasyon; SL, sarkolema

Sekil 1.5. p-adrenerjik agonistin miyokard kasilmasina etkisi

Sekil 2.1. Sol ventrikiil papiller kasindan kaydedilen bir aksiyon potansiyeli
egrisi iizerinde olciilen parametreler. Kalin ¢izginin egriyi kestigi nokta tepe
degeri ve E,, dinlenim potansiyeli olmak {izere, ¢izgiden saga dogru repolarizasyon
evresinin maksimum degerinin %25, 50, 75 ve 90’1na diismesi icin gecen siireler
gosterilmektedir (Ozdemir, 2005).

Sekil 3.1. Deney gruplarinda bulunan hayvanlara ait orijinal datalardan elde
edilen aksiyon potansiyeli kayitlari. 3 aylik grup (K3), 8 aylik grup (K8), timolol
verilmis grubu (K8+TIM), propranolol verilmis grubu (K8+PROP) olarak
gosterilmistir.

Sekil 3.2. Aksiyon potansiyeli parametrelerinin gruplardaki olciilen ortalama
degerleri. 3 aylik sican grubu (K3), 8 aylik sican grubu (K8), 7 ay boyunca timolol
ile beslenmis sigan grubu (K8+TIM), 7 ay propranolol ile beslenmis sican grubu
(K8+PROP) ortalama degerleri i¢in cizdirilmis grafik. Degerler ortalamatSEM
olarak verilmistir. *p<0,05 K8 vs K3 grubu *p<0,05 vs K8 grubu

Sekil 3.3. L-tipi Ca™ kanal akimlar1. K3, K3, K8+TIM ve K8+PROP gruplarina ait
ornek Icar kayitlari. Ornek kayitlar depolarizasyon 0 mV’dan (maksimum akim)
alinmastir.

Sekil 3.4. L-tipi kalsiyum kanal akim yogunluklari. K3, K8, K8+TIM ve
K8+PROP gruplarina ait 0 mV’da 6l¢iilen akim yogunluklari ortalamasindan elde
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edilen degerleri gosteren grafik. Degerler ortalama + standart hata ile temsil
edilmistir.

Sekil 3.5. L-tipi Ca’* kanallarimn akim-voltaj karakteristikleri. Yukarida K3,
K8, K8+TIM VE K8+PROP gruplarina ait dlgiilen akim yogunluklarinin
ortalamasindan elde edilen degerlerin degisimini gosteren grafik ve akimin kayit
protokolii goriilmektedir. Degerler ortalama £ SEM ile temsil edilmistir.

Sekil 3.6. Gruplarm hiicre ici serbest bazal Ca®* seviyeleri. Dinlenim
durumundaki 3 Aylik(K3), 8 Aylik(K8), 7 ay boyunca Timolol verilen (K8+TIM) ve
7 ay boyunca Propranolol verilen (K8+Prop) kardiyomiyositlerinden kaydedilen ~20
s’lik sinyallerin ortalama degerleri ve standart hatalar (ortalamatSEM). *p<0,05 K8
vs K3 grubu. *p<0,05 vs K8 grubu.

Sekil 3.7. Hiicre ici Ca’* transientleri. Belirli bir siire boyunca bir kontrol
kardiyomiyositinden kaydedilen hiicre i¢i C:.a.ZJr transientleri ve hiicre uyaranm olarak
elektriksel alan uyarisinin uygulama bicimi (Ozdemir, 2005).

Sekil 3.8. Gruplara ait érnek Ca®* transientleri ve iizerlerine uydurulmus
fonksiyon (gama dagilim fonksiyonu) egrisi (kesikli cizgi). Transientler 10 ms
stireli, 20-30 V’luk pulslarin 0.2 Hz frekansinda uygulanmasiyla elde edilmistir.

Sekil 3.9. Alan uyaris1 ile kaydedilmis Ca® transientleri. Transientlerden
hesaplanan maksimum genliklerin ve kinetik parametrelerin ortalama degerleri
(ortalamatSEM). A; maksimum genlik (AFs40350), B; tepeye cikis siiresi (TP), C;
maksimum degerin %50’sine inis siiresi (DTsp). *p<0,05 K8 vs K3 grubu. #p<0,05 VS
K8 grubu.
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1. GIRIS

1.1. Kalbin Genel Ozellikleri

Memelilerde tiim doku ve organlara kan pompalamakla gorevli olan kalp, 6zel bir
kas yapisina sahip olup dis yiizii fibroz bir kilif olan perikardiyum ile sarmalanmustir.
Kalp duvarlar1 temel olarak miyokardiyum denilen kalp kasi hiicrelerinden
(kardiyomiyosit) olusur. Kardiyomiyositler biribirine sikica baglanmis tabakalar
halinde bulunur ve kalp odaciklart adi verilen kalbin temel olarak 4 adet olan
odaciklarini biitiiniiyle sarar. Odaciklardan birinin duvarlart kasildigi zaman sikilmig
bir yumruk gibi bir araya gelir ve c¢evreledikleri kana basing uygularlar.
Kardiyomiyositler mikrometre boyutunda olup biribirlerine interkale diskler denen
yapilar araciligr ile baghdirlar. Bunlarin icinde hiicreleri bir arada tutan ve

miyofibrillerin de baglandig1 desmozomlar vardir (Vander ve ark., 1994).

interkale diskler aslinda, kalp kasi hiicrelerini birbirinden ayiran hiicre zarlaridir.
Kalp kas1 lifleri, birbirine seri baglanmis ¢ok sayida ayri hiicreden meydana gelir.
Ancak interkale disklerin elektriksel direnci kalp kasi lifinin dis zarimin direncinin
yalmizca 1/400’tudiir. Ciinkii hiicre zarlarinin kaynasarak olusturdugu, “gedik
kavsaklar (gap junction)” gecirgendir, iyonlarin difiizyonuna izin verirler.
Dolayisiyla, islevsel acidan, iyonlarin kalp kasi liflerinin uzun ekseni boyunca
kolaylikla hareket etmeleri saglanir. BoOylece aksiyon potansiyelleri kolaylikla
interkale diskleri gecer ve bir kalp kasi hiicresinden digerine iletilirler. ( GUYTON,
1996 )

1.2. Kardiyomiyositlerde Uyarilma Kasilma Ciftlenimi

Kardiyomiyositleri saran hiicre zarinin (sarkolemma) depolarizasyonuyla baglayan ve
kalbin kasilmasina kadar siiren olaylar zincirine uyarilma-kasilma c¢iftlenimi

(excitation-contraction coupling) adi verilir. Kalp kasinin kasilmasi kasi olusturan



hiicrelerin zarlarinin depolarizasyonu ile baglar. Hiicrelerin birbiriyle baglantili
olmalarindan dolay1 olusan aksiyon potansiyeli (AP) bir hiicreden digerine gecer.
Boylece, baslangicta bir hiicrenin uyarilmasi diger biitiin hiicrelerin uyarilmasiyla

sonuglanir (Wahler, 1997).

Kalp kast AP altinda yatan iyonik mekanizmalar Sekil 1.1°’de 0zetlenmigtir.
Dinlenim durumunda hiicre zar1 potasyum iyonlarina (K*) daha gecirgen oldugu icin
dinlenim zar potansiyeli K denge potansiyeline (Nerst potansiyeli) yakin bir

degerdedir (Wahler, 1997).

iceri dogru yavas Ca** akimi lca
a

Iy
Digan dogru Cl- akimi I
0

T rYrxrnur

Disarn dodgru K* akimian
(lros lkurs ke lkss lka)
| | | | | | |
ﬂA v vVvVvSvVvVvVYVVYyYYVY
iceri dogru hizli
Na* akimi ( Iy,)

Sekil 1.1. Ventrikiil hiicresi aksiyon potansiyelinin evreleri ve bu evrelerde rol alan
akimlar. (Mukherjee ve Spinale, 1999).

Sekill.1’deki AP’de 0 zarin depolarizasyon evresini, 1 erken repolarizasyon evresini,
2 plato evresini, 3 repolarizasyon evresini ve 4 ise zarin dinlenim potansiyel evresini

isaret etmektedir.



Depolarizasyon evresi, voltaj-bagimli Na* kanallarinin aktivasyonu ile hiicre igine
biiyiik miktarlarda ve hizli bir sekilde Na* girmesiyle gergeklesir ve zar potansiyeli
Na® nun denge potansiyeline dogru hizla degisir. Boylece Na® akimlar1 zarin
depolarizasyon evresinin temel elemanidir. Erken repolarizasyon evresinde aksiyon
potansiyelinin depolarizasyon evresini takip eden kisa siireli ve hizli bir
repolarizasyon evresidir. Depolarizasyon siirecinde, disar1 dogru gecici akim tasiyan
K* kanallarinin (transient outward K* current; I,,) aktive olmasi bu evrede 6nemli rol
oynar. AP siiresinde digerlerine gore en uzun olan plato evresi voltaj bagimli Ca**
kanallarinin (Ic,) aktivasyonuna dayalidir. Buna karsilik plato fazimn sonunda K*
kanal akimlar1 (Ix) maksimum degerine ulasir ve bdylece AP’nin repolarizasyon fazi
baglamis olur. Daha sonra igeri dogrultucu K* kanal akimin (Ig;) da bu evreye
katkida bulunmasiyla repolarizasyonun hizi artar ve sarkolemma dinlenim zar
potansiyeline hizli bir sekilde geri doner. Dinlenim durumunda membran K"
iyonlarina yiiksek gegirgenlik gosterir ve bu yiizden dinlenim zar potansiyeli K* ‘un
denge potansiyeline yakin degerlerde olur. Kardiyomiyositlerde dinlenim zar
potansiyelinin en 6nemli belirleyicisi K iyonlarinin olusturdugu iceri dogrultucu

akimdir (Ix;) (Mukherjee ve Spinale, 1999).

Ayrica, AP’ye katkida bulunan bir diger elaman Na+/K+ pompasidir. Kiiciik bir
akim olusturmakla birlikte elektrojenik olan Na+/K+ pompasinin asil islevi akim
tiretmekten ¢cok AP’yi olusturacak iyonik gradyentleri korumaktir (Wahler, 1997).
Bir diger pompa Ca®* pompasidir. Diger yandan, hiicre zarinda bulunan ve yine
elektrojenik olarak calisan ve sadece bir cins iyonun gradyentini kullanarak diger
iyonu yokus yukari tasiyan Na*/Ca**-degistokuscusu (NCX) normal modunda disart
attigr her Ca®* icin iceri 3 Na* tasirken, plato evresinin baslangicinda ters yonde
calisarak 6nemli bir Ca” akimi olusturmaktadir. Bu yiizden, NCX’in AP’nin sekline

de etkisi oldugu ileri siiriilmiistiir (Janvier ve Boyett, 1996).



1.3. Ca®* Uyarimh Ca** Salim

Genellikle, sarkoplazmik retikulumdan (SR) Ca”** saliminin temel mekanizmasi
olarak kabul edilen bu olaya “Ca**—uyarimli Ca**—salimi” (CICR) denir (Bers, 2002;
Bracken ve ark., 2003). Sarkoplazmik retikulumdan Ca®* salimi kardiyomiyosit
zarlarmim depolarizasyonu sonucu agilan voltaj bagimli L-tipi Ca** kanallari (Ic,r)
araciliiyla hiicre i¢ine Ca** ‘nun girisi ile baslar (Sekil 1.2). Kiiciik miktardaki bu
Ca” ‘nu akisi SR yiizeyindeki ryanodin reseptdrlerinden (RYR2) cok daha biiyiik bir
Ca” salmum baglatir. SR aktivasyonunun ve Ca’* salimmin ardindan,
depolarizasyondan sonraki 20-40 ms’lik siirecte hiicre icinde serbest Ca®*
konsantrasyonunda ([Ca®*]}) 100 nM olan diastolik seviyeden, 1 pM’hik sistolik
seviyeye ani bir artis gerceklesir (Bracken ve ark., 2003).

AMa 2K
Sarkolemma @ ;E%
Ca AMa

Miyofilamentler

ca [cal,
AP
3Na | (g

T-tihil

200 ms

Sekil 1.2. Kardiyomiyositlerde hiicre ici Ca®™ diizenlenim mekanizmasi. Kiiciik
bolmedeki grafik aksiyon potansiyeli, Ca®** transienti ve kasilmammn es zamanh

degisimlerini gostermektedir (Bers, 2002).



Kasilma fonksiyonu, hiicre icinde artan Ca®*

un troponin C miyofilamentine
(Ca®*’una affinitesi yiiksek) baglanip kontraktil makine adi verilen aktin-miyozin-
tropomiyozin kompleksini harekete gecirmesiyle baslar. Kisaca, troponin C-Ca®*
kompleksi tropomiyozin ile etkileserek aktin ve miyozin miyofilamentleri arasindaki
aktif bolgelerin agiga ¢ikmasini ve capraz kopriilerin olusmasini saglar. Boylece,

sarkomer boyu kisalir ve kasilma gerceklesir (Bers, 2002; Bracken ve ark., 2003).

Ca*’un SR Ca®* —pompast (SERCA) ile SR icine geri alinmasi, Ca®* pompasi ve
NCX ile hiicre digina atilmasiyla hiicrede [Ca®*]; dinlenim seviyesine degisir
(Wahler, 1997; Bers, 2002; Bracken ve ark., 2003). Bu sirada Ca’t troponin C’den
ayrilir (kasin gevseme siireci) ve kas baslangigtaki dinlenim durumuna geri doner

(Bers, 2002; Bracken ve ark., 2003).

1.4. G protein-kenetli Reseptorler

G protein-kenetli reseptorlerin aktivite olabilmesi i¢in, fosforilasyona ugramasi
sonucu GTP (guanozin trifosfat) olusturan GDP (guanozin difosfat)’in ortamda
bulunmasi gerektiginden, bu reseptorlere “G protein-kenetli reseptorler” adi
verilmektedir. G protein-kenetli reseptorler, polipeptid yapisindadirlar ve mesaj
molekiil ile “baglanma alani” bulunduran bir ekstraseliiler bolge, 7 helezonlu
transmembran bdolge ve reseptOriin mesaj molekiilden aldigi sinyalin iletimini
(transduction) ve amplifikasyonunu saglayan G proteinler ile temas eden intraseliiler

bolge olmak iizere 3 kismi vardir (Sekil 1.3.) (Siizer, 2005).
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Sekil 1.3. G protein-kenetli reseptor yapisi (Katz, 2006).

Her bir G proteini a, B ve y olmak iizere ii¢ farkli alt {initeden olusan heterotrimetrik
bir yapiya sahiptir. a alt {inite aktif olmadiginda, bir guanozin difosfat (a-GDP)
icerir ve B ve vy iinitelere baglh inaktif sekilde bulunur (Sekil 1.4). Reseptoriin aktive
olmasiyla a-GDP fosforilasyona ugrayarak B ve y alt iinitelerden ayrilir ve a-GTP
olusur. a-GTP alt iinitesi baz1 enzimlerin aktivitesini modiile eder ve biyolojik
etkilerinin ortaya c¢ikmasimi saglar. GTP-az enzimi o-GTP’nin alt {initesinin
defosforilasyonuna neden olur ve onu tekrar a-GDP’ye doniistiirerek B ve vy alt
initelerine baglanip inaktif duruma gecmesine yol acar. Elde edilen etki, G proteinin
o alt iinitesinin yapisiyla baglantihdir. Degisik a alt iinite tipleri vardir. Ozellikle o
ve o; tipleri hiicrelerin pek ¢cogunda bulunmaktadir. G proteinlerin a alt iinitesi G,
Gi, G; ve G, baslica tipleri olarak simgelenebilir.(s: uyarici, i: inhibitor, t: transdusin,
o: diger anlamindadir). Gs proteinler adenilat siklaz aktivasyonu sonucu cAMP
sentezinde bir artisa neden olur. Gi proteinler adenilat siklazi inhibe ederek cAMP

sentezini azaltir (D6kmeci, 2000).
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Sekil 1.4. B-adrenerjik sinyal iletim sisteminin sematik gosterimi. B-AR, beta-adrenerjik
reseptorler; Gs uyarici (stimulatory) G protein; AC, adenilil siklaz; PDE IV, fosfodiesteraz

IV; Tn-1, troponin-I; PLB, fosfolamban; RYN, riyanodin reseptorii; CS, kalsekestrin; L-SR,
boyuna sarkoplazmik retikulum; SR-Cis, sarkoplazmik retikulum sisterna; P, fosforilasyon;

SL, sarkolema

Sitozoldeki konsantrasyonu artan cAMP, protein kinaz A’y1 (PKA, cAMP bagimli
protein kinaz) aktive eder. Aktive olan PKA ise, secilmis olan hedef proteinlerin
fosforilasyonunu katalizler (Sekil 1.4). Fosforilasyon bu proteinlerin aktivitelerinin
diizenlenmesinde etkili bir faktordiir. Hiicre fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde

rol alan 6nemli proteinlerin fosforilasyonu, hiicrenin faaliyetlerinin diizenlenmesini

saglamaktadir (Sekil 1.5) (Alberts ve ark., 1994).
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Sekil 1.5. B-adrenerjik agonistin miyokard kasilmasina etkisi. Adrenerjik reseptorlere ek
olarak muskarinik reseptorler, purinerjik reseptorler ve anjiyotensin reseptorleri de G
protein-kenetli reseptor ailesinde yer alan bazi dnemli reseptorlerdir (Katz, 2006).

1.4.1. Adrenerjik Reseptorler

Aderenerjik reseptorlerin iki alt grubu bulunmaktadir. Bunlar o ve [ adrenerjik

reseptorlerdir.



1.4.1.1. a-Adrenerjik Reseptorler

Iki farkli oy ve a, olmak iizere o-adrenerjik reseptor alt tipleri tanimlanmustir. o
adrenerjik reseptorleri postsinaptiktir ve etkileri G protein aracili inositoltrifosfat,
sonra da fosfolipaz C nin aktif hale gelmesi ile olusur. a, reseptorleri ise
presinaptiktir ve ayrica pankreasin 3 hiicrelerinde bulunur. Hiicreigi etkileri inhibitor
tirdendir ve G protein aracili adenilat siklazin inhibe edilmesine baghdir (Siizer,

2005).

1.4.1.2. p-Adrenerjik Reseptorler

Dort farkli B-adrenerjik reseptor tipi tanimlanmistir ve bunlar B, B2, B3, P4 olarak
adlandirilir. Tiim B-reseptorlerin etkileri G protein aracili adenilat siklaz/cAMP
sisteminin  uyarilmasina  baghdir  (siizer, 2005). Memeli  ventrikiil
kardiyomiyositlerinde (kalp kast hiicresi) en etkin olanlart ise [3;-adrenerjik

reseptorlerdir (Steinberg, 1999).

Bi-reseptorler tasikardi, miyokard kontraktilitesi ve renin salinmasinda artigtan
sorumludur. [,-reseptorler vazodilatasyon, bronkodilatasyon, kas ve karaciger
glikojenolizinde artis, insiilin salgilanmasinda artis ve wuterus diiz kasinda
gevsemeden soruludurlar. Bs-reseptorler lipolizden sorumludurlar. Hipotiroidi gibi
kalp yetmezligi tablosu olusturan bazi durumlarda kalpte eksprese olur. Pg4-
reseptorler yeni tanimlanmislardir. Sinoatrial nod, atrium ve vetrikiildeki
miyokardiyumda bulunur. Fizyolojik 6nemi heniiz tam bilinmese de uyarilmas: ile

pozitif inotropik ve pozitif kronotropik etkiler olusur (siizer, 2005).

1.4.1.3. p-Adrenerjik Reseptor Blokerleri

Beta blokorler, pozitif inotropik ve kronotropik etkiyi bloke ederek miyokardial
fonksiyonlart bastirirlar. Boylece adrenerjik sinyal yolagini diizenlenmesine yardim
ederek daha etkili ¢calismasimi saglar. Aynm1 zamanda klinik arastirmalarda  blokor
uygulamasinin kalp rahatsizliklarina bagh olarak oliimleri %65 oraninda azalttigi

tespit edilmigstir (Shiyam S. ve ark, 2004).
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Timolol ve propranolol non-selektif B-blokorlerdir (Tablo 1.1). Timolol viicutta iyi
absorblanir ve biiyiik Olciide karacigerde metabolize edilir. Timolol hipertansiyonda
ve enfarktiis sonrasinda kullanilmaktadir. Propranolol ise, kisiler arasinda farklar
olmasmma karsin  viicutta neredeyse tamamen absorblanir.  Propranolol
hipertansiyonda, enfarktiis sonrasinda, anjinde ve aritmilerde kullanilmaktadir

(Reiter, 2004).

- blokeri Bloke edilen reseptor
Atenolol B,
Asebutolol By
Bisoprolol Bi
Metoprolol Bi
Nadolol B1.B2
Penbutolol Bi, B2
Propranolol B1.B2
Pindolol Bi.B2
Timolol B1. B2
Sotalol B1. B2
Labetaolol Bi, B2, ou
Karvedilol Bi. B2, oy

Tablo 1.1. Bazi p blokerleri ve boke edilen reseptorler.

B selektif olanlar kalp atim giiciinii (dolayisiyla kardiyak outputu) diisiiriirler. En
kisa etkilisi (yarilanma omrii) esmolol (10 dakika) en uzun etkilisi nadololdiir (14-24
saat). Timololiin etki siiresi 4-5 saat, propranololiin etki siiresi ise 3,5-6 saattir.
Sotalol beta bloker etkisinin yani sira K* kanal blokerdir. Bazi B blokerlerde
membran stabilizatorii (lokal anestetik benzeri) etkisi vardir. Bu etki propranololde
en giiclidiir asebutolol, labetaolol, metaprolol ve pindololde de mevcuttur. Beta

blokerler periferde T4’iin T3’e dOniisiimiinii inhibe ederler (siizer 2005).
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1.5. Yaslanma ve Kalpte p-Adrenerjik Sinyal iletim Sistemi

Kardiyovaskiiler yaslanmadan B-adrenerjik sinyal iletim sistemi de etkilenmektedir.
Hayvanlardaki yaslanma modelleri {iizerinde yapilan bircok calismada, yasin
artmastyla birlikte B-adrenerjik stimiilasyona karst verilen kardiyak yanitlarin

azaldig goriilmiistiir (Brodde and Michel, 1999).

Kardiyovaskiiler yaslanma ilerleyici ve geri doniisiimsiiz bir siirectir. Yagh insanlar
arasinda kalp hastaliklar1 en sik goriilen 6liim sebepleri arasindadir. (Ribera-Casado,

1999).

Izole sican kardiyomiyositleriyle yapilan calismalarda kasilma kuvvetindeki p-
adrenerjik indiiklemeli artis, yash bireylerde geng¢ bireylere gore daha diistiktiir
(Sakai ve ark., 1992; Lakatta ve ark., 1975). Katekolaminlere kars1 boyle bir deprese
yanit yasgh sican kalplerinde (Jiang ve ark., 1993) ve yasli domuzlardan izole edilen
kardiyomiyositlerde de elde edilmistir (Ferrara ve ark., 1995). Yash sicanlarda, kalp
kasinda B-adrenerjik reseptorlerin agonist baglanmasina karsi affinitesi 3 ile 20 kat

azalmistir (Das ve ark., 1997).

Cesitli arastirmacilar kalpte B-adrenerjik reseptor affinitesi, /B, reseptor orant,
cAMP diizeyleri ve cAMP bagimli protein kinaz aktivitesinde degisiklik olmadigini
rapor etmislerdir (Das ve ark., 1997). Buna ragmen, baska bir caligmada yagsli sican
sol ventrikiiliinde B;-adrenerjik reseptor mRNA’s1, G, protein mRNA’s1 ve total
miyozin agir zincir mRNA’sinda 6nemli ol¢iide daha diisiik degerler bulundugu
rapor edilmistir (Hardoin ve ark., 1993). Farkli yas gruplarindaki insan atriyumu
farkli boliimlerinde reseptor yogunlugu, agonist affinitesi ve /B, reseptor oraninda

herhangi bir farklilik goriilmemistir (Brodde ve ark., 1995).
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1.6. Calismanin amaci

Daha onceki yapilan caligmalarda yaslanmaya bagl olarak kardiak sistemde aksiyon
potansiyelinin siiresinin yash si¢anlarda uzadigr ve Ic,. akimlarinin ise azaldigi
gozlenmistir (Liu ve ark., 2000). Ancak B-adrenerjik reseptor blokorii olan timolol ve
propanololiin etkisi incelenmemistir. Buna karsin daha 6nce bu bdliimde yapilan
calismada secici olmayan iki farkli beta blokoriin (timolol ve propanolol) uzun siireli
kullamimlarinda kisa ve uzun siireli kullanimlarda siireye bagli olarak kendi
agonistine (isoproterenol; ISO) karsi verdikleri yanitlarda farkli tiirden etkilerin
oldugu gozlemlenmistir (Sam, 2006). Bu ¢aligmada her iki B-adrenerjik reseptor
blokoriiniin sol ventrikiil i¢i sistolik basing genligini artirdigl gézlenirken, timolol
uygulamasinin B agoniste karsi verilen ventrikiil i¢i basin¢ degisimi yanitlarinda
pozitif inotropik etkiye neden oldugu, buna karsin propranolol uygulamasinin 3
adrenerjik reseptor yanmitlarinda negatif inotropik bir etkiye neden oldugu

gosterilmistir.

Bu tez calismasinda ilk kez olmak iizere 8 aylik disi si¢anlarda papiller kas1 kasilma
ve aksiyon potansiyellerinin simiiltane olarak incelenmesi ve 3 aylik disi sican
verileri ile karsilastirnlmast yaninda yine aym yastaki (8 aylik) disi sican
kardiyomiyositlerinde hiicre ici serbest kalsiyum derisimi ([Ca®*];) ve L-tipi Ca-kanal
akimlar1 (Ic,r ) simiiltane olarak oSlgiilecektir. Boylece bu calismada, ayni kosullar
altinda yetistirilen yash sicanlarin bulgular1 ile bu gruplara B-adrenerjik reseptor
blokorlerinin olasi farkli etkileri karsilastirilacaktir. Karsilastirmalar ila¢ uygulanan
gruplarla uygulanmayan gruplar arasinda yapilacaktir. Boylece bu tez ¢alismasinda;
yaslanmanin kalbin mekanik ve elektriksel aktivitesine etkileri ve etki mekanizmalari

ve [B-adrenerjik reseptor sisteminin bu fonksiyonlardaki olasi rolleri arastirilacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deney Gruplarimin ve Yas Artisi Modelinin Olusturulmasi

Deneylerde Wistar Albino cinsi 200-250 gr agirliginda disi sicanlar kullanilmuastir.
Sicanlar dogumlarindan itibaren kontrollii olarak yetistirilmis, yetistirme sirasinda
sicanlar kafes basina ii¢ hayvandan fazla olmamak kosulu ile barindirilmislar ve

hicbir kisitlama olmaksizin standart sigcan yemi ve su ile beslenmislerdir.

Deney de kullanilacak hayvanlar 4 gruba ayrilmistir. Gruplarindan birincisi; 3 aylik
normal si¢an grubu (K3), ikincisi; 8 aylik normal si¢an grubu (K8), ii¢iinciisii; 7 ay
boyunca timolol (K8+TIM) ve dordiinciisii; 7 ay boyunca propranolol (K8+PROP)
verilmis olan disi sicanlardan olusmustur. ila¢ verilen grupta olan sicanlarda,
dogumdan 1 ay sonra ila¢ uygulamasina baglanmis ve 8 aylik oluncaya kadar ilag
uygulamasina devam edilmistir (7 ay boyunca). Uygulamada kullanilan ilaglardan
biri -Adrenerjik reseptor blokeri olan timolol suda ¢ozerek her giin belirli saatlerde
giinde bir defa, 5 mg/ kg’lik olmak iizere oral yoldan verilmistir. flaclardan digeri
yine [-Adrenerjik reseptor blokeri olan propranolol ise yine aym protokol
kullanilarak, 25 mg/kg/giin seklinde uygulanmistir. Bu ila¢ miktarlar1 literatiir
verilerine gore propranolol ve timolol i¢in orta derecede antihipertansif dozlardir

(Sam, 2006).

Deneyde toplam 48 hayvan kullanilmis, her grup icin toplam 12 hayvan kullanilmig
olup bunlarin 7 tanesi aksiyon potansiyeli Olc¢timleri icin 5 tanesi ise hiicre
izolasyonu (kardiyomiyosit elde etmek i¢in) i¢in kullamilmistir. Kalplerden izole
edilen hiicreler iki kisma ayrilarak bir kism1 L-tipi Ca** akim Ol¢mek icin diger kismi
ise uyari altinda hiicreici serbest Ca** derisimini (bazal Ca®* miktari) ve gecici Ca®*

degisimlerini ([Ca**]; transient) 6l¢mek icin kullanilmustir.
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2.2. Aksiyon Potansiyellerinin ve Kasilma Yamtlarinin Kaydedilmesi

Sicanlar heparinli pentobarbital ile (30 mg/kg) anestezi edildikten sonra kalpler hizli
bir sekilde c¢ikarilarak 6nceden gazlanmis (%95 O, ve % 5 CQO; ile), sogutulmus ve
diisiik Ca®™ iceren (0,5 mM CaCl,) modifiye Krebs-Henseleit ¢ozeltisi (mmol/l: 119
NaCl, 4,8 KCl, 1,8 CaCl,, 1,2 MgSOQy, 1,2 KH,PO,4, 20 NaHCOs3, ve 10 glukoz, pH
7.4) icerisine alinmiglardir. Ayni ¢ozelti igerisinde kalbin sol ventrikiil papiler kasi
herhangi bir zarara ugratilmadan izole edilerek organ banyosu icine yerlestirilmistir.
Papiler kas, siirekli oksijen karisimi (% 95 O, ve % 5 CO») ile gazlanan 1,8 mM
CaCly’liikk Krebs-Henseleit ¢ozeltisi iceren organ banyosu iginde bir ucu uyaran
elektrotuna diger ucu ise ince bir iplikle bir kuvvet transdiiserine baglanarak ¢ok
fazla gerilmeden dinlenmeye (~ 1 saat) birakilmistir ve elektrofizyolojik kayitlara
hazir hale getirilmistir. Tiim deneyler 37 °C’ lik sabit organ banyosu sicakliginda

gerceklestirilmistir.

AP ve kasilma kayitlarinda, 3 M KCI ile doldurulmus ve ol¢iilen direnci 25-30
MQ’luk direnci olan filamanli borosilikat cam elektrodlar (Clark Electromedical
Instruments GCI5S0F-15) kullamilmistir. Elektrodun ¢iktist bir 6n yiikselticiden
gectikten sonra osiloskoba (Gould 20 MHz digital storage typel421) ve drnekleme
hiz1 10 kHz olan bir kart araciligiyla bilgisayara aktarilmistir. Kayitlarin ortalamasi
alinarak AP’nin repolarizasyon fazinin % 25, 50, 75 ve 90’1na inme siireleri (APDys,
APDs5y. APD;s. APDygy) belirlenmistir. Papiler kasindan kaydedilen hiicrei¢ci AP

tizerinden Ol¢iilen parametreler bir AP egrisi iizerinde Sekil 2.1 de gosterilmistir.

Kasilma ve aksiyon potensiyelinin simiiltane olarak kaydedilebilmesi, bir ucu
cevirece bagli olan papiller kas orneklerine hazirlanan mikroelektrotlar ile mikroskop
altinda tek hiicreye girilerek elektriksel uyari ile yapilir. Sistem 2-kanalli bir kayit¢i
sayesinde online olarak kayit yapabilmekte ve sonra bu bilgileri analiz edebilme

olanaklarina sahiptir.
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Elektrodlar hazirlanirken dikkat edilmesi gereken noktalar elektrodlarin direncinin
etkilenmemesi i¢in Ozellikle u¢ kisminin higbir yere temas ettirilmemesi, elektrotun
uc kisminin tamamen 3 M KCl ile dolu vaziyette bulunmasi ve pipetin u¢ direncinin
istenen degerlerde olmasi iyi bir aksiyon potansiyeli kaydedebilmek i¢in mutlaka

gereklidir.

el

Sekil 2.1. Sol ventrikiil papiller kasindan kaydedilen bir aksiyon potansiyeli egrisi
iizerinde oOlciillen parametreler. Kalin ¢izginin egriyi kestigi nokta tepe degeri ve E,
dinlenim potansiyeli olmak {izere, ¢izgiden saga dogru repolarizasyon evresinin maksimum
degerinin %25, 50, 75 ve 90’ma diismesi igin gecen siireler gosterilmektedir (Ozdemir,
2005).

APDys APDs, APDzs APDg Zaman

Elektrodlarin ug¢ direnci yeterli biiyiikliikte ise (>25 MQ) elektorudumuzu kasin en

cok kasilan bolgesine yonlendirilir ve aksiyon potansiyeli kayitlart alimir. Kayitlarda

BIOPAC MP35 cihazi kullanilmustir.

Her deney hayvani icin kasa girilen her noktada en az 10 kayit ve kasin 3 veya 4
farkli bolgesinden girilerek kayit alinir. Boylece her bir kas orneginden kaydedilen
30-40 farkli aksiyon potansiyelinden ortalama bir degere ulasilarak papiller kasin

ortalama aksiyon potansiyeli parametreleri elde edilebilir.
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Bu sonuclar, aksiyon potansiyelinin repolarizasyon siireleri ve dinlenim membran

potansiyeli hakkinda bilgi verecektir.

2.3. Kardiyomiyositlerin Izolasyonu

Deney gruplarinda bulunan hayvanlarin hafif anestezi altinda (30 mg/kg sodyum
pentobarbital) kalpleri hizli bir sekilde c¢ikarildiktan sonra Langendorff sistemine
yerlestirilmistir. Daha Once bagka aragtirmacilarin kullandiklart enzimatik yontem takip
edilerek (O. Cazorla, 2003), asilmig olan kalpler 6nce icerigi (mM): 117 NacCl, 5,7 KCl,
4,4 NaHCOs3, 1,5 KH,POy, 1,7 MgCl,, 21 HEPES, 11,7 glukoz, 20 taurine olan ve pH
7,2 dengesinin saglanmasi i¢in % 5 CO; -% 95 O, ile gazlanan, yaklasik 50 ml
hacminde kalsiyumsuz perfiizyon soliisyonu ile yikanmustir. Arkasindan, kalbin
tizerinden 30-35 dakika siiresince aymi soliisyon iginde hazirlanmis kollajenaz
(Worthington, Collagenase typelV) (1-1,3 mg/ml) ile perfiize edildikten sonra , kalp kii¢iik
bir kabin i¢ine almir ve bir makas yardimiyla kiiciik parcalara ayrildiktan sonra, ince bir
filtreden gecirilerek hiicreler bir tiipiin igerisine alimir ve birkac yikama isleminden gecirilir.
Ortamdaki Ca®* asamali olarak arttirildiktan sonra en son asamada hiicreler iki farkli Ol¢tim
icin farkli genis yiizeyli petrilere aktarihr. Hiicrelerin birinci kismi 1 mM Ca®* iceren
soliisyonda hiicrei¢i serbest Ca** derisimi gozlemlemek icin digeri ise yine aym
soliisyona hiicrelerin 6l¢iim sirasinda kabin tabanina yapigmasini onlemek icin % 5
bovine serum albumin (BSA) eklenerek 37 °C'de 1 saat kadar bekletildikten Ca®*

akimlarinin 6lctimler i¢in ayrilmustir.

2.4. L-tipi Ca** Akimlarmm Kaydedilmesi

Calismanin bu boliimiinde L-tipi Ca2+ kanal akimlart (Ic,r) Olciilmiistiir. Bu akimlar tiim
hiicre voltaj kenetleme konfigiirasyonunda ug¢ direnci 1,5-2,0 MQ arasinda degisen
elektrotlar kullanilarak ahnmustir. Olciimler icin kullamlan pipet soliisyonu (mM): 110 Cs-
aspartat, 20 CsCl, 1,0 MgCl,, 5,0 fosfokreatin-Na,, 5 ATP-Na,, 10 EGTA ve 5 HEPES
(pH=7.4). Kayt icin, hiicreler -80 mV diizeyinde kenetlenerek egimli bir voltaj uygulamasi
ile zar potansiyeli 45 mV’a kenetlenmis, bu seviyede bir siire beklenerek sodyum (Na")
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akimlan inaktif hale getirilmistir, hiicrezan elektriksel uyar1 ve basing etkisiyle agildiktan
sonra kapiler borulardan hiicrenin bulundugu ortama akitilan CsCl, ile (K*) akimlar1 bloke
edilmigtir. Sonra =50 mV’tan 10 mV’luk artiglarla +60 mV’a 300 ms’lik depolarize edici
pulslar uygulanarak 12 farkli voltaj seviyesinde kayitlar alinmig ve bilgisayara kaydedilerek
Clampfit 8.0 programu ile analiz edilmislerdir. Tepe degerleri Ol¢iiliip 200 ms’nin sonundaki
kuyruk akimlarindan ¢ikarilmistir. Her potansiyel i¢in elde edilen akim degeri 6l¢tim yapilan
hiicrenin Olgiilen kapasitansina boliinerek degerlendirilmis ve tiim akim degerleri akim

yogunlugunun voltaja gore degisimi olarak verilmistir.

2.5. Hiicre ici Serbest Ca** Derisimi ([Ca®*];) Ol¢iimii

izole edilen kardiyomiyositler fura-2 AM (4 uM) ile oda sicakhiginda 45-50 dakika
inkiibe edildikten sonra, 340 ve 380 nm’de eksite edilerek 510 nm’ ye merkezlenmis
floresan oranlarin Slgiilmesi ile [Ca®*]; hesaplanmistir (Grynkiewicz ve ark., 1985).
Hiicre i¢i serbest Ca® Olciim deneylerinde kullanilan banyo cozeltisinin icerigi su
sekildedir (mM): 117 NaCl, 5,4 KCl, 1,7 MgCl,, 1,8 CaCl,, 10 HEPES ve 10 glukoz
(pH= 7,4). 1ki ucuna elektrot yerlestirilmis kiivet icine alinan hiicrelerden uyarilabilir
olam secilerek bir pencere icine almmistir. Once 20 s’lik bazal Ca** sinyali
kaydedilmis, sonra hiicreler 25-30 V’luk pulslar ile 0,2 Hz frekansinda uyarilarak
200 s siireyle gecici Ca®* degisimleri (Ca”* transient) kaydedilmistir. Arkasindan ayni
pencere banyonun hiicre bulunmayan bir bolgesine odaklanarak belli bir siire kayit
alinip hiicre i¢i sinyalden c¢ikarilmistir. Boylece, banyo ortaminin floresansindan
kaynaklanabilecek giiriiltiiniin ortadan kaldirilmasi hedeflenmistir. Gozlenen Ca**
degisimine ait sinyallerin Ol¢iimii PTI (Photon Technology Internetional)
RatioMaster marka mikrospektroflorimetre ile yapilarak Felix (PTI) programi ile
bilgisayara kaydedilip degerlendirilmistir. Transientlerin kinetik analizi Micosoft
Excell programi ile hazirlanan bir analiz algoritmasi ile gama dagilim fonksiyonuna
uydurularak gerceklestirilmistir. Her hiicre 200 s siiresince kaydedilen transientlerin
parametrelerinin ortalamasindan elde edilen deger ile temsil edilmistir. [Ca®*];
sinyallerinin bazal degerden cikarilarak ol¢iilen maksimum degeri (AFs40/380), tepeye
cikis sitiresi (TP) ve maksimum degerin % 50’sine inis siiresi (DTsp) Olciilerek

karsilastirllmistir.
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2.6. istatistiksel Yontem

Tiim deney sonuglart ortalama + SEM (standart error of mean) olarak verilmistir.
Ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamlilik seviyeleri ise student t-

testi kullanilarak belirlenmistir.

2.7. Kullanmilan Kimyasallar

Timolol maleat Bilim Hag’tan, propranolol Sanofi Synthelabo’dan, KCI, MgSOys,
CaCl,, KH,PO4, HEPES, glucose, Cs-aspartat, CsCl, MgCl1,, fosfokreatin-Na,, ATP-
Nay, EGTA, Na,GTP, NaCl, glucose Sigma (SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH,
Taufkirchen, Germany)’den ve KCI, MgSO4, KH,PO,, NaHCO; ise Merk

(Darmstadt, Germany)’den satin alinmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Hayvanlarin Genel Durumlari

Dogumlarinin sekizinci ay1 doldugunda deneye alinan hayvanlardan viicut agirliklari
birinci aylarim1 doldurduklarinda yaklasik 75 + 5 g (n = 48) civarinda iken, sekizinci
ay sonunda yaklasik 3,1 kat artarak 230,3 = 6 g (n = 12) degerine ulagmustir.
Propranolol verilen hayvanlarin viicut agirliklar1 yaklasik 3,2 kat artarak 237,0 £+ 4 g
(n = 12) ve timolol verilen hayvanlarin viicut agirliklar1 yaklagik 3,3 kat artarak
2445 + 50 g (n = 12) olmustur. Propranolol ve timolol gruplarinin viicut
agirliklarinin ortalamasini, sekiz aylik sicanlardan olusan grubun viicut agirhig ile
karsilastirdigimizda propranolol grubunun viicut agirliklar1 yaklasik % 3 ‘liik bir artis
gosterirken timolol grubunun viicut agirliklart % 6,5 ‘luk bir artis gostermistir.
Gruplarin viicut agirlik kazanimi arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar olmadigi
goriilmiistiir. Kisaca, bu ilaglarin 7-ay boyunca normal sicanlara verilmesi si¢anlarin
viicut agirlik kazanimimi etkilememistir. 3 aylik sicanlardan olusan grubun viicut
agirliklarinin ortalamasi ise 193,3 £ 6,0 g ‘dir (n=12). Bu veriler bize disi si¢anlarin 8
ay icinde yaklasik 40 g viicut agirligr artisina sahip olduklarim1 ve ne propranolol ne
de timolol bu siire ile almalarinin viicut agirligr artisina 6nemli bir etki yapmadigini
gostermistir. Ayrica bu veriler bize disi siganlarin ii¢c aydan sekiz aya kadar gecen
tirede cok onemli degerlerde kilo almadigin1 diger yandan bir aydan ii¢ aya kadar
gecen siirede ise gelisim donemi oldugu icin ortalama olarak 120 g agirlik

kazandiklarini gostermistir (Tablo 3.1).
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Gruplar Viicut Agirhg (g)
K3 (n=12) 193,3+ 6,0

K8 (n=12) 2303+6,0"
K8+TiM (n=12) 2442 +5,0
K8+PROP (n=12) 237,0 4,0

Tablo 3.1. Deney gruplarindaki hayvanlarin viicut agirhklari. Tablo’da kullanilan
kisaltmalar: 3 aylik normal sicanlar (K3), 8 aylik normal sicanlar (K8), timolol verilmis
sicanlar (K8+TIM), propranolol verilmis sicanlar (K8+PROP). Hayvanlarin deneyden hemen
once Olciilmils olan agirliklart g olarak verilmistir. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. n= hayvan sayist; *p<0,05 K8 vs K3 grubu.

3.2. Aksiyon Potansiyeli ile Tlgili Parametreler

Papiler kas iizerinde yapilan Aksiyon Potansiyeli (AP) oOlgiimleri sonucunda;
dinlenim zar potansiyeli (Em), AP tepe degeri (Maks) ve repolarizasyon fazinin %
25, 50, 75 ve 90’ma ulasma siireleri gibi parametleri ol¢iilmiistiir. Repolarizasyon
fazinin %25, 50, 75 ve 90’nina ulasma zamanlart APD;,s, APDsy, APD75 ve APDy
olarak temsil edilmistir. Her bir gruba ait kaydedilmis orijinal 6rnek aksiyon

potansiyelleri Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Deney gruplarinda bulunan hayvanlara ait orijinal datalardan elde edilen
aksiyon potansiyeli kayitlari. 3 aylik grup (K3), 8 aylik grup (K8), timolol verilmis grubu
(K8+TIM), propranolol verilmis grubu (K8+PROP) olarak gosterilmistir.

Aksiyon potansiyeli kayitlarinin analiz edilmesiyle repolarizasyon siireleri sirasiyla
K3 grubunda (7,94 + 1,69 ms; 18,30 = 1,87 ms; 37,50 £ 6,35 ms; 79,71 + 7,93 ms),
K8 grubunda (9,10 + 0,89 ms; 23,98 + 3,42 ms; 69,27 + 4,32 ms; 106,00 £ 3,82 ms),
K8+TIM grubunda (8,470 + 1,20 ms; 22,46 + 3,49 ms; 48,46 + 4,76 ms; 93,01 +
3,27 ms), K8+PROP grubunda ise (11,83 + 1,09 ms; 24,34 + 2,36 ms; 79,46 + 5,72
ms; 114,80 £ 2,53 ms) olarak bulunmustur (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Aksiyon potansiyeli parametrelerinin gruplardaki élciilen ortalama degerleri.
3 aylik sican grubu (K3), 8 aylik sican grubu (K8), 7 ay boyunca timolol ile beslenmis si¢an
grubu (K8+TIM), 7 ay propranolol ile beslenmis sican grubu (K8+PROP) ortalama degerleri
icin ¢izdirilmis grafik. Degerler ortalamatSEM olarak verilmistir. *p<0,05 K8 vs K3 grubu
*p<0,05 vs K8 grubu

Elde edilen sonuclara gore kontrol 3 aylik grupla kontrol 8 aylik grup
karsilastirlldiginda APD,s VE APDs, degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde fark goriilmemistir. Bun karsin APD7s fazinda %85°lik bir uzama, APDyy
fazinda ise %33’lik bir uzama goriilmiistiir. Timolol ve propranolol uygulamasi
yapilan gruplar1 bu ilaglar verilmemis olan 8 aylik grupla karsilastirdigimizda,
timolol APD;s fazinda %30’luk bir kisalmaya, APDy, fazinda ise %12’lik bir
kisalmaya neden olmustur. Sekilden de goriildiigii gibi bu degerler kontrol 3 aylik
grubun degerlerine yakin olup, AP deki gec¢ fazda gozlenen uzamalar1 engelledigi
goriilmektedir. Buna karsin, propranolol uygulamasi 8 aylik grupta gozlenen AP deki

uzamalara 6nemli bir etkiye neden olmadig goriilmiistiir.

Aksiyon potansiyellerinin tepe maksimum degerleri karsilastirildigi zaman gruplar
arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir. Dinlenim zar potansiyellerinde ise kontrol
3 aylik grubun dinlenim zar potansiyeli degerinin 8 aylik, timolol ve propranolol 8
aylik grubun dinlenim zar potansiyeline gore daha depolarize bir degerde oldugu

goriilmistiir.
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Tablo 3.2’ den goriildiigii gibi, dinlenim zar potansiyeli 8 aylik sicanlarda 3
ayliklarla karsilastiginda daha depolarize oldugu ve bu degerin istatistiksel olarak 3
aylik grubunkinden farkli oldugu goriilmektedir. Timolol ve propranolol uygulamasi
8 aylik sicanlardaki bu depolarizayonu engelleyememistir. Diger yandan, 8 aylik
sicanlarin sifir iistii AP genlikleri 3 ayliklardan farkli olmayip her iki ilacin da bu

degere herhangi bir etkisinin olmadig1 gézlenmistir.

3.3. L-tipi Ca** Kanal Akinu Parametleri

3 aylik, 8 aylik ve timolol ve propranolol uygulamast yapilmis 8 aylik sicanlardan
izole edilen kardiomyositlerden voltaj kenetleme teknigi ile L-tipi Ca®* kanal
akimlart (Icy) kayit edilmistir. L-tipi Ca®* kanal akimlarn hiicre ici Ca®
homeostazinda Onemli rol oynamakta olup miktar1 hiicreden hiicreye hiicrenin
biiytikliigline bagli olarak degistiginden ortaya cikabilecek farkliliklar1 ortadan
kaldirmak amaciyla tiim gruplarda ol¢iilen her bir akim degeri hiicre kapasitansina

orani alinarak akim yogunluklari belirlenmistir.

Akim yogunluklari; 3 aylik normal sican grubu i¢in (10.72 + 1.54 pA/pF), 8 aylik
normal sican grubu igin (6,82 * 0,70 pA/pF), K8+TIM grubu (7 ay timolol verilmis
grup) grubu ic¢in (10,47 £ 1,10 pA/pF) ve K8+PROP grubu (7 ay propranolol
verilmis grup) icin (6,08 £ 0,31 pA/pF) olciilmiistiir (Tablo 3.3., Seki 13.3. ve Sekil
3.4.)
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En(mV) Maksimum
APD25 (ms) APD50 (ms) APD75 (ms) APD90 (ms)
Genlik (mV)
K3 (n=8) 78,79 + 1,58 3,70 + 1,62 7,94 1,69 18,30 +£ 1,87 37,50 £ 6,35 79,71 £7,93
K8 (n=8) 70,05 + 1,02 235+£092  9.10+0,89 23,98 + 3,42 69,27 + 4,32 106,0 + 3,82°
KS8+TiM (n=9) 71,56 + 0,64 2.54 + 0,49 8,47 1,20 22,46 + 3,49 48,46 + 4,76" 93,01 + 3,27
K8+PROP (n=9)  _72.56 + 0,63 3,92 £0.,53 11,83 + 1,09 24,34 +2.36 79,46%5,72 114,80 +2,53

Tablo 3.2. Deney gruplarindaki hayvanlarin aksiyon potansiyeli parametreleri. Gruplara ait kisaltmalar Tablo 3.1°deki gibidir.
Gruplara ait sol ventrikiil papiler kasindan kaydedilen aksiyon potansiyellerinin ortalama dinlenim membran potansiyeli (Ey,), AP nin sifir
potansiyel iizeri degeri (Maksimum Genlik), AP’nin repolarizasyon fazinin % 25, 50, 75, ve 90 degerleri (APD;s, APDsy, APD7s ve APDq)
hesaplanip, ortalama*+SEM olarak verilmislerdir. n= Hayvan sayist; *p<0,05 K8 vs K3 grubu, *p<0,05 vs K8 grubu.
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Hiicre kapasitanslarim karsilastirdigimizda 3 aylik grubunun (147,10 + 2,96 pF) ve 8
aylik grubun (175,30 = 7,02 pF) arasinda anlaml bir fark oldugu goriilmektedir. 8
aylik timolol grubunun (165,12 + 9,03 pF) ve 8 aylik propranolol grubunun (184,41

+ 1524 pF) ise yaslanmayla membran kapasitanslarina etkisi olmadigi

goriilmektedir.

Gruplar Akim yogunlugu (pA/pF) Hiicre kapasitansi (pF)
K3 (n=15) 10,72 £ 1,54 147,10 £2,96

K8 (n=20) 6,82 +0,70* 175,30 £ 7,02°
K8+TIM (n=20) 10,47 + 1,1 165,12 £9,03
K8+PROP (n=20) 6,08 + 0,31 184,41 £ 15,24

Tablo 3.3. Kardiyomiyositlerden kaydedilen Ic,. akim yogunlugu ve hiicrelerin
kapasitanslari. Gruplara ait kisaltmalar Tablo 3.1°deki gibidir. Gruplara ait ventrikiil
hiicrelerinden kaydedilen ortalama akim yogunluklar1 ve hiicre kapasitanslari. Degerler,
ortalamatSEM olarak verilmislerdir. n = hiicre sayis1. *p<0,05 K8 vs K3 grubu, #p<0,05 'S
K8 grubu

Sekil 3.3. L-tipi Ca?* kanal akimlar1. K3, K8, K8+TiM ve K8+PROP gruplarina ait
ornek Ic,r, kayitlari. Kayitlar depolarizasyon 0 mV’dan (maksimum akim) alinmis ve
hiicre kapasitanslarina oranlanarak verilmistir. Bu hiicrelein kapasitanslar1 sirasi ile
146,45 pF (K3) , 176,88 pF (K8), 162,61 pF (K8+TIM), 188,10 pF (K8+PROP).
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K3 K8 K8+TiM K8+PROP

Sekil 3.4. L-tipi kalsiyum kanal akim yogunluklari. K3, K8, K8+TiM ve K8+PROP
gruplarina ait 0 mV’da ol¢iilen akim yogunluklar1 ortalamasindan elde edilen degerleri

gosteren grafik. Degerler ortalama * standart hata ile temsil edilmistir. *p<0,05 K8 v.s K3
grubu ve #p<0,05 v.s K8 grubu.

3 aylik sican grubu ile 8 aylik sican grubun maksimum akim yogunlugu degerlerine
baktigimizda yaslanmanin kalpte Ic,; akimlarini 6nemli Olciide azalmasina neden
oldugu goriilmektedir. Propranolol uygulamast azalmis olan maksimum akim
yogunluguna herhangi bir etkiye neden olmazken, timolol uygulamasi 3 aylik normal

sigan grubunun degerlerine yakin degerler almasina neden olmustur (Sekil 3.4.).

Sekil 3.5’de Ic,. ‘rinin akim voltaj karakteristikleri goriilmektedir. Disi si¢anlarin 3
aydan 8 aya yaslanmalan viiciit agirliklarinda 6nemli bir artisa neden olmadan ve
hiicre kapasitanslarini (hiicre biiyiikliigii ile orantlidir) 6nemli derecede etkilemeden
bu akimlarin maksimum degerlerinin yaklasik 40% oraninda azalmasina neden
olmustur. Diger yandan bu kanallarinin ne esik degerleri ve de voltaj duyarliliklar bu
yaslanmadan etkilenmemistir. Sekilden acikga goriildiigii gibi 7 ay siire ile timolol
uygulamasi bu deprese olan akimlarin 3 aylik sican akimlarina degistirirken ayni siire
propranolol uygulamasinin 6nemli bir etkisi olmadigi goriilmektedir. Ayni1 sinif

oldugu bilinen bu iki P-adrenerjik reseptor blokerlerinin I¢, ‘lart iizerindeki
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etkilerinin farkli olmas: bu blokerlerin farkli yolaklar iizerinden veya farkli etki

mekanizmalara sahip olmasindan kaynaklanabilecegini isaret etmektedir.

+60 mV

-80 mV f |

127 pApF

Sekil 3.5. L-tipi Ca’* kanallarinn akim-voltaj karakteristikleri. Yukarida K3, K8,
K8+TIM VE K8+PROP gruplarina ait olgiilen akim yogunluklarinin ortalamasindan elde
edilen degerlerin degisimini gosteren grafik ve akimin kayit protokolii goriilmektedir.
Degerler ortalama + SEM ile temsil edilmistir.

3.4. Hiicre ici Serbest Ca** Derisimleri

Hiicreici serbest Ca” derisimi ([Ca2+]i) ve derisimdeki degisimler kalbin mekanik
aktivitesininde ¢ok o©nemli rol oynamaktadir. Bu yiizden, yaslanmanin
kardiyomiyositlerde [Ca®*]; homeostazini degistirmis olabilecegi ve kalpte kasilma
parametrelerini degistirebilecegi diisiiniilerek [Ca™); degisimi Ol¢iilmiistiir. Bu
derisimdeki degisimlerin incelenmesi, kasilma ve hiicre i¢i sinyal iletimi ile ilgili
problemlerin ¢oziimiiniinde ve gruplara uyguladigimiz [-adrenerjik reseptor
blokorlerinin yaslanma ile bozulmus olan elektriksel aktivitedeki pozitif/negatif

etkileri altinda yatan mekanizmalar1 incelemekte 6nemli role sahiptir.
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3.4.1. Hiicre ici Serbest Bazal Ca** Seviyeleri

Izole edilmis kardiyomiyositler Ca®*

a spesifik bir boya olan Fura 2-AM ile
yiiklendikten sonra iki ucuna elektrot yerlestirilmis kiivete az sayida hiicre alinarak
kare-bi¢imli elektriksel uyar1 ile (elektrik alan iginde) (elektriksel uyariya cevap
verebilenler secilmistir) Ca®* ’transientleri olciilmiistir. Dinlenim durumundaki
hiicreden alinan baglangictaki ~20 s’lik sinyallerin ortalamasi alinarak iki dalga
boyunun floresan siddetlerinin orani tiiriinden ifade edilmistir (AFz40330). Bu
olciimlerin sonucunda, 8 aylik sican grubunun hiicre ici bazal Ca®* seviyesinin 3
aylik sican grubuna gore anlamli derecede arttifi gézlenmistir. Timolol uygulamasi
yapilmis grubun kardiyomiyositlerinde hiicre i¢i serbest bazal Ca®™ seviyesinin 8
aylik kontrol gruba gore azaldig1 ve bu degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmiigtir.  Buna  karsin,  propranolol  uygulamast  yapilan  grubun
kardiyomiyositlerinin hiicrei¢ci bazal Ca®* degerleri, 8 aylik kontrol grubunun
degerlerine gore istatistiksel olarak anlaml bir degisiklige yol agmadigr goriilmiistiir.

(Tablo 3.4 ve Sekil 3.6).

K3 (n=24) K8 (n=30) K8+TiM (n=30) | K8+PROP(n=27)

Bazal Ca™ .
Degerleri | 0.31+0,01 | 0,35+0,02 0,30 +0,01% 0,33 £ 0,01

(AF 340/380)

Tablo 3.4. Kardiyomiyositlerin kaydedilen hiicre ici bazal Ca* degerleri. 3 aylik (K3), 8
aylik (K8), 7 ay boyunca timolol ile beslenmis kontrol grubu (K8+TIM), 7 ay Propranolol ile
beslenmis kontrol grubu (K8+PROP) ortalama degerleri i¢in ¢izdirilmis grafik. Degerler
ortalamatSEM olarak verilmistir. *p<0,05 K8 vs K3 grubu, #p<0,05 vs K8 grubu.
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Sekil 3.6. Gruplarin hiicre ici serbest bazal Ca** seviyeleri. Dinlenim durumundaki 3
Aylik (K3), 8 Aylik (K8), 7 ay boyunca timolol verilen (K8+TiM) ve 7 ay boyunca
propranolol verilen (K8+Prop) kardiyomiyositlerinden kaydedilen ~20 s’lik sinyallerin
ortalama degerleri ve standart hatalar (ortalamaxSEM). *p<0,05 K8 vs K3 grubu. *p<0,05 vs
K8 grubu.

3.4.2. Hiicreici Ca’* Transientleri

Kardiyomiyositlerin kasilabilmesi icin [Ca*]; miktarmim dinlenim durumuna gore
10-100 kat artmas1 gerekir ve [Ca2+] i miktarindaki bu artigin biiyiik bir boliimii hiicre
ici depolardan (SR) salimr. Uyarilma durumunda [Ca®*]; degisimi ve kinetigi
kasilmanin seyri agisindan biiylik onem tasimaktadir. Hiicrelerin elektriksel uyarimi
ile SR’dan sitoplazmaya salinan Ca**’un miktarini ve bunun geri aliminin kinetigini
belirleyebilmek i¢in her hiicreden 0,2 Hz frekansindaki uyaranlar ile 200 s boyunca
kay1t alindi. Her hiicre i¢in gdzlenen Ca® sinyalleri (transient) Excel programiyla tek
tek gama fonksyonuna uyduruldu ve bu sinyallerle ilgili transientlerin maksimum
tepe degeri (Mak), tepeye ¢ikis siiresi (TP) ve ve maksimum degerin % 50’sine inis
stiresi (DTsp) parametleri Olciildii. (Sekil 3.7°de bu tiirden 6rnek bir kayit ve sag alt

kosesinde uyaranin uygulama bi¢imi yer almaktadir).
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Sekil 3.7. Hiicre ici Ca® transientleri. Belirli bir siire boyunca bir kontrol
kardiyomiyositinden kaydedilen hiicre igi“Ca2+ transientleri ve hiicre uyaram olarak
elektriksel alan uyarisinin uygulama bi¢imi (Ozdemir, 2005).

Fanza

K8+TiM K8+PROP

Sekil 3.8. Gruplara ait 6rnek Ca** transientleri ve iizerlerine uydurulmus fonksiyon
(gama dagilim fonksiyonu) egrisi (kesikli ¢izgi). Transientler 10 ms siireli, 20-30 V’luk
pulslarin 0.2 Hz frekansinda uygulanmasiyla elde edilmistir.
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Ortalama degerler karsilastinldigi zaman 8 ayhk grupta Ca™ transientlerinin
maksimum degerinin 3 aylik gruba gore daha diisiik ¢iktigim1 gozlenirken bu
degerlerin timolol uygulamasinin yapildigi grupta 8 aylik gruba gore daha diisiik
ciktigi ve propranolol uygulamasinin yapildigi grupta degerlerin daha da ciktig
gosteriyor. TP degerlerinde ise 8 aylik grubun degerinin 3 aylik grubun degeriyle
arasinda anlamli bir fark olmadigini goriiyoruz, propranolol uygulamas: ve timolol
uygulamast yapilan gruplarin TP degeri 8 aylik grubun TP degeriyle herhangi
anlaml bir fark gostermedigi goriilmektedir. DTsy parametlerinde ise 8 aylik grubun
degerinin 3 aylik gruba gore daha yiiksek ¢iktig1 goriiliiyor, timolol uygulamasi ve
propranolol uygulamasinin yapildigi gruplarda anlamli bir fark goriilmemektedir

(Tablo 3.5.ve Sekil 3.9).

Max (AF340/380) TP (s) DT5 (s)
K3 (n=24) 0.13£0.01 0.24 £0.01 0.75+£0.03
K8 (n=30) 0.08 +0.01° 0.27 £0.03 1.14 +0.13"
K8+TIM (n=30) 0.05 +0.01% 0.37 £0.04 1.20 £ 0.09
K8+PROP (n=27) 0.12 +0.02" 0.24 £ 0.01 0.88 £0.10

Tablo 3.5. Gruplara ait kisaltmalar Tablo 3.4’daki gibidir. Kardiyomiyositlerden kaydedilen
Ca’" transientlerinin kinetik parametreleri (Max, TP, DTjs;). Degerler ortalama + SEM olarak
ifade edilmislerdir. n= Hiicre say1s1, *p<0,05 K8 vs K3 grubu. *p<0,05 vs K8 grubu.



32

M AX
0.15+ #

MAX(AF340/380)

1.5+

0.0- - —

Sekil 3.9. Alan uyans: ile kaydedilmis Ca** transientleri. Transientlerden hesaplanan
maksimum genliklerin ve kinetik parametrelerin ortalama degerleri (ortalamatSEM). A;
maksimum genlik (AF340350), B; tepeye c¢ikis siiresi (TP), C; maksimum degerin %50’sine
inis sitiresi (DTsp). *p<0,05 K8 vs K3 grubu. #p<0,05 vs K8 grubu.
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4. TARTISMA

Bu calismada, yaslanmaya bagl olarak kalbin elektriksel aktivitesinde olusan degisimler
incelenmis ve B-adrenerjik reseptor blokeri kullanarak bu degisimlerin yaslanma {izerine
etkisine bakilmistir. Yapilan deneylerde 3 aylik ve 8 aylik herhangi bir ila¢ uygulanmamus
grup ve dogumununun 1. ayindan itibaren 7 ay boyunca diizenli olarak her giin oral yoldan
timolol (5 mg/kg) veya propranolol (25 kg/mg) verilmis wistar tiirii disi sicanlart iceren dort
grup iizerinde incelemelerimiz gergeklestirilmistir.

Yapilan bu incelemelerde aksiyon potansiyeli, L-tipi Ca** kanal akimlari (ICay)ve hiicre ici

serbest kalsiyum derigimi ([Ca2+] i) Olciilmiistiir.

Literatirde yaslanma siirecinde kalpte kalsiyum dongiisiinde ve uyarilma kasilma
ciftleniminin ~ basamaklarinda meydana gelen degisimlerin mevcut oldugu
belirtilmistir. Yaslanmayla birlikte olusan bu degisiklikler; SERCA sentezlenmesinde ve
protein diizeyinde azalma (Lompre ve ark., 1989; Lompre ve ark., 1991; Taffet ve Tate,
1993; Schmidt, 1993), B;-adrenerjik reseptor yogunlugunda azalma (White ve ark.,1994) ve
desensitizasyon (Brodde ve Michel, 1999) sonucu cAMP diizeyinin azalmasi
(Chiamvimonvat, 2002), RyR’lerinin, PLB’nin ve SERCA proteininin, translasyon sonrasi
modifikasyonunda (6zellikle SERCA’min Ca”/ kalmodiilin bagimh protein kinaz (CaM
kinaz) aracili fosforilasyonunda degisikliklerin olmasi, RyR’leri ve PLB’nin hayvan
yaslanma modellerinde 6nemli olgiide azalmasi (Xu ve Narayanan, 1998) ve yasa bagh
olarak miyozin ATPaz aktivitesinin azalmasi olarak Ozetlenebilir (Weisfeldt, 1998).
Literatiirde yaslanmayla kalbin ATPaz aktivitesinde azalma oldugu gosterilmistir (Schmidt
ve ark., 1993).

Yaslanan kalplerin katekolaminlere kars1 inotropik yanitlarinin azalmasinin, kalpteki miyosit
sayisinin azalmasindan dolayr oldugu ifade edilmis (Olivetti ve ark., 1991). Yaslanma ile
birlikte miyositlerin hacmi artarken sayilarinda azalma goriilmektedir ve bu azalmanimn
sebebi yaslanmayla seyreden apoptoz olaymnin bir sonucu olarak gosterilmektedir (Lakata,
2003). SR kalsiyum dongiisinde gorev alan proteinlerin CaM kinaz aracili
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fosforilasyonlarinda ve dolayisiyla fosforilasyon bagimli olarak SR’a kalsiyum giris-¢ikist
stimiilasyonunda azalma oldugu, bunun sebebinin ise kardiyak sitozolde baskin diizeyde
bulunan bir CaM kinaz II formu olan 6-CaM kinaz II’'nin miktarinin yas artisiyla birlikte
onemli olciide azalmast olarak gosterilmistir (Xu ve Narayanan, 1998).

Kalp yetmezligi olan hastalarda uzun siireli B-blokor terapisinin faydali etkileri
oldugu ve hayatta kalma oranini arttirdig1 bilinmektedir (Bristow, 1997; Doughty ve
Sharpe, 1997; Krum, 1997; Lechat ve ark., 1998; Packer ve ark., 1992). Kalp
yetmezliginde sempatik sistem aktivitesi asir1 derecede artmaktadir (Chidsey ve ark.,
1962). Ayni durum yaslanma siirecinde de gelismektedir (Ziegler ve ark., 1976;
Folkow ve Svanborg, 1993; Lakatta, 1993). Bu nedenle, bu calismada yas artisiyla
birlikte kalplerdeki kasilabilirlikte meydana gelen azalmanin kronik [-blokor

uygulamasi ile daha genc hayvanlardaki diizeye geri donebilecegi dngoriilmiistiir.

Hayvanlarin genel durumlaria bakildiginda B-blokor uygulamasinmin yagh si¢anlarin viicut
agirhiklarinda anlamli bir degisiklige yol agmadig1 gozlemlenmistir. Literatiirde daha once
yapilmis kronik [B-blokér uygulamasmin viicut agirh@r iizerindeki etkisi ile ilgili bir
calismaya rastlanmamustir (Sam, 2006).

Aksiyon potansiyeli Ol¢timlerinde; dinlenim zar potansiyeli degerlerine baktiginmzda (tablo
3.2) K8 grubunun dinlenim zar potansiyel degerinin K3 grubunun dinlenim zar potansiyeline
gore daha depolarize oldugu goriilmektedir ve timolol veya propranolol uygulamasimn
dinlenim zar potansiyel degerini K8 grubuna gore istatistiksel olarak anlamh bir sekilde
degistirmedigi gozlenmistir. AP’nin sifir potansiyel iizeri (Maksimum Genlik) degerlerine
baktigimiz zaman gruplar arasinda anlaml bir fark gozlenmemistir. Aksiyon potansiyelinin
APD,s ve APDs, parametrelerinin degerlerinde de herhangi bir fark g6zlenmezken APD7s ve
APDyj parametrelerinin degerlerinde K3 grubuna gore K8 grubunda uzama gézlenmistir
aym zamanda bu degerler timolol uygulamasiyla K3 grubunun degerlerine anlamli bir
sekilde yaklagmis fakat propranolol uygulamasinda anlamli bir degisiklik goriilmemistir.

AP ile [Ca®*]; homeostaz1 arasindaki iliski heniiz acikliga kavusturulamamis olmakla birlikte

[Ca2+]i’nin kas aktivitesindeki rolii uzun zamandir bilinmektedir (Ishikawa ve ark., 1999;
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Choi ve ark., 2002; Ye ve ark., 2003; Norby ve ark., 2004). Daha 6nceki yillarda yapilan
calismalarda Wistar tiirii sicanlarda yasa bagimh olarak aksiyon potansiyelinde uzama
gozlenmistir. (Di Gennaro M. ve ark, 1990 ; Di Meo S. ve ark, 1994 ; Cerbai E. ve ark, 1994
; Huang C. ve ark., 2005 ; Janczewski AM ve ark, 2002).

Geng ve yash sicanlarin aksiyon potansiyeli parametreleri karsilastinldiginda yasa bagimh
olarak fizyopatolojik degisimler sonucunda kardiyak fonksiyon bozukluklarimn olustugu
gosterilmistir. Ozellikle APDy siiresinde anlamli bir degisikligin oldugu gozlenmistir
(Garnier-Raveaud S. ve ark, 2002). Yaslanmada AP siirelerinin uzamasi bazi kanal
akimlarindaki ~ degisimlerin ve bazi kontraktil proteinlerin  fonksiyonu veya
ekspresyonundaki degisimlerin sonucu oldugu 6ne siiriilmiistiir (Lakatta, 2003). Baska bir
calismada ise kardiyak AP siiresinin uzamasina neden olabilecek iyon akimumn L-tipi Ca®*
kanal akimi kaynakli oldugu ve bugiine kadar yapilan calismalarin AP repolarizasyon
siiresinin uzamasinda Ca”* kanal akimlarindaki artisin sorumlu oldugu ileri siiriilmiistiir
(Hayashi ve Noda, 1997).

L-tipi Ca™ kanal akimlarinda (ICa;) ise yaslanma ile birlikte 6nemli bir azalma oldugu
gozlenmistir (Tablo3.3. ve Sekil 3.5.). Dogumlarinin birinci aymdan itibaren 7 ay boyunca
timolol verilmis grubun (ICa; ) L-tipi Ca®* kanal akim degerlerinde K8 grubuna gore anlamh
bir artis goriilmektedir fakat yine dogumlarinin birinci ayindan itibaren 7 ay boyunca
propranolol verilmis grubun (ICa;) degerlerinde K8 grubuna gore anlamh bir degisiklik

g6zlenmemistir.

Ayrica sicanlarda yas artisiyla hiicrelerin membran kapasitansinda bir biiyiime
goriilmekte  fakat [-adrenerjik reseptor bloker uygulamasinin membran
kapasitanslarint K8 grubuna kiyasla etkilemedigi goriilmektedir (Tablo 3.3.).
Membran kapasitansinda yas ile bagimli olarak bir artis gézlenmesi (Gomez J.P. ve

1994) burada yapilan deneylerdeki kapasitans degerleriyle paralellik gostermektedir.

Daha 6nceki yillarda yapilan calismalarda yaslanma ile L tipi Ca®* kanal akimlarinda anlambh
bir degisiklik gozlenirken membran kapasitanslarinda herhangi bir degisiklik gézlenmemistir
(Walker K.E. ve ark, 1993). Yine yaslanma modeli uygulanmis sicanlarda membran
kapasitanslart yash ve hipertansif sicanlarda membran kapasitanslarnn daha yiiksek
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bulunmustur (Cerbai E. ve ark, 1994). Sican kardiyomistlerinde yapilan baska bir caligmada
da yaslanmayla birlikte L-tipi Ca® kanal akimlarinda bir azalma oldugu gosterilmistir (Liu
SJ ve ark, 2000).

Erkek ve disi fareler iizerinde yapilan bir ¢caligmada ise L-tipi Ca” kanal akimlarinda erkek
farelerde yaslanma ile belirgin bir diisiis gbzlenirken disi farelerde, genc ve yash farelerin L-
tipi Ca”* kanal akimlar1 benzer degerler gozlenmistir (Grandy S.A., Howlett S.E. , 2006). Bu
sonuclara ek olarak kopekler iizerinde yapilan bir baska yaslanma modelinde yash
kopeklerin kardiyomiyositlerinde L-tipi Ca® kanal akimlarnda %47’lik bir azalma
goriilmiistiir (Wen Dun ve ark. , 2003).

Kardiyak kasilmanin beta adrenerjik modiilasyonunda yasa bagiml olarak olusan azalmanin
en dnemli nedenlerinden bir L-tipi Ca®* kanal akimlarindaki azalmadan kaynaklandig:
diistiniilmektedir (Xiao RP ve ark, 1994).

Yaslanmaya bagh olarak kalsiyum akimlarmin azalmasinin cAMP bagimli protein
kinazlardaki degisimden kaynaklandigi soOylenebilir. Yaslanmaya baglh olarak kas
dokusundaki azalmanin kasin morfolojik yapisim etkiledigi ve bu etkinin membranin iyonik
akimlarmin degisiminde 6nemli bir etken olabilecegi diisiiniilmektedir (Chouabe C. ve ark,
2002). cAMP bagimh protein kinaz aracih etkilerde L-tipi Ca>* kanal akimlarinin cok biiyiik
bir etkisi vardir (Aulbach F. ve ark, 1999).

Bizim bulgularimizda bu calismalan dogrulayacak sekilde yaslanma ile birlikte azalan Ca”*
akimlarmin, bir B-adrenerjik reseptor blokeri olan timololle gen¢ sicanlarin seviyesine

onemli dlciide yaklastig1 ve aksiyon potansiyeli siiresinin kisaldigr goriilmiistiir.

Hiicre ici bazal Ca®* seviyelerinde yaslanmayla bir artis gozlenirken timolol uygulamasinin
hiicre ici bazal Ca® seviyelerinde gozlenen bu artist azaltici yonde etki gosterdigi fakat
propranolol uygulamasinin bu artist anlamh bir sekilde degistirmedigi gozlenmistir
(Tablo3.4).

Ca® transientlerinin maksimum degerlerinde yaslanmayla onemli bir diisiis gozlenirken

timolol veya propranolol uygulamasinda farkli degisimler gézlenmistir. Timolol uygulamast
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Ca”™ transientlerinin maksimum degerini K8 grubunun maksimum degerine gbre anlamli
diizeyde diistirmiis fakat propranolol uygulamasi degerleri onemli 6l¢iide yiikseltmis ve K3
grubunun degerlerine ¢ekmistir. Tepeye cikis siirelerinde ise yaslanmayla herhangi bir
degisim gozlenmemistir. DTy, degerlerinde ise yaslanmayla bir uzama goriilmekte ve
timolol veya propranolol uygulamasinin bu uzamaya bir etkisinin olmadig1 goriilmektedir

(Tablo 3.5 ve Sekil 3.9).

[B-adrenerjik reseptor agonisti isoproterenol kullanarak yasa bagimli olarak kalbin
hem elektriksel ve kasilma aktivitesindeki degisiklik hem de kalsiyum
homeostazindaki degisikliklerin kalpteki katekolaminlerin degisimlerine baglh
oldugu ve Ca’" transientlerininde yasa bagiml olarak azalma oldugu gdzlenmistir.
(Farrell S.R. ve ark, 2007). Koyun kardiyak miyositlerinde yapilan bir ¢alismada
aksiyon potansiyelinin APD90 fazinda, Ca®* transient genliklerinde ve kasilma
sirasinda olusan hiicre boyu kisalmasinda yash kalplerde artis goriilmiistiir (K.M.

Dibb ve ark, 2004).

Erkek ve disi fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada ise kasilma sirasinda hiicre
boyunda meydana gelen degisim ve Ca®* transient genlikleri 6lciilmiis ve erkek
farelerde yaslanmayla hem kasilma aninda hiicrenin boyunda hem de Ca®* transient
genliklerinde yaslilara gore daha diisiik degerler vermesine ragmen disi farelerde
yaslanmayla hem kasilma anindaki hiicrenin boyunda hem de Ca® transient
genliklerinde herhangi bir degisim gozlenmemistir (Grandy S.A., Howlett S.E.,
2006).

Aksiyon potansiyelinde repolarizasyon fazinda gozlenen uzamanin ve kalsiyum
akimi inaktivasyon siiresinde yaslanmayla birlikte gozlenen degisikliklerin hiicre i¢i
kalsiyum miktarindaki azalmadan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Walker K.E. ve

ark, 1993).
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu ¢alismada, yaslanma siirecinde kronik B-bloker uygulamasi yapilan disi
sicanlarin aksiyon potansiyeli, L-tipi Ca®* kanal akimlar1 ve hiicre ici serbest Ca**
derisimlerine bakilarak yas artis1 ve se¢ici olmayan B-adrenerjik reseptor blokorleri,

timolol veya propranololiin kalbin elektriksel aktivitesi iizerine etkisi incelenmistir.

Yaslanma siirecinde aksiyon potansiyelinin repolarizasyon fazinin APD7s ve APDyg
fazlarinda uzama goriilmiistiir. APD7s ve APDyy fazlarinda yaslanmayla olusan bu
uzamalar1 timolol uygulamasi gen¢ sicanlarin degerlerine cekerken propranolol
uygulamasinda herhangi anlamli bir diizelme goriilmemistir. Olgiimlerde gozlenen
dinlenim membran potansiyellerinin yaslanma ile daha depolarize oldugu ve B-

blokeri uygulamasinin bu durumu etkilemedigi goriilmektedir.

L-tipi Ca2+ kanal akimlarinda, yaslanma ile 6nemli 6lciide azalan akim yogunlugu
timolol uygulamasiyla gen¢ sicanlarin verilerine yakin degerlere gelmistir, fakat
propranolol uygulamasi azalan akim yogunluguna bir etki de bulunmamustir.
Kardiyomiyositlerin membran kapasitanslarinda ise yaslanma ile anlamli bir artis
goriilmekte ve B-blokeri uygulamasinin membran kapasitanslarina istatistiksel olarak

anlaml 6l¢iide etkileri bulunmamaktadir.

Yas artistyla birlikte Hiicre ici Serbest Bazal Ca** Seviyelerinde artig gozlemledik ve timolol
uygulamasiyla bazal Ca®* Seviyelerinde anlamli bir diisiis gozlenirken propranolol

uygulamasinda anlamh bir diisiis gozlenmemistir.

Ca” transientlerinin Maksimum degerlerinde ise yaslanma ile birlikte bir diisme goriiliirken
timolol uygulamasiyla bu degerin daha da diistiigti fakat propranolol uygulamasiyla
maksimum degerin geng sicanlarin degerlerine yakin oldugu goriilmektedir. Tepeye cikis
stirelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark goriilmemistir. Maksimum
degerin %50’ sine inis siirelerine baktigimizda yaslanmayla bir artis goriilmekte ve -blokeri

uygulamasimn bu degerde istatistiksel olarak anlaml bir fark olugturmadigimi goriiyoruz.
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Literatiirde, bu calismadaki gibi yedi ay siiresince veya benzer sekilde uzun siirecli 3-
blokor uygulamas: yapilan ve kalp fonksiyonlari incelenen bagka bir calismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle bu c¢alisma, kronik pB-blokor uygulamasinin kalp

fonksiyonlar1 tizerindeki etkisini incelemesi agisindan 6nem tagimaktadir.

fleride daha uzun siireli tedavi ve farkli B-blokerleri kullanarak yapilacak benzer
deneyler calismalarin gelismesine katkida bulunabilir. Ciinkii bizin kullandigimiz
Aym smif oldugu bilinen bu iki B-adrenerjik reseptor blokerlerinin kalbin mekanik
ve elektriksel aktivitesi iizerindeki etkilerinin farkli olmasi bu blokerlerin farkli
yolaklar iizerinden veya farkli etki mekanizmalara sahip olmasindan

kaynaklanabilecegini isaret etmektedir.

Ayrica, elde edilen sonuglarin hangi mekanizmalar ile ortaya c¢iktiginin
anlagilabilmesi i¢in ek deneyler yapilmasi gerekmektedir. AP parametrelerini
aciklayabilmek i¢in K™ ve NCX kanallarindaki akimlarimn 6l¢iilmesi kullanilan B-
blokerlerin etkisini incelenmesi acgisindan faydali olabilir, bu caligmalara ek olarak [3-
adrenerjik reseptdr yogunlugu, B-adrenerjik sinyal iletim sisteminde ve uyarilma
kasilma c¢iftleniminde rol alan ¢esitli proteinlerin diizeyleri incelenmesi, adenilil

siklaz aktivitesi Ol¢iilmii gibi teknikler de kullanilabilir.
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OZET

Yaslanmaya Bagh Kalp Fonksiyon Degisikliklerinde Beta Adrenerjik Sistemin

Roliiniin Elektrofizyolojik Yontemlerle incelenmesi

Kardiyovaskiiler =~ yaslanmadan  Beta-adrenerjik  sinyal iletim  sistemide
etkilenmektedir. Hayvanlardaki yaslanma modelleri iizerinde yapilan birgok
calismada, yasin artmasiyla birlikte Beta -adrenerjik stimiilasyona karsi verilen
kardiyak yantlarin azaldigr goriilmiistiir. Yaslanma ile aksiyon potansiyelinde
uzama, L-tipi Ca®* kanal akimlarinda azalma ve Ca’* transientlerinin kinetiklerinin
de degistigi ifade edilmistir. Mekanizmasi tam olarak aciklanmamis olmakla birlikte,
B-blokorlerin kronik kullanimi kalpteki cesitli patolojik durumlarin diizelmesini
saglamaktadir. Bu calismanin amaci, yas artisinin kalbin mekanik ve elektriksel
aktivitelerinde yol actigi bozukluklarda Beta -adrenerjik reseptorlerin roliinii
incelemektir. Elde ettigimiz sonuclarda, yaslanmayla aksiyon potansiyelinin APD7s
ve APDy fazlarinda uzama oldugunu gosterdi, timolol uygulamasinin bu uzamay1
diizeltici etki gosterdigi fakat propranolol uygulamasinin etkisinin olmadigini
goriildii. L-tipi Ca®* kanal akimlarinin yogunlugunda yaslanmayla azalma goriildii.
Timolol uygulamasi akim yogunlugunu O©nemli Olciide artirirken propranolol
uygulamasi herhangi bir etkide bulunmadi. Yas artisiyla birlikte Hiicre Ici Serbest
Bazal Ca2+ Seviyelerinde artis gozlemledik ve timolol uygulamasiyla bazal Ca2+
Seviyelerinde anlamli bir diisiis gozlenirken propranolol uygulamasinda anlamli bir
disiis gozlenmemistir. Ca2+ transientlerinin Maksimum (Mak.) degerlerinde ise
yaslanma ile birlikte bir diisme goriiliirken timolol uygulamasiyla bu degerin daha da
distiigli fakat propranolol uygulamasiyla maksimum degerin genc sicanlarin
degerlerine yakin oldugu goriildii. Tepeye cikis siirelerinde (TP) gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Maksimum degerin %50’ sine inis
siirelerine (DTsp) baktigimizda yaslanmayla bir artis goriilmekte ve [-blokeri
uygulamasinin bu degerde istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadigini
goriildii. Sonug¢ olarak timolol’iin kalbin elektriksel aktivitesini diizeltirken

propranololiin etkili olmadigin1 goriiyoruz.
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Anahtar Sozciikler: Beta -adrenergic reseptor, aksiyon potansiyeli , kalsiyum akimi,

hiicre i¢i kalsiyum, kalp, Beta -adrenerjik reseptor blokorleri.
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SUMMARY

Investigation of Role of Beta Adrenergic System in Age Related Alterations in

Heart Functions by Using Electrophysiological Techniques

[B-adrenergic signaling system is also affected by cardiovascular aging among other
processes. In many study on animal aging models, it is observed that cardiac
responses depending on Beta -adrenergic stimulation decreases with aging. It was
expressed that elongation in action potential, decrease in L-type Ca®* channel
currents and alteration in Ca®* channel kinetics are observed, related with aging.
While the underlying mechanism is not clear, chronic utilization of B-blockers
restores various pathological situations in heart. The aim of this study is to
investigate the role of Beta -adrenergic receptors in the deficiencies caused by aging
at the mechanical and electrical activities of heart. In the results that we obtained, it
is shown that there was elongation at APD7s and APDy, phases of action potential
with aging, timolol application compensated this elongation, while propranolol
treatment had no effect. Decrease in the current density of L-type Ca** currents was
observed with aging. Timolol treatment increased the current density evidently,
while propranolol treatment had no effect. We observed an increase in intracellular
basal Ca”* levels with aging, and a significant decrease in basal Ca®* levels was
observed with timolol treatment, while a significant decrease was not observed after
propranolol treatment. A decrease in the peak value of Ca®* transients is observed
with aging, and this value is shown to decrease further after timolol treatment,
however; the peak value was close to the values of young animals with the
propranolol treatment. In time to peak (TP) time courses, no statistically significant
difference was observed among the groups. When the half peak value descend time
(DTsp) was considered, an increase in these values with aging is observed, and
neither timololol nor propranolol caused a statistically significant difference. As a
conclusion, timolol restored the electrical activity of the heart, while propranolol had

no effect.
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