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OZET

Amac¢: RhoA/ROCK sinyal yolagmin miyokardiyal enfraktiis, kalp yetmezligi ve
kardiyak hipertrofi gibi c¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklar ile iligkili oldugu
belirlenmistir. Bu baglamda ¢alismamizda basing yiiklemesine bagl kardiyak hipertrofi
modelinde ROCK inhibisyonunun potasyum (K*) akimlar1 ve aksiyon potansiyeli (AP)

tizerindeki etkisi incelenmistir.

Yontem: Sican kalplerinde basing yiiklemesi modeli transvers aort konstriksiyonu
(TAK) ile saglanmistir. SHAM grubu baglama islemi yapilmadan ameliyat edilmistir.
SHAM, TAK ve 10 hafta boyunca fasudil (5mg/kg) uygulanan TAK (T+F) gruplarindan
elektrofizyolojik ve protein ekspresyon analizi yontemleri ile veri alinmustir. Igeri
dogrultucu K* akim1 (lx;) kayd: igin -70 mV diizeyinde kenetlenmis hiicrelere -120 mV
ile 10mV arasinda, gecici disar1 dogru K* akimi (Ito) icin ise -50mV ile 70mV arasinda

10 mV’luk adimlarla artan voltaj pulslar1 uygulanmistir.

Bulgular: TAK grubunun 1 Hz frekansinda kaydedilen AP siirelerinde anlamli uzama
goriiliirken, bu uzamanin T+F grubunda diizeldigi gézlemlenmistir. Her iki K* akimimin
yogunlugu da anlamli sekilde azalmig, fakat fasudil bu seviyeleri kontrole g¢ekmistir.
Protein analizlerine gére Kv4.2 ekpresyonu, TAK grubunda yiikselmesine ragmen T+F
grubunda diizelmemistir. RhoA ekspresyonu TAK grubunda artarken, ROCK1&2 ve
Kir2.1 anlamli sekilde azalmig, 10 haftalik fasudil uygulamasinin ardindan bu

proteinlerin seviyelerinde 6nemli bir diizelme gdzlenmistir.

Sonug: Ozetle, fasudil uzamis AP siiresini kisaltip, I Ve ly, gibi potasyum akimlarimi ve
RhoA/ROCK yolag: elemanlarinin protein ekspresyonunu da diizeltmistir. Sonug olarak,
RhoA/ROCK yolag: kalbin elektriksel yeniden modellemesinde rol sahibi olabilir ve bu

yolagin inhibisyonun gelecekte terapotik amaglar i¢in kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Rho, ROCK, fasudil, K" akimlar1, aksiyon potansiyeli



ABSTRACT

Objective: Various cardiovascular diseases like myocardial infarction, heart failure and
cardiac hypertrophy are associated with the RhoA/Rho kinase (ROCK) signaling
pathway. In this respect, we examined the effect of ROCK inhibition on potassium K*

currents and AP in pressure overload (PO) cardiac hypertrophy model.

Method: PO model is created by aortic constriction (TAC) of rat’s heart. SHAM
animals underwent surgery without banding. All data taken from three groups SHAM,
TAC and 10 weeks fasudil (5mg/kg) administered TAC (T+F) group using
electrophysiological and protein expression analysis techniques. Data were recorded by
applying voltage steps from holding potential of -70 mV in 10 mV increments, between
-120 to 10 mV for inward rectifier K* currents (Ix1) and -50 to 70 mV for transient

outward K* currents (Iy).

Results: There was significant prolongation Aps of TAC myocytes recorded at 1 Hz
which was restored in T+F group. Density of both potassium currents decreased
significantly with cardiac hypertrophy but fasudil reversed currents to control level.
According to protein analysis, Kv4.2 expression was higher in TAC group and it didn’t
reverse in T+F group. Despite RhoA expression increased significantly, ROCK1&2 and
Kir2.1 decreased in TAC group. Fasudil treatment restored the expression level of these

proteins after 10 weeks decreased after 10 weeks.

Conclusion: In summary, fasudil improves not only Ix; and Iy, currents but also protein
expressions of RhoA/ROCK pathway elements and shortens AP duration. As a result,
RhoA/ROCK pathway may play role in electrical remodeling of heart and thus

inhibition of this pathway may be used as potential therapeutic purposes.

Key words: Rho, ROCK, fasudil, K* currents, action potential
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii raporuna gére, 2012 yilinda gergeklesen 56 milyon 6liimiin 38
milyon ile %68’lik boliimii bulasict olmayan hastaliklardan kaynaklanmigstir. Oliim
oranlar1 igerisinde, basi ¢eken dort bulasici olmayan hastalik ¢esidi; kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser, diyabet ve kronik akciger hastaliklaridir(WHO, 2012). Yine ayni
raporun verilerine gére bu dort hastaligin i¢inde 17,5 milyon 6liim ile kanserin dahi
oniinde bulunan kardiyovaskiiler hastaliklar, hem insanligin hem de bilim diinyasinin en

onemli glindem maddelerinin basinda gelmektedir.

Kardiyovaskiiler hastaliklarin igerisinde ise hipertrofik kardiyomiyopati (HKM)
ozellikle gen¢ dliimlerinde ciddi bir orana sahiptir. Maron BJ ve arkadaslarinin yaptigi
caligmada 1435 geng atletin 6liimii incelenmis ve bu 6liimlerin %44’iiniin HKM ve sol
ventrikiil hipertrofisi (SVH) ile iliskili oldugu saptanmistir (Maron ve ark., 2007). Son
yillarda bu oOlimlere neden olan mekanizmalarin ¢6ziilmesine yonelik kapsamli
calismalar artmis ve varilan sonuglar 15181inda Rho-kinaz’in (ROCK) bu tip patolojilerin

tedavisinde hedef protein olabilecegi belirtilmistir (Hahmann and Schroeter, 2010).

Serin/theronin kinazlarin AGC (PKA/PKG/PKC) ailesinden kiigiik G proteini Rho’nun
alt efektorii olan ROCK, ROKa / ROCK 2 ve ROKfB / ROCK 1 olmak tizere iki
izoforma sahiptir. Bu iki izoform %92 oraninda birbiri ile benzerlik gostermektedir
(Amano ve ark., 1996; Matsui ve ark., 1996). ROCK 1 ve ROCK 2 izoformlar1 insan ve
sigcanlarda cesitli dokularda yaygin sekilde bulunmaktadir (Nakagawa ve ark., 1996).
Hiicre diizeyinde yapilan aragtirmalar Rho/ROCK ailesinin bir¢ok hiicresel aktivitede
dogrudan ya da dolayli olarak gorevli oldugunu gostermektedir (Amano ve ark., 2010;
Dong ve ark., 2010; Nunes ve ark., 2010; Shi and Wei, 2007).

Kardiyak hipertrofi modeli kullanilarak olusturulan deneylerde segici ROCK
inhibitorleri Y27632 ve fasudil siklikla kullanilmaktadir. Bu inhibitorlerin ¢alisma
prensibi olarak ROCK 1 ve ROCK 2’nin ATP-bagimli kinaz domainini hedef aldigi
belirtilmistir(Matsui ve ark., 1996). Yine ¢alisma modelleri olusturulurken HKM

olusumuna dair farkli uygulamalar mevcuttur. Bunlardan yaygin olarak kullanilani, bir



cerrahi girisime ihtiya¢ duyan transvers aort daraltmadir (TAK). Bu operasyon ile
daraltilan aort, kalbin sol ventrikiiliinde art yiik artisina neden olarak kalpte hipertrofi
olusumunu tetikler. Operasyonun ardindan uzun dénem deney sonuglar1 bu biiyiimenin
patolojik bir hipertrofi ile sonuglandigini sdylemektedir (Songstad ve ark., 2014; Zhou
ve ark., 2015).

Kalp fizyolojisinin belirleyici unsurlar1 iyonik ve elektriksel temellerdir. Bu temel
unsurlarda meydana gelen herhangi bir degisim domino tasi etkisi ile biitiin kalbi hatta
biitiin viicudu etkilemektedir. Kardiyovaskiiler hastalik modellerinde elektriksel aktivite
degisimlerinin  incelenmesi hastaliklarin ~ kdkeninin  aydinlatilmasina  yardimci
olmaktadir. Olusturulan hipertrofi modellerinde iyonik ve elektriksel degisimler
incelenmis ve Rho/ROCK yolag: iliskilendirilebilecegi sdylenmistir (Brown ve ark.,
2006; Hoshijima ve ark., 1998; Kuwahara ve ark., 1999; Wei, 2004). Ancak HKM
durumunda olusan akim degisimlerinin ROCK inhibitdri  kullanilarak yapilmis
caligmalarla aydinlatilmas1 ve Rho/ROCK yolag: ile bu akim degisimlerinin iliskisinin
aciklanmasi ve terapotik bir hedef olup olmadiginin belirlenmesi beklenmektedir. Bu
baglamda aksiyon potansiyeli (AP) ve potasyum kanal akimlarinin hastalik durumundaki
degisimleri ve bu degisimlere neden oldugu diisiiniilen kanal proteinlerinin
ekspresyonlarinin incelenmesi biiyilk 6nem arz etmektedir. Bu bilgiler 1s18inda
planlanan ¢aligmamizda; basing yiiklemesine dayali hipertrofi modelinde ortaya ¢ikan
aksiyon potansiyeli degisikliklerinin kapsamli bir sekilde ortaya konulmasi ve
RhoA/ROCK yolaginin inhibisyonunun bu anormallikleri diizeltici etkisinin olup

olmadiginin arastirilmasi hedeflenmistir.

Kardiyovaskiiler hastaliklarin hayvan modellemesinde siklikla c¢aligilan RhoA/ROCK
yolagmmin bir takim hastaliklar i¢in tedavi gelistirilmesine yardim edecegi
beklenmektedir. Bu yolagin calisilmasi sirasinda, yolak etkisini net sekilde ortaya
koyabilmek i¢in siklikla kullanilan madde olan fasudil bu alanin 6nde gelen bilim
insanlar tarafindan rutin bir deney modeli uygulamasi haline gelmistir. Yapilan tiim bu
detayli ¢aligmalara ragmen RhoA/ROCK yolaginin olasi etkileri ve Fasudilin bu duruma

katkis1 gelecekte bir¢ok ¢alismaya konu olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kalp Kasinin Yapisi

Kalp insan viicudunda dis kisminda toraks, i¢ kisminda fibr6z bir yap1 olan
perikardiyum ile ¢evrili, kas yapis1 sayesinde organlara kan pompalamak suretiyle onlar
besleyen hayati bir organdir. Pompalama i¢in gerekli kasilma giicii kalp boyunca belli
bir nizam ile yayilan biyoelektriksel bir dalga tarafindan tetiklenir. Kalbin diger
kesimlerinden farkli 6zellesmis hiicreleri ile bu elektriksel aktivitenin sorumlusu olan
yaptya sinoatriyal diigiim (SA) denir ve bu diigim kalbin biyoelektrik aktivitesinin
baslangi¢ noktasidir. Normal calisan bir kalpte SA’nin baslattigi bir uyari atriyumlardan
atriyoventrikiiler diigiime gelir. Burada olusan gecikme sayesinde ventrikiillere kan
dolmasi igin gerekli olan siire temin edilmis olur. Bu noktadan sonra ise biyoelektrik
uyar1 ventrikiilleri sarmalayan purkinje liflerine ulasir ve burada saniyede metrelerce

hiza ulasarak tiim bolgelerin es zamanli olarak uyarilmasini ve kalbin atimini saglar.

Morfolojik yapisi ortalama bir insan i¢in 12 ¢m uzunlugunda ve 9 cm genisliginde olan
kalbin temel yapitaslar1 olan kalp kaslari “miyokardiyum” olarak tanimlanmistir. Bu
hiicreler sikica baglanmis tabakalar halinde kanin bulundugu odaciklar1 sarmistir.
Interkale diskler denen 6zel yapilar sayesinde birbiri ile iletisimi giiclenen hiicreler, yine
bu diskler icerisinde bulunan desmozomlar sayesinde u¢ uca sikica eklenmis
vaziyettedir. Tiim bu 6zel durumlara sahip olan kalp iki atrium ve iki ventrikiilden
olusan, oksijence zengin kani viicudun tiim uzuvlarina gonderebilecek giice sahiptir.
Ortalama bir insan kalbi bir giinde 100 000 kere atmaktadir. Bu atimlar ile giinde
yaklagik 16 ton kan pompalamaktadir(Hall, 2012).

2.2. Kalpteki Elektrofizyolojik Olaylar

2.2.1. Uyarilma-Kasilma Ciftlenimi

Kalbin en temel gorevini yerine getirmesini saglayan olaylar dizinine uyarilma-kasilma
ciftlenimi denir. Hiicre zar1 depolarizasyonundan kalbin kasilmasina kadar siiren olaylar
zincirini kapsamakta alan bu siire¢ kardiyomiyositler arasinda bulunan gedik-kavsaklar
(gap junctions) sayesinde senkronize sekilde gergeklesmektedir. Kasilma olayr SA’dan

¢ikan elektriksel uyarmin depolarizasyon dalgasi olusturmasi ile tetiklenir. Gegici

3



depolarizasyon durumu olarak nitelenebilen AP tiim hiicreler boyunca yayilarak

ventrikiillerdeki kanin pompalanmasini saglayan kasilma olayina sebep olur.
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Sekil 2.1. Kardiyomiyositlerde hiicre i¢i Ca®* diizenlenmesi (Bers, 2002) Ca®" indiiklii Ca®* salinim ile
kasilma siiresince ¢alisan mekanizmalar sekilde gosterilmistir. Alt kisimda gosterilen grafikte ise

hiicre i¢i Ca®* konsantrasyonu ile kasiima ve AP es zamanli gosterilmistir.

Kardiyak AP’nin olusumu bir takim iyon kanallariin aktivasyonu ve inaktivasyonu ile
gerceklesir. Depolarizasyon sirasinda aktive olan L-tipi Ca®* kanallari (LTCC) hiicre
iginde ca* artisina neden olur. Bu artis sarkoplazmik retikulum (SR) iizerinde bulunan
ve Ca’*’un hiicre igine bol miktarda salinmasin saglayan riyanodin reseptorlerini (RyR)
uyarir. Bu olay Ca®* indiikli Ca®*salimmi olarak adlandirilmaktadir (Fabiato and
Fabiato, 1979). intraselliiler ortama ¢ikan Ca?* iyonlari troponin C’ye baglanarak
hiicrenin kasilmasini saglar. Gevseme i¢in ortamdan Ca*"un uzaklagmasi gerekmektedir
ve bu dort sekilde gergeklesir; sarko-endoplazmik retikulum Ca®* ATPaz (SERCA),
Na'/ Ca®* degis-tokuscusu (NCX), sarkolemmal Ca®* ATPaz (PMCA) ve mitokondriyal
Ca®* uniporter (Bers, 2002).



2.2.2. Ventrikiiler Aksiyon Potansiyeli

Gegici depolarizasyon durumu olarak tanimlanan AP, zar gegirgenliklerindeki
degisimler neticesinde ortaya ¢ikmaktadir. Dinlenim durumundaki hiicre zar1 potasyum
(K") iyonlar1 igin daha gegirgen oldugundan, dinlenim zar potansiyeli K* denge

potansiyeline yakindir.

Kalp AP’nin konfiglirasyonu cesitli fazlara bdliinebilir. AP temel olarak 5 faza
boliinmiistiir ve bu fazlardan sorumlu akimlar belirlenmistir. Faz 0 AP’nin sigramasi; faz
1 erken repolarizasyon evresi; faz 2 plato evresi; faz 3 asil repolarizasyon fazi ve faz 4
dinlenim evresidir. Sekil 2.5’te AP’nin evreleri ve bu evrelerden sorumlu iyon akimlari
yogunluklar1 esas alinarak olusturulan grafikle detayli olarak gosterilmistir. Bu sekil
incelenerek hangi fazda hangi akimin ortalama hangi yogunlukta etkili oldugunu

anlamak mumkiindiir.

Faz 0: Na' akimlarma bagl olarak AP’nin hizli sigrama boliimiidiir. AP’nin bu
kisminda hizli aktivasyon ve inaktivasyon kinetikleri vardir. Tepe degerine yaklasik 1
ms’de ulastiktan sonra spontan sekilde azalidigi kisim kanalin inaktivasyonu ile
iliskilidir. Baslangicta kiigiik bir depolarizasyondan dolayr Na* kanallar1 hizli bir sekilde
acilmaya baslar. Bu noktada elektrokimyasal gradyentten dolay1 hiicre disindaki Na*
hiicre igine girer. Bu olay neticesinde hiicre daha fazla depolarize olur ve depolarize
oldukca da yeni Na* kanallarmi agmak suretiyle islemi pozitif geri-beslemeli bir siireg

olarak devam ettirir.

Faz 1: Gegici ve bagil olarak kiigiik repolarizasyon evresi olup, AP’nin hizh
depolarizasyon evresini izleyen donemi ifade eder.. Bu faz depolarizasyonla agilan bir
tip K kanalinin, gegici disar1 dogru akimina (transient outward current; Iyo) baglidir. Bu

kisimda oransal olarak az olmakla birlikte klor (CI") akiminin da katkis1 vardir.
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Sekil 2.2. Aksiyon potansiyeli bilesenleri ve fazlar1 (Tomaselli and Marban, 1999). Platolu bir AP’de
hangi akimlarin ortaya ¢ikmasi ile AP’nin hangi kismmin olustugu gosterilmistir. AP 6rnegi
iistiinde bulunan 3 ana akim depolarizasyon sorumlu olarak, 6rnek altindaki 4 ana akim  ise

repolarizasyondan sorumlu olarak géterilmistir.

Faz 2: Bu faz erken repolarizasyon fazini izleyen dénemdir ve zar potansiyelinin goreli
olarak sabit oldugu siireci kapsar. Plato evresi olarak bilinen bu faz kalp hiicrelerinde
goriilen uzun AP’nin sebebidir. Iceri dogru olan bazi pozitif akimlarin, disar1 dogru olan
repolarize edici pozitif akimlar1 neredeyse dengelemesi platonun temel nedenidir. Daha

acik bir ifadeyle, bu evrede L-tipi Ca®* kanallarindan iceri dogru Ca*" girisine karsilik,



yavas aktive olan K' (gecikmis dogrultucu akim; Is) kanallarindan K*  disan

¢ikmaktadir. Tiim bunlarin yaninda l,’da erken asamada platoya katkida bulunmaktadir.

Faz 3: Platoyu takip eden son repolarizasyon evresidir. Yavas aktive olan Ik artar ve
baskin hale gelirken, bu sirada inaktivasyon nedeniyle L-tipi Ca®* akimi (Ica.) zamanla

azalir. Bu akimin inaktivasyonu olmamasi uzun siireli olarak goriilmesine sebep olur.

Faz 4: Dinlenim potansiyeli ventrikiil hiicreleri i¢in dordiincii fazdir. Bu donemde hiicre
zarinin yiiksek K' gegirgenlige sahip olmasi nedeniyle dinlenim zar potansiyeli K*
denge potansiyeline yakin bir deger almaktadir. Biiyiik 6lciide igeri dogrultucu K* akimi

(Ik1) denen bir tip akim tarafindan belirlenen bir dinlenim potansiyelinden s6z edilir.

2.2.3. Potasyum Kanallari

Potasyum kanallar1 kardiyak miyositlerdeki en kalabalik kanal proteini grubudur ve
bircok amaca hizmet ederler. Bu amagclar icinse fizyolojik dinlenim potansiyelleri
kapsaminda ¢ogunlukla disar1 dogru akim iiretirler ve dinlenim zar potansiyelini K
denge potansiyeline cekmeye calisirlar. Yapisal olarak ikiye ayrilirlar. Na* ve Ca*
kanallarinin  ¢ogu gibi depolarizasyon ile aktive olan K* kanallar1 bir grubu
tanimlamaktadir ve bu grubun bazi {iiyeleri inaktivasyon fazi gosterirken bazilar
gostermemektedir. Ikinci grup ise iceri dogrultucular grubu; bu grubun iiyeleri ligand

kapili kanallardir ve transmembran Segment sayilari daha azdir..

Kalpte K* kanallarinin igeri dogrultucu ozelligi fonksiyonel olarak ¢ok &nemlidir.
Aktivite esnasinda hiicre ici K™ kaybini smirlayarak, AP nin uzun plato fazina izin verir.
Eger AP siiresince K* gegirgenligi diismeseydi, biiyiik bir elektrokimyasal siiriicii kuvvet
ile disar1 dogru biiyiik K* akimlar1 olurdu. Bu igeri dogrultucu akimlar bu baglamda
duragan ve dengeli bir AP plato fazi saglamaktadir. AP’ nin plato fazinin ve dinlenim zar
potansiyelinin belirlenmesinde bu kadar 6nemli rollere sahip olan potasyum kanallar
ailesi bircok alt grubu ile pek cok calismaya konu olmustur. Bunlardan AP’de
gerceklesen degisimleri oOzelliklede uzamalart aciklamaya c¢alisan modellerde
incelenmesi 6ncelikli hale gelen iki tanesi Ix; ve ly,’dur(Algalarrondo and Nattel, 2016;
Tay ve ark., 2016).



ice Dogrultucu Potasyum Akimlari (Ix1)
Iz dinlenim zar potansiyelinin K™ denge potansiyeline yakin yerlerde sabit kalmasi ve
diizenlenmesini saglayan K" kanallarinca olusturulur. Bu akimlarin Kir2.1 kanal proteini
yardimiyla olustugu belirlenmistir (Kubo ve ark., 1993). Pacemaker hiicrelerinde yok
denecek kadar azdir, hatta SA’da olmadigi sdylenmektedir (Irisawa ve ark., 1993). Bu
durum bu hiicrelerde kendiliginden AP olusumuna yardim etmektedir. Bunun sebebi
daha az lx; akiminin Iy, Ve lca ’ni iistesinden gelmeye calismasidir. Netice olarak bu
durum ardisik tretilebilen AP’ler olusturmaktadir. Ix; akiminin bu etkisi membran

potansiyelinin diizenlenmesinde ne kadar 6nemli oldugunu agik¢a gostermektedir.

Potasyum gegirgenligi (gk) hiicre disinda bulunan K* miktarma baglidir. Hiicre dis1 K
artisgina hiperkalemiya denir. Potasyum iyonlarinin gecirgenliginin degismesiyle Ina
dinlenim potansiyelini AP olugmas1 i¢in gerekli esik seviyesine yiikseltir. Ix; hakkindaki
en temel sdylem ve gosterim AP sirasindaki zar potansiyeli degisiminde
repolarizasyonun son agsamasina onemli katkida bulunmasidir. Protein kinaz A (PKA)
tarafindan modiile edilmedigi diisiiniilen bu kanal, AP’nin plato ve tepe (peak) kismina
yiiksek siiriici kuvvet etkisine ragmen miidahil olabilecek diizeyde degildir. Yalnizca
AP olusumunun son asamasinda membran potansiyelinin uygun seviyeye cekilmesi

gorevini tistlenir(Lee ve ark., 2016).

Gecici Disar1 Dogru Potasyum Akimi (Iy,)
Gegici disar1 dogru potasyum akimlan (I,) Ca®" ile aktive olan CI” akimlari ile birlikte
AP’nin erken repolarizasyon evresine katkida bulunmaktadir. Bu potasyum kanallari
dinlenim zar potansiyelindeki degisime gore hizli aktivasyon ve inaktivasyon gosterirler.
Iki temel bileseni olduguna inamlmaktadir. Bunlar hizli (I fast)ve yavas (Iyosiow) Olarak
adlandirilir ve sorumlu olan kanal proteinleri de hizli Iy, icin Kv 4.2 ve Kv 4.3, yavas
icinse Kv 1.4°tiir (Nerbonne, 2000; Nerbonne ve ark., 2001; Xu ve ark., 1999). Bu iki
akimda son derece hizli olmalarina ragmen liofst 5 milisaniyeden kisa siirede aktif ve
100 milisaniyeden kisa siirede inaktif olur. Aktivasyon siiresi hemen hemen ayni olan
lto stlow aktmi ise 200 milisaniyeden kisa siirede inaktif olmaktadir. Iki akimin da sebebi

olan kanala aminopyridine ile inhibe edilebilmektedir.



Insan ve gelincik ventrikiillerindeki epikardiyal ve endokardiyal hiicrelerde, hizli
inaktivasyon ve bu inaktivasyondan dontisteki yiiksek Ii, nedeniyle transmural gradyent
olusmaktadir (Brahmajothi ve ark., 1999). Kopeklerde ise daha hizli repolarizasyon ve
kisa AP olusumunda 5-6 kat daha fazla lifst akimi goriilmektedir. Kimi hastalik
modellerinde disik I, AP uzamasmin temel nedenlerinden biri olarak
gosterilmektedir(Grubb ve ark., 2015; Liu ve ark. 2015). Yine bazi hastalik
modellerinde izoformlarinda ciddi ekspresyon artis1 olabilmektedir(Qi ve ark., 2015).
Yenidogan (neonatal) sigan ventrikiillerinde belirlenen Iisow fenotipleri yetiskinlerde

lo fast Olarak belirmektedir (Wickenden ve ark., 1997).

2.3. Kardiyak Hipertrofi

2.3.1. Hipertrofinin Tanmim ve Sitmflandirilmasi

Kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskilendirilmesi agisindan siklikla kullanilan bir terim
olan “hipertrofi” Yunanca hyper (normalden fazlasi) ve trophe (besin, beslenme)
kelimelerinin birlesmesinden olusan ve normal boyutlardaki bir organin asiri
biiyiimesini, genislemesini belirtmek i¢in kullanilan bir kelimedir. Ozet olarak hipertrofi
kelimesi kalbi tanimlamada kullanildiginda normal olmayan durumu belirtmek icin
kullanilir. Bir ¢gocugun yas1 ilerledikge biiyiiyen kalbi de ilk bakista hipertrofi tanimina
girer ve burada kelime anlami agisindan bir bosluk yaratirmig gibi goriinse de bu tip
morfolojik olarak olagan biiyiimelere 6trofi (eutrophy) denir. Bu olagan biiyiime disinda
gerceklesen genisleme ve kiitle artislarina hipertrofi denir. Gelisim siirecinin neticesine

gore fizyolojik ve patolojik olarak ikiye ayrilir.

Saglikl1 hipertrofinin goriildiigii pek ¢ok durum vardir. Ozellikle atletler ve hamilelerde
kalp fizyolojik olarak oldukga biiyiir. Bu oran normal bir insana gore profesyonel bir
atlette %60°lik bir artis olabilir. Ote yandan sagliksiz hipertrofi yani patolojik hipertrofi
daha cok hipertansiyon, miyokardiyal enfarktiis ve kalp kas1 problemleri ile ortaya cikar.
Yaygin sekilde smiflandirma hipertrofinin olusma yoluna gore yapilir, ¢linkii bu yol
olusumda farkliliklara yol agmaktadir. Vazodilatasyon sonras1 hacim yiliklemesine bagl
olarak olusan hipertrofilerde, ventrikiil i¢ hacmi asir1 artis gostererek kalbi patolojiye
gotiirlir ve bu duruma eksantrik (eccentric) hipertrofi denir. Buna karsin eger hipertrofi

basing artigsina bagli olarak gelisiyor ise buna konsentrik (concentric) hipertrofi denir.
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Sekil 2.3. Kardiyak hipertrofinin fizyolojik ve patofizyolojik gelisimi (Maillet ve ark., 2013). Seklin sol
tarafinda bir kalbin fizyolojik hipertrofiye giderken ne sekilde gelistig§i ve fizyolojik bir
hipertrofide eksentrik ve konsentrik gelisimin nasil oldugu gosterilmistir. Sag kisimda ise

patolojik olarak olusan hipertrofi ile bu gelisimlerin nasil oldugu gosterilmistir.

2.3.2. Hipertrofinin Epidemiyolojisi

Kardiyak hipertrofinin ilk kez kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in 6nemli bir risk faktorii
oldugu tanimlanmasi yaklasik 50 yil 6nce Framingham Heart Institute tarafindan
yapilmistir. SVH genel nufiista nerdeyse %20 oraninda goriilmektedir. Bu oran siyahi,
yasli, obez ve hipertansiyon hastalarinda daha da yiikselmektedir(Weber, 1988). SVH ve
sistolik diastolik kan basinci arasindaki artis iligkisi gosterilmis olmakla birlikte (Levy
ve ark., 1988) bu durum SVH’yi tek bir nedene baglamak icin yeterli degildir. 40 yas
istli insanlarda cinsiyet bagli farkliliklar1 anlamak adina yapilan ¢alismada 40-49 yas
araliginda erkeklerin nerdeyse %30’u risk altindayken, kadinlarda bu oran %20’ler
civarinda bulunmustur. Bunun yaninda ilerleyen yaslarda erkeklerin risk durumu sabit

kalirken, kadinlarin neredeyse %50sinin yiiksek risk grubuna girdigini tespit
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edilmistir(Levy ve ark., 1988). SVH artik sadece bir adaptasyon olarak algilanmaktan
uzak bir durumdur. Hatta miyokardiyal enfraktiis, ritim bozuklugu, kalp yetmezligi ve

ani Oliimler gibi durumlarin 6nemli bir risk faktorii oldugu kabul edilmektedir.

Bu alanda yakin zamanda Almanya’da gerceklestirilmis bir calismada normal
popiilasyondan segilen 1678 vaka kullanilmig ve bu ¢alismada SVH’nin artan morbidite
ve mortalite ile birlikte bu popiilasyon iizerinde de dnemi gostermistir. Bu ¢aligmada sol
ventrikiil kiitle indeksi ile iiriner atilim arasindaki iligki cinsiyet, yas, kan basinci, viicut
Kitle indeksi ve diabetin varligi gibi faktorler g6z Oniinde bulundurularak analiz
edilmistir. Sonugta orta yas grubunda erkekler ile kadinlar risk durumlari birbirine
yakinken, ileri yaslarda kadinlarin SVH i¢in daha fazla risk altinda olduklar
belirlenmistir(Lieb ve ark., 2006).

2.3.3. Deneysel Hipertrofi Modelleri

Bir adaptasyon refleksi olarak gerceklesen kardiyak hipertrofinin bir¢ok nedeni vardir.
Bu nedenler baz alinarak olusturan deney modelleri ile refleks tetiklenir ve hastalik
modeli {izerindeki ¢aligmalara imkan tanir. Pek ¢ok hastalik modelinde oldugu gibi ilgili
genler iizerinde olusturulan manipiilasyon ile ortaya ¢ikan knock-out ve knock-down
modeller, madde uygulamalar1 ile olusturulanlar, egzersiz ve gebelik ile olusturulan
modeller, bagka bir hastalik modeli tizerinden dolayli olarak olusturulanlar ve cerrahi
girisim sonucu olusturulanlar. Bunlardan insanlarda olusan patolojilere en uygun sekilde
gelisenleri ise cerrahi girisim ile olusturulanlardir. Cesitli cerrahi girismeler sonucu
olusturulabilen patolojik hipertrofi i¢in en c¢ok kullanilan ikisi hacim artisina dayali
hipertrofi modeli i¢in abdominal aort fistiilii ve basing artigina dayali hipertrofi modeli

i¢in transvers aort daraltmasidir.

2.3.4. TAK Kaynakh Hipertrofi de Gerg¢eklesen Degisimler

Transvers aort daraltmasi basinca dayali kardiyak hipertrofi modelinin olusturulmasinda
siklikla kullanilan bir yontemdir. TAK kalpten ¢ikan aort damarmin dallanmaya
basladig1 noktada sol karotid arterin hemen Oniinden bir aparat yardimi ile damarin
daraltilmasi sonucu olusur. Baslangicta TAK kasilma kuvvetinde belirgin bir artis ile
birlikte kompanse hipertrofi olusturur. Belirli bir zaman sonra bu hemodinamik basing
artis1 maladaptif olur ve kardiyak dilatasyon olusturur. Insanlarda gerceklesen patolojik
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durumu mimik etmek i¢in (Rockman ve ark., 1991) uygulanan bu yontem giiniimiizde
son derece yaygin sekilde kullanilmaktadir. Sag ve sol karotid arter arasindan yapilan bu
uygulama artan art-yiik ile sol ventrikiil {izerinde ciddi bir baski olusturur. Bunu
kompanse etmek i¢in kasilma giiciinii artiran sol ventrikiil zaman i¢inde fibril yapisinin
bozulmasi, artan kollojen miktar1 ve bunlara bagimli olarak kasilma giiciinde ki azalma

ile patolojiye gitmektedir(deAlmeida ve ark., 2010).

Kalpte kompanse hipertrofiden dilate kalp yetmezligine gegisin gergeklestigi siirecte
hiicresel ve molekiiler degisimler artmakta ve sonunda sistolik ve/veya diyastolik
fonksiyonun bozulmasiyla sonuclanmaktadir(Kehat and Molkentin, 2010). Bununla
birlikte kardiyak hipertrofide yapisal degisikliklerin yaninda elektriksel aktivitenin ve
iyonik dengenin bozuldugu ve genellikle elektriksel yeniden modellenme olarak
adlandirilan bu siiregler dizisinin aritmiyogenezden kaynaklanan kardiyovaskiiler
morbidite ve mortilite riskini 6nemli dl¢iide arttirdigr iddia edilmektedir(Wang ve ark.,
2001). Calismalar EKG ile yapilan dlgtimlerde uzamis QT ve QRS durumunu patolojik
hipertrofi ile iligkilendirilmistir(Boulaksil ve ark., 2010). Bunun yaninda kardiyak
hipertrofinin deneysel modellerinde tutarli sekilde AP siiresinin uzamasi gozlenmistir.
Kardiyak yeniden modelleme sirasinda gergeklesen AP siiresi uzamas:t K' akim
yogunluklarindaki azalma ile iliskilendirilmistir(Beuckelmann ve ark., 1993,
Marionneau ve ark., 2008). Ozellikle repolarize edici li, akimindaki azalma pek ¢ok
caligmada bu uzamadan sorumlu olarak gosterilmistir(Kéab ve ark., 1998; Lebeche ve
ark., 2006; Tomaselli and Marban, 1999). AP siiresindeki uzama ve Ii,’daki azalma
kompanse hipertrofi modellerinde de gozlenmistir(Bailly ve ark., 1997). Elektriksel
yeniden modellemeye iliskin tartismalar igerisinde lcy. ve NCX’in aktivasyonuyla
ortaya ¢ikan akimlardaki (Incx) degisikliklerin AP seklini degistirebilmesi durumu da
vardir. Bu akimlar hiicre i¢i Ca®* reglilasyonunu etkileyerek kontraktil aktivitedeki
anormalliklere  zemin hazirlamaktadir. Hem kardiyak aksiyon potansiyelinin
repolarizasyonunda, hem de hiicre i¢i depolardan Ca*" salmimmnn tetiklenmesinde rolii
olan LTCC’nin etkisine iligkin birbirinin zitt1 bulgulara literatiirde rastlanmaktadir (Pitt
ve ark., 2006; Wang ve ark., 2008). NCX ile ilgili bircok kalp yetmezligi ve hipertrofi
modelinde ekspresyon ve fonksiyonunda artis gézlendigi sOylenirken bazi modellerde

azaldig1 da gdzlenmistir (Antoons ve ark., 2012; Hasenfuss and Pieske, 2002). Ozetle,
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Ca’* diizenleyici mekanizmalardaki bozukluklar ve hiicre i¢i Ca?* ([Ca®'];) seviyesindeki
degisiklikler hipertrofide gozlenen 6nemli elektrofizyolojik anormalliklerin temelinde

yatan mekanizmalar1 olusturabilmektedir.

2.4. G-Proteinleri ve Genel Ozellikleri

Tiim hiicreler kendilerinde bulunan transmembran sinyal sistemi sayesinde hiicre i¢i ve
disinda gergeklesen olaylardan haberdar olur, bunlara yanit iiretebilir ve diger hiicreler
ile iletisim saglayabilirler. Bu iletim sistemi iki temel bilesenden olusmaktadir; reseptor
ve efektor. Reseptor Ozellesmis bolgeleri yardimiyla mesajin algilanmasini  ve
coziimlenmesini saglarken, efektor ise reseptoriin yonlendirmesi ile hiicre i¢i sinyali
olusturmaktadir. Hiicre disinda bulunan sinyallerin hiicre icine etkisi genellikle dort ana
mekanizma {izerinden gerceklesmektedir; enzim aktivitesine sahip reseptorler,
hidrofobik molekiillerin hiicre zarindan difiizyonu, iyon kanallar1 ve G protein kenetli

reseptorler.

Heptahelikal olarak adlandirilan reseptorlerden olan G protein kenetli reseptorii (GPCR)
membrani yedi kez gegen alt birimi, hiicre disinda bulunan N terminali ve hiicre i¢inde
bulunan C terminali ile bu aileye dahil olmustur (Patel, 2004). Lipitler, biyojenik
aminler, peptitler, proteinler, niikleotitler gibi ¢esitli uyaranlarca etkinlesen GPCR’ler,
heterotrimerik G proteinlerine kenetlenerek enzim ya da iyon kanallar1 gibi ¢esitli
efektor etkinliklerini diizenlemektedir. A, B ve C olmak iizere ii¢ aileye ayrilan
GPCR’lerin 1000’den fazla iyesi oldugu bilinmektedir (Kolakowski, 1994). G
proteinlerinin hiicre disinda olusan degisimleri hiicre i¢inde bir eyleme doniistiirme isine

GPCR’nin alt tinitelerindeki yonelimler karar verirler.

Hiicre zarinin sitoplazmik kisminda yerlesik heterotrimerik G proteinlerinin a, B ve y
olmak {iizere {i¢ alt birimi verdir. Bu proteinler kii¢iik monomerik Guanizin Trifosfat
(GTP) baglayan proteinleri de kapsayan GTPaz {ist ailesinin iiyesidir (Wettschureck and
Offermanns, 2005). Binden fazla hiicre yiizey reseptorii ile birlesme saglayarak enzimler
ve iyon kanallar1 {izerinde efektor olabilen G proteinleri aracilifi ile bir¢ok olay
gerceklesmektedir. Hiicre biiylimesi ve farklilasmasi, hormonal degisimler, ndronal
etkiler ve duyusal algilama gibi olaylarla iligkisi saptanan G proteinlerinin isleyis
mekanizmalari ise olduk¢a karmasiktir.
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Sekil 2.4. G Protein kenetli reseptor (GPCR) (Neumann ve ark., 2014). Sekilde bir GPCR’yi olusturan
transmembran pargalar ve bunlarin u¢ kisimlarinda bulunan terminal noktalar gdsterilmistir.

GPCR ailesinde N-terminal hiicre diginda C-terminal kismu ise hiicre i¢inde bulunmaktadir.

G proteinlerinin kendine 6zgii yapist sayesinde sinyal sistemlerinde genis bir ¢esitlilik
s0z konusudur. Modiiler yapisi bircok farkli mesaj i¢in farkli mekanizma ortaya
cikarmasini saglamaktadir. 20 o, 5 B8 ve 13 v alt birimi tanimlanabilmistir (Landry and
Gies, 2002). Molekiil agirliklar: farklilik gosteren bu alt birimlerden a-alt birimi GTPaz
aktivitesinden sorumlu boélgeyr ve guanin niikleotit baglanma bolgesini icerir. Bu
ozellikleri ile G proteinlerinin reseptor ve efektor arasindaki etkilesimin belirleyicisi
konumundadir. Nitekim bu ¢esitlilige sahip olan a-alt birimi kendi i¢inde dort alt gruba
ayrilir; Gos, Gai, Gog ve Gayz (Landry and Gies, 2002). Bugiine kadar 16 genin iiriinii

olan 20 a-alt birimi tanimlanmustir.

Biitiin dokularda bulunmas1 sebebiyle adenilat siklaz sistemi ve siklik guanin mono
fosfat (cGMP) fosfodiesteraz yolaklar1 G protein yapilarinda reseptor-efektor iliskisini
aciklamak icin kullanilmistir (Vaughan, 1998). Gos ailesinin iiyelerini etkinlestirerek
adenilat siklazi uyaran ve cGMP sentezi artiranlar hormon ve koku reseptorleridir. Dort
farkl1 Gas polipettiti sentezlenmesinin yani sira ortaya cikarilan sekiz adenilat siklaz

formunun tamaminin Gos ile uyarilabildigi aym1 zamanda da voltaj kapili Ca*
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kanallarmi uyardig1 ve kardiyak Na® kanallarim baskiladigi anlasilmistir (Mattera ve
ark., 1989; Schubert ve ark., 1989). Gaj1, Gojp, Gajz olmak iizere 3 tipi bulunan Ga;
adenilat siklazin baskilanmast ve siklik adenozin mono fosfat (cAMP)
konsantrasyonunda azalmaya neden olmaktadir. Bulunduklar1 bélgeler ve etki ettikleri
olay sebebiyle bazi diger tipleri de bulunan Go,; ailesinin bazi bilesenleri arasindaki
benzerlik %80’leri bulmaktadir (Stryer, 1986). Birgok norotransmitter ve biiylime
faktoriiniin Fosfolipaz C’yi uyararak etki gosterdigi ve Fosfolipaz C’nin diagilgliserol
gibi ikincil yolaklar1 aktive ettigi bilinmektedir (Hepler and Gilman, 1992). Bu ikincil
yolaklar iizerinde Goy ailesinin iiyelerinin etkileri ¢esitli calismalarla gosterilmistir. Etki
bolge ve gorevlerine gore pek ¢ok ¢esidi bulunan Gaygq ailesinin {iyeleri arasinda Gag ve
Gay; arasindaki benzerlik %88 oranindadir (Hepler and Gilman, 1992). Gai, ve Gogs
pek ¢ok yerde bulunmasima ragmen etkileri tam ¢dziilememis, yalmzca Na*/H" degis-
tokuscusunu veya c-jun NH-terminal kinaz efektorlerini uyardigi ve bu sinyal
yolaklarim1  indiikledikleri  gosterilmistir  (Dhanasekaran and Dermott, 1996;
Wettschureck and Offermanns, 2005).

G-proteinleri igerisinde bulunan bir diger grupta kiigiik G proteinleridir. Rho bir kiiciik
guanin niikleotid bagl proteindir. GTP bagh proteinlerin Ras ailesinde olduklar1 bilinen
Rho 3 ana gruba ayrilir; RhoA, RhoB, RhoC. Bunun yaninda Ras ailesinin bagka tiyeleri
de tanimlanmistir; Rocl, Roc2, Cdc42 ve TC10 (Reuther and Der, 2000). RhoA
kardiyomiyositlerde sik¢a gozlenen bir proteindir ve ROCK aktivasyonun onciisii
konumundadir. ROCK ailesi de kendi iginde iki gruba ayrili ROCK1 ve ROCK2. Bu
proteinler hiicre morfolojisi,  hiicre mortalitesi, fokal adhezyon ve hafif zincir
fosforilasyonu gibi durumlarda gorev alirlar(Riento and Ridley, 2003). Bu proteinlerin
inhibitorleri araciligiyla yapilan deneylerde hipertansiyon, hipertansif vaskiiler
hastaliklar ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin hipertrofik yanitim1 indiikleyen
angiotensinll’ye (Angll) aracilik ettigi gosterilmistir(Masumoto ve ark., 2001; Mukai ve
ark., 2001).

Ang II gibi norohormonal faktorler aracilig: ile aktif duruma gelen RhoA ve GATA-
4’tin Gq-ROCK sinyal yolagi iizerinden hipertansiyondaki sol ventrikiil hipertrofi

stirecine kontraktil fonksiyonlar1 bozarak etki gosterdigi tespit edilmistir(Rashid ve ark.,
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2009). RhoA’nin hipertrofide asir1 eksprese oldugu fare galismalarinda gosterilmistir.
Kardiyak hipertrofide RhoA’nin olast rolii HMG-CoA rediiktaz inhibitorii ya da

statinlerin kullanildig1 ¢alismalarda indirek olarak gosterilmistir(Yu ve ark., 2014).

Biogenic aminler Amino asitler ve ivonlar Lipid
Noradrenaline, dopamine, Glutamate, kalsium, LPA, SIP, prostaglandins, leukotrienes
5-HT, histamine, GABA

Peptitler ve Proteinler

acetylcholine . 1 ) . o
/'— Chemokines, angiotensin, thrombin, bombesin, endothelin, bradykinin

Diger
Light, edorants, nucleotides

m— PLCJ
Iyon Kanallari

Bivoloji Cevaplar

s L Proliferasyon, hucre yasami,
T Tee.l farkllagma, taginma,

. anjiyogenez, metastaz, kanser

GTP GTP GTP GTP ~

Alt Tipler

Gl:(s GCCH-J Gaq' Gc"m Gau smmEmEma.,
GoLy, Gat, Got, Goty, Gt 1 Gay Y.
Gusolf G[xr Gagust

Effektor

Adenil Siklaz Adenil Siklaz PLCP PIIS-RhoGEF
Axin Fosfodiestaraz Lbc LARG -
T(cAMP) Fosfolipazlar T(Ca®) PDZ—RhoGEF

PKA LcAMP) PKC AKAP-Lbc

Rho Rho

Sekil 2.5. G Proteinler ve alt birimleri ile etki mekanizmasi (Dorsam and Gutkind, 2007). Sekilde G
proteinlerinin alt birimleri detayli olarak gdsterilmis ve bu alt tiplerin efektorleri listelenmistir.

Sag alt kistmda ise bu efektorlerin aktivitesi ile ortaya gikan biyolojik cevaplar listelenmistir.
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2.5. RhoA/ROCK Yolag: ve Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Ug farkl cesidi arasinda %85 oraninda benzerlik bulunan Rho GTPazlar icinde RhoA,
integirinler, biliylime faktorleri, adhezyon molekiilleri ve hormonlar tarafindan en fazla
aktive edileni oldugu i¢in en ¢ok caligilanidir da. Bir¢ok protein RhoA’nin hedef proteini
olarak tanimlanmistir. Bu hedef proteinlerden bazilari; PAK (p21-aktive kinaz) ailesi,
ROCK, miyosin fosfotazlar, prin kinaz, Rhophilin, Rhotekin, sitron, ve GDIA dr.

GTP-bagh kiigiik proteinlerden biri olan RhoA’nin ve iligkili sinyal yolaklarmin asagi
kademelerdeki (downstream) en iyi tanimlanmis hedeflerinden olan ROCK ailesinin
bilinen iki izoformu vardir; ROCK1 ve ROCK2. Bu izoformlarin insanda yaygin olarak
eksprese oldugu bilinmektedir. RhoA/ROCK yolaginin aktivitesi sonucu hiicre
morfolojisi, motilite, sekresyon, proliferasyon, gen ekspresyonu gibi ¢esitli hiicresel
fonksiyonlarmin yaninda, vaskiiler tonusun diizenlenmesi ve inflamasyon gibi etkilerin
olustugu bir takim caligmalar ile gosterilmistir(Dong ve ark., 2010; Ren and Fang,
2005). Bunlarin yaninda, miyokardiyal enfarktiis, hipertrofi ve diyabetik
kardiyomiyopati gibi bir¢ok kardiyovaskiiler hastalik modelinde hem ekspresyon hem de
aktivite artis1 oldugu s6ylenen RhoA ve ROCK’un (Dong ve ark., 2012; Guan ve ark.,
2012), etkin halinin kardiyak anormalliklerin patogenezinde 6nemli rolii oldugunu
diistindiirmektedir. Cesitli hayvan deneyi modellerinden ve insanlardan elde edilen
veriler hipertrofi ve kalp yetmezliginde ROCK aktivitesinin belirgin sekilde arttigini, bu
kinazlarin ¢esitli inhibitorleri kullanildiginda ise hipertrofide azalma oldugunu

gostermektedir (Dong ve ark., 2012).

Cesitli norohormonal faktorlerin aktive edebildigi RhoA/ROCK sinyal yolaginin
hipertrofiden kalp yetmezligine gecis siirecinde dnemli etken oldugu disiiniilmektedir.
TAK yontemiyle kalbe uygulanan akut basing yliklemesinin RhoA ve ROCK aktivitesini
arttirdig1 ve artisin 30 dakikada en yiiksek seviyeye ulastigi belirlenmistir(Torsoni ve
ark., 2003). Ang II ile inkiibe edilen siganlarda RhoA/ROCK aktivasyonu ile birlikte
kardiyak hipertrofi tetiklenmektedir (Hill, 2003; Reiken ve ark., 2003). Ang II’nin
indiikledigi sol ventrikiil hipertrofisi dort haftalik Fasudil uygulamasi tedavi dozuyla
orantili diizeyde azaltmakta ve oksidatif stresi de ROCK aktivitesiyle birlikte

baskilamaktadir. Yine Higashi ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada
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hipertansif si¢anlardaki hipertrofi modelinde de ROCK inhibitérii fasudil ile
RhoA/ROCK sinyal sistemi elemanlarinin aktiviteleri ve NAD(P)H oksidaz ekspresyonu
da azaldig1 gosterilmistir(Higashi ve ark., 2003). Tiim bu ¢alismalar RhoA/ROCK sinyal
yolaginin aktivasyonunun kardiyak hipertrofiye bagli yetmezligin patogenzinde yer

almakta oldugunu gostermistir.

Diger kalp yetmezliklerinde oldugu gibi diyabetik kalpte de artan RhoA/ROCK yolag1
aktivitesi diyabetli kalbin kasilma fonksiyonlarini belirgin sekilde diizeltmektedir(Zhou
ve ark., 2011). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada kalp yetmezligi olan insanlarda
ROCKI1, ROCK2 protein seviyelerinin ve RhoA aktivitesinin belirgin bi¢imde arttig1
gosterilmig, boylece ROCK aktivitesinin kalp yetmezliginin patofizyolojisinde ve
gelisiminde rolii oldugu ve risk gostergesi olarak degerlendirilebilecegi iddia edilmistir
(Dong ve ark., 2010). RhoA’nin AP’nin repolarizayonunda 6nemli yeri oldugu ve lk;’i
aktive etmek suretiyle AP siiresini uzatabilecegi ve kalbin elektriksel iletimini

etkileyebilecegi ileri siiriilmiistiir(Wang ve ark., 2007).

Hiicre i¢i pek cok yeniden modellemede etkisinden bahsedilebilen RhoA/ROCK
yolaginin, kardiyak hipertrofiye olan etkisi elektrokardiyografi gibi daha genel
metotlarla yapilmis, kalbin elektriksel yeniden modellenmesindeki rolii ve buna yol agan
iyonik mekanizmalarin molekiiler diizeydeki degisimleri iizerine olan etkisi yeterince
arastirilmamistir. Yapilan ¢alismalarda elde edilen bazi bulgular su sekildedir; uzamis
QT sendromu, AP siiresinin uzamasi, bozulan miyofibril yap1 ile birlikte kontraktil
ozelliklerin kaybedilmesidir(Amano ve ark., 2010; Lin ve ark., 2007). Bu degisimler
normal olarak iyonik boyutta da goriilmekte ve tespit edilebilmektedir. Kontraktil
parametrelerdeki azalma Ca®* akimindaki azalma, AP’deki uzama iliskili iyonik
akimlarinin degisimlerinin incelenmesi sureti ile ¢alismalara konu edilmistir(Li ve ark.,
2012; Phrommintikul ve ark., 2008; Surma ve ark., 2011). Gergeklesen degisimler
kaynakli ortaya pek ¢ok etki sayisiz ¢alisma ile belirtilmistir. Bu etkinin detaylandirilmis

mekanizmalari ise yeni ¢calismalar ile aydinlatilmay1 beklemektedir.

18



2.6. RhoA/ROCK Yolag Inhibitorii: Fasudil

Rho-kinazlarin (ROCK) kii¢ilk GTPaz ailesinden RhoA’nin ana hedefi oldugu
bilinmektedir. Hiicrede pek c¢ok yapisal aktivite ile iliskilendirilen ROCK, seg¢ici
inhibitorleri; Y27632 ve Fasudil’in kesfinden sonra ciddi bir ¢alisma alani oldu ve daha
detayli sekilde incelendi (Shi and Wei, 2013). Son yillarda ¢ikan ¢alismalarda ROCK
inhibisyonun noérolojik hastaliklar, metabolik hastaliklar ve kanser gibi pek ¢ok
hastaligin tedavisi i¢in kullanilabilecegi soylenmistir (Amano ve ark., 2010; Hahmann
and Schroeter, 2010; Zhou and Li, 2012).

Ozellikle vazokonstriktor etkisi olan hastalik modellerinin tedavisinde siklikla denenen,
ROCK1 ve ROCK2 ATP-bagimli kinaz domainini hedef alan fasudil, pek ¢ok kalp
hastalig1 iliskilendirilip, ¢alisilmistir(Asano ve ark., 1987). Fasudil insan iizerinde
kullanilma onayr almig tek ROCK inhibitoridiir(Shibuya ve ark., 1992). Klinik
uygulamalarda 6nemli bir durum olan, kimyasalin diger ilag kompleksleri ile uyumu
bakimindan fasudil 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde ¢ok biiyiik bir
basar1 elde etmistir. Bu uyumun bazi 6rnekleri sunlardir; nitrogliserin ile fasudil koroner
spazm hastalarinda katlanan etki ile vazodilatasyon saglamistir(Otsuka ve ark., 2008),
imidapril ile fasudil unilateral ireter konstriikksiyon kaynakli renal intersitesyal
fibrosizde azalmaya neden olmustur(Takeda ve ark., 2010), prostacyclin ile fasudil

pulmuner hipertansiyonda anlamli diizelmeye yol agmisti(Tawara ve ark., 2007).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Akdeniz  Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali biinyesindeki
laboratuvarlarda gergeklestirilen bu ¢alismada 8 haftalik Wistar cinsi 60 adet erkek si¢an
kullanilmistir.  Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
09.06.2014 tarihli kararma dayanarak, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar: Bakim ve Uretim Unitesinden temin edilen siganlar igin gruplara ayrilma
islemi yapilmistir. Ardindan sicakhign 22 £2 °C olan ve 12 saat giin 15151 12 saat karanlik
periyodu uygulanan bir odada her bir kafeste en fazla 4 hayvan olacak sekilde su ve yem

kisitlamasi olmaksizin tutulmuslardir.

Siganlar ¢alismanin basinda aort konstriksiyonu yapilacaklar (n=40) ve konstriksiyon
yapilmadan, sadece cerrahi operasyon uygulanacak hayvanlar olmak iizere ikiye ayrildi.
Baglama yapilmadan opere edilen ikinci grup siganlar SHAM grubu olarak kullanildu.
Baglama yapilan sicanlar ise kendi iglerinde ikiye ayrilarak tedavi uygulanmayan TAK
ve fasudil uygulanan TAK (T+F) gruplar1 olusturuldu.

0 11. hafta
1. hafta |
TAC Fasudil ( 5 mg/kg )

Sekil 3.1. Tedavi grubuna uygulanan fasudil gésterimi

Deneyin baslangic asamasinda yapilan bu rastgele ayrim ile her biri 20 sicandan olusan

3 grup ile deneye baslanmustir.

e SHAM grubu (n=20)
e TAK grubu (n=20)
e T+F grubu (n=20)
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3.2. Transvers Aort Konstriksiyonu

Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari Bakim ve Uretim Unitesi Cerrahi kisminda
gerceklestirilen operasyonlarda sicanlar izofloran kullanilarak uyulduktan sonra
ventilasyon cihazina baglanarak operasyona hazir hale getirildi. G6giis kafeslerinin ilk

tic kemigi kesilerek aort aciga ¢ikarildi ve tizerine 22 G kaniil konularak 5-0 iplikle

baglanmak suretiyle aort daraltildi. Kaniil ¢ekildikten sonra gogiis kafesi hizlica

\ __— Descending

kapatilarak sican uyandirildi.

Site of transverse Aorta

Aortic constriction

Sekil 3.2. TAK operasyonunda baglama yapilan noktanin gosterimi

Operasyonun ardindan bir haftalik iyilesme siirecine birakilan si¢anlara ilk ii¢ giin 32
mg/kg/giin gentamisin ve 4 mg/kg/giin tramadol hidrokloriir intramiiskiiler olarak
enjekte edildi. Cerrahi girigsimin iizerinden bir hafta gegmesinin ardindan siganlara gavaj
uygulamasina bagslandi. 10 hafta boyunca, hafta basinda yapilan kilo tartimina gore

hesaplanarak, T+F grubuna fasudil, diger iki gruba ise su verildi.

3.3. Kardiyak Miyositlerin izolasyonu
Deney gruplarinda bulunan hayvanlarin Kalpleri anestezi altinda (50 mg/kg sodyum
pento barbital) hizl bir sekilde ¢ikarildiktan sonra aort kaniilasyonu yapilmis Langendorff

sistemine baglanmuistir.

Daha 6nceki ¢alismalarmmzda kullandigimiz enzimatik yontem takip edilerek asili kalpler dnce
icerigi (mM): 137 NaCl; 5,4 KCI; 1,2 MgSQy; 1,2 KH,POy; 5,8 HEPES; 20 glukoz olan
ve pH 7.2 dengesinin saglanmasi i¢cin % 100 O; ile gazlanan, kalsiyumsuz perfiizyon
sollisyonu ile 5 dakika yikanmistir. Arkasindan, kalbin iizerinden 20-25 dakika siiresince ayni
sollisyon i¢inde hazirlanmis kollajenaz (Roche, Collagenase A type) (0,7 mg/ml) ve proteaz

(0.06 mg/ml) karisimi enzim gegirilip uygun kivama ulasildiginda, kalp kiiciik bir kabin i¢ine
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alinmig ve makasla ince bir sekilde dilimlenmistir. Ardindan ince bir filtreden gegirilen hiicrelere
birka¢ yikama islemi uygulanmustir. Ortamdaki hiicrelerin Ca®" adaptasyonu kademeli olarak
saglanmis ve tiim deneylerde sol ventrikiil miyositleri kullanilmustir. Elektrofizyolojik kayitlar

36+1 °C sicakliga ayarlanmus stirekli perfiize edilen hiicre banyosunda alinmustir.

Sekil 3.3. Sigan kalbi izolasyonunun temel basamaklari. Siganlar anestezi verilerek bayiltildiktan sonra
gogiis kafesi hizl bir sekilde agilarak kalp alinmigtir. Kalp daha sonra Langendorff sistemine
baglanarak retrograd sekilde perfiize edilmistir. Enzimatik uygulama (kollajenaz ve proteaz)

sonrasi kollajen doku ve hiicre baglayan yapilar pargalanarak kardiyomiyositler elde edilmistir
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3.4. Aksiyon Potansiyelinin Kaydedilmesi

Calismamizda sol ventrikiil miyositlerinden AP kayitlart 1 Hz frekansinda direnci 2-2.5 MQ
olan elektrotlar yardimiyla yapilmustir. Pipet i¢i soltisyon igerigi (mM): 120 KCI; 6,8 MgCly;
5 Na,ATP; 5; 0,4 Na,GTP; 10 EGTA,; 4,7 CaCl,; 20 HEPES (pH=7,4) olacak sekilde
hazirlanmistir. Aksiyon potansiyeli i¢in akim kenetleme konfigiirasyonunda; hiicre igine
kiigiik depolarize edici pulslar enjekte edilerek hiicrenin uyarilmasiyla membranda
olusan potansiyel degisimleri kaydedilmistir. Elde edilen AP’nin repolarizasyon
siiresinin  analizi i¢in  Sekil 3.4’te gorildigii gibi tepeden baslayarak
repolarizasyonun %25, 50, 75, 90 (APDjs 50, 75 90)’mna diisme siireleri

degerlendirilmistir.

e

T & & ZAMAN (ms)

Sekil 3.4. Sol ventrikiil hiicrelerden kaydedilen bir AP egrisi ilizerinde olgiilen parametreler. Sekilde AP
repolarizasyonunun (tepe degerinden itibaren) %25, 50, 75 ve 90’na diismesi i¢in gecen siireler

gosterilmektedir.

23



3.5. Potasyum Akimlarimin Kaydedilmesi

Biitlin akimlar voltaj kenetleme yonteminin tiim-hiicre konfigiirasyonunda alimmustir.
Bunun igin hiicrenin GQ diizeyinde direng olusturacak sekilde elektrot ucuna yapismasi
saglandiktan sonra elektrik pulsu uygulanarak hiicre zar1 kirlmustir. Kenetlemeden sonra zar
potansiyeli -70 mV diizeyinde 200 ms tutulur ardinda -40 mV seviyesinde 200 ms tutulur ve 3
sn’lik pulslar ile 6l¢iim potansiyeline getirilir. Ardindan yine 200 ms -70 mV’a gelinerek kayit
sonlanir. 10 mV’luk basamaklar seklinde saglanan artis ile Iy, igin -50 mV’tan 70 mV’a kadar 13
defa uygulanmustir. gy i¢inse -120 mV’tan 10mV’a 13 defa uygulanmustir. Patch-clamp
amplifikatoriiniin (Axon 200B, Molecular Devices, USA) voltaj kenetleme modunda 3 kHz’lik
filtreden gecirilen potasyum akimlari, Digidata 1200’{in 5 kHz’lik 6mekleme hizinda pClamp
10 yazilmi (Axon Instrument, Foster C,ty CA, USA) ile kaydedilmistir.

Kayztt igin 1.5-2.5 MQ’luk elektrodlar kullanilirken, kenetleme sonrasi giris direncinin 4 MQ ve
altinda olmasina 6zen gosterilmistir. Akim kayitlari igin gerekli hiicre dis1 ortam, soliisyonlarin
kapiller borular aracihigiyla ve yer ¢ekimi yardimiyla direk hiicre tizerine uygulanmasini
saglamistir. Bu akimlar i¢in kullanilan ¢ozeltiler banyo i¢cin (mM): 137 NaCl; 5,4 KCI; 1,5
CaCly; 0,5 MgCly; 10 Glukoz; 11,8 HEPES (pH=7,35), pipet i¢in ise (mM): 120 K-aspartat; 20
KCI; 10 NaCl; 5 MgATP; 10 K-HEPES (pH=7,2) olacak sekilde hazirlanmustir. Ayrica Ca®"
akimlarmi bloke etmek i¢in kapiller i¢ ortama CdCl, (250 pM) eklenmistir. Transient potasyum
akimlari, akimlarin tepe degerlerinden 3 sn’lik pulsun son bolimiindeki akim degerleri ()
cikarilarak hesaplanmistir. Daha sonra, akimlar icin Olgiilen tepe degerleri hiicreler arasi
biiytiklik degisiminden kaynaklanabilecek sapmalart 6nlemek amaciyla hiicre siasina

boliinerek akim yogunlugu cinsinden degerlendirilmistir.

3.6. Western Blot Yontemi ve Protein Ekspresyon Analizi

Western Blot yonteminin uygulamast i¢in ayrilan dokular ilk olarak sivi azot yardimu ile elle
ezildiler. Bu asamanin ardindan motorlu bir bicak yardimi ile sivi hale gelene kadar
pargalandilar. Bu islem yapilirken Tris-HCI’nin pH’1 7.4 olarak ayarlandi.. Hazirlanan lizatlar
homojenizasyon tamponu (Tris HCI: 20 mmol/L, NaCl: 150mmol/L, KCI: 2 mmol/L, EDTA:
2mmol/L, DDT: 0,5 mmol/L, Sodyum Orthovande 1 mmol/L; NaF: 20 mmol/L, EGTA 1
mmol/L, Proteaz inhibitorii: 100 mM, NP-40 Tergitol: %2, PMSF: 0,4 mmol/L ve Na
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deoksikolat: %1) icerisinde deney giiniine kadar -80 °C’ye ayarlanmis derin dondurucuda
saklandilar.

WB i¢in deney yapilirken en énemli asamalardan biri olan numune igindeki protein miktarmnm
tayini asamasi i¢in hazirlanan tiipler igerisine toplam hacim 1 ml olacak sekilde degisken
oranlarla 6mek, distile su ve CPPA (commasie plus protein assay kit) eklenir. Hazirlanan
tiiplerden okumanin yapilacagi kuyucuklara 200 pl eklenerek 595 nm’de okuma yapilir. Olusan

standarttan yararlamlarak dokudaki protein konsantrasyonu hesaplandi.

Deney siiresince kullamlacak jel yogunluguna hedef proteinlerin biiyiikliigiine gore karar verildi
ve Olgiilen tiim proteinleri igin %12’lik jelin uygun olduguna karar verilerek kullamildi. Jel
hazirlanirken kullanilan stok soliisyonlarin bilesimi su sekilde; %30 akrilamid + 9%0.8
bisakrilamidlik soliisyondan 6 ml, pH=8,8 olan 4X Tris CI/SDS’ten 3,75 ml, bidistile-su 5,25
ml, %10’luk amonyum persulfattan 75 pl, TEMED 15 pl. Antikorlarm proteinlerin ti¢ boyutlu
yapisina entegre olma zorlugundan dolayr denatiire anyonik deterjan sodyum dodesil siilfat
(SDS) ile bir tampon kullanilarak ve ardindan bu karisimi 95-100 ° C'de 5 dakika boyunca
kaynatarak uygun yapmnin elde edilmesine ¢alisildi. 28,83 gr glycine, 6,06 gr Tris-Base, 2 gr
SDS ile hazirlanan 1X tank buffer icerisinde, elektroforez cihazi (Hoefer, USA) ile yapilan voltaj
uygulamasi iki agamali olacak sekilde ayarlandi. Bu agamalar step-1 80 V’da 30 dakika, step-2
150 V’da 150 dakika seklinde belirlendi. Kuyucuklardan birine yerlestirilen marker takip
edileerek protein bantlarinin yeterince ayrildigina karar verildikten sonra elektroforez islemi

durduruldu.

Protein bantlarimin jelden membrana transferi i¢in BioRad marka yart 1slak transfer cihazi
kullanildi. PVDF membranlar metanol ve transfer buffer (400mL Methanol, 28,85 gr Glycine,
6,6 Tris-Base, 2 gr SDS) igerisinde islatildiktan sonra negatif ve pozitif ylizey gozetilerek
stuck(stinger)-membran-jel-siinger olacak yerlestirildi ve proteinlerin biiyiikliikklerine gore
degisen siirelerle membrana transferi saglandi. Transfer isleminin ardindan %3-4 oraminda
yagsiz siit tozu ve TTBS (Tris-Buffered Saline and Tween) buffer (10 mL %20 tween solution,
10 mL pH 7,6 2M tris, 11,68 NaCl) ile hazirlanan soliisyon ile 1 saatlik bloklama islemi yapild.

Ekspresyonu incelenen her bir protein grubu i¢in ayni jel {izerinde ki referans protein olan

GAPDH proteini ile kontrol saglandi. Proteinlere primer ve sekonder antikorlar uygulanirken
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yapilan Oncii deneyler ve her bir antikorun firma tarafindan belirtilen oranlar géz 6niinde
bulunduruldu. GAPDH i¢in biitiin deneylerde primer ve sekonderler 1/10000 oramnda
kullanilirken, diger proteinlerin her biri igin ayrica primer ve sekonder oranlari belirlendi. Daha
sonra membranlar BSA (bouvine albiimin serum) ile hazirlanan TTBS igerisinde primer
antikora oda sicakliginda 2 saat, sekonder antikora oda sicakliginda 1 saat maruz birakildilar.
Primer ve sekonder antikorlarin uygulanmasi 6ncesinde, arasinda ve ardindan membranlar her

seferinde ¢alkalanarak yikama islemine tabi tutuldu.

Deney prosediiriiniin son asamast sekonder uygulamasinin ardindan yikanan membranlarm
ECL (Enhanced Chemiluminescene) ile karanhik bir odada maksimum 5 dakika yavasga
calkalanmasi islemidir. Bu islemin ardindan karanlik oda igerisinde 1/10 oranindan hazirlanan
developer, 1/5 oraminda hazirlanan fiksatif kullamldi. Gorilintiilemeye uygun bir kaset i¢erisinde
membran {izerine yerlestirilen film ¢ikarildiktan sonra dnce developer igerisine alindi. Bantlar
belirmeye baglayinca fiksatife alinan film son olarak su ile arindirnldi, kurutuldu ve Image J
bilgisayar programi kullanilarak analizi yapildi.

3.7. Kullamilan Kimyasallar

Fasudil monohydrochloride (LC Laboratories firmasindan satin alinmistir), EDTA, DTT,
sodyum orthovande, NaF, proteaz inhibit6rii, Na deoksilat, PMSF, methanol, ethanol,
developer, fiksisatif, amonyum persiilfat, akrilamit, bisakrilamit, SDS, CaCl,, glukoz, tris-base,
KH,PO4, HEPES, MgATP, NaGTP, TEMED, cadmiumchloride, izofloran, NaCl, KCI (Sigma

ve Merck markali iirlinler tercih edilmistir) ve Kollajenaz A (ROCHE firmasindan alinmustir).

3.8. Istatistiksel Analizler

Deney sonuglarina dair degerler £ Sem olarak verilmistir. Degikenler igin normallik testi
uygulanmigtir. Normal dagilima uygun veriler icin parametrik Tek Yon Varyans Analizi
(ANOVA) ve onu takiben Tukey Post Hoc testi uygulanmistir. Normal dagilima uymayan
verilere ise Kruskal Wallis Varyans Analizi ve onu takiben Mann-Whitney U Testi
uygulanmustir. p < 0.05 anlamli fark olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Kardiyak Hipertrofinin Gosterge Parametreleri

Deney prosediirii sonunda hayvanlar feda edilirken, literatiirde kardiyak hipertrofinin gosterge
parametreleri olarak kabul edilen fizyolojik baz1 parametreler 6zenle olglilmiis ve sekil 4.1.°de
bar grafik olarak aktarilmistir. 10 haftalik deney siiresinin ardindan kalp / viicut agirhg, kalp
agirligi / tibia uzunlugu, ciger agirhigi / tibia uzunlugu ve kardiyomiyosit kapasitans oram TAK
grubunda SHAM grubuna gore anlamli olarak artmus, fasudil ile tedavi géren T+F grubunda ise
TAK grubuna gore anlamli bir diizelme gézlenmistir.
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Sekil 4.1. Kardiyak hipertrofinin gosterge parametreleri. A) Kalp agirlig1 / Viicut agirhg: (n=11) B) Kalp Agirhig: /
Tibia uzunlugu (n=11) C) Ciger Agirhg1 / Tibia uzunlugu (n=11) D) izole hiicrelerden &lgiilen membran
kapasitansi (n=23). *P<0,05 SHAM grubuna gore; #P<0,05 TAK grubuna gore alnmustir.
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4.2. Hipertrofik Kalplerde Fasudil Uygulamasmin AP’ye Etkisi

Basing artigina dayali olarak gelisen kardiyak hipertrofinin gozlendigi kalplerin sol ventrikiil
hiicrelerindeki APD parametreleri incelenmistir. Bu parametreler AP nin tepe noktasindan sonra
repolarizasyonun ulastigi dort evredir. Bu evrelere ulasma siireleri AP nin tepe degerinden
repolarizasyon fazinin %25, 50 75, 90’ma ulasma zamani olarak secilmistir. Segilen bu siireler
APD5,APDsy, APD7s, APDg olarak gosterilmistir. Kayitlarin analizi yapildiginda TAK grubu
miyositlerinin repolarizasyon siirelerinde SHAM grubuna gore biiyiik bir uzama oldugu, T+F
grubunda ise bu uzamamn anlamli diizeyde diizeldigi ve SHAM degerlerine yaklagtigi
gozlenmistir .(Sekil 4.2.) (Tablo 1).
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Sekil 4.2. Fasudil uygulamasiin AP repolarizasyon siirelerine etkisi. A) SHAM (n=32), TAK (n=31) ve T+F (n=34)
grubu hayvanlarmm izole kalp kasi hiicrelerinden elde edilen 6rnek AP 6mekleri. B) AP repolarizasyon
siirelerinin gruplara gére degisimini gostermektedir. Degerler ortalama £SEM olarak verilmigtir. *P<0,05
SHAM grubuna gére; #P<0,05 TAK grubuna gore.)
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Tablo 1. AP repolarizasyon siirelerinin analiz sonuglari. Degerler ortalama =SEM olarak verilmistir.

APDys (ms) APDs (ms) APD75 (ms) APDg (ms)

SHAM 521+0,79 13,95 +2,09 26,19 +2,79 39,46 +2,90
TAK 9,18+1,05 43,74+ 550 72,34 +9,05 88,68 + 10,28
T+F 5,11+0,66 17,50 +2,30 32,89 + 3,52 46,36 +4,11

4.3. Hipertrofik Kalplerde Fasudil Uygulamasmin Potasyum Akimlarina Etkisi

AP’nin repolarizasyon fazinin olusmasinda ©6nemli bir rolii olan potasyum akimlar
calismamizda da Ly, I Ve lk; olmak {izere analiz edilmis ve gruplar arasinda karsilastirilmugtir.
Bulgularimiz Sekil 4.3.’te Ii, akiminin 6rnekleri ve pA/pF cinsinden 1-V grafigi verilmistir. Bu
akimin kaydi sirasinda kullanilan protokolde kuyruk akimi olarak nitelenen kisminin I akimina
tekabiil ettigi bilinmektedir. Bu sebeple analiz edilen kuyruk kismi iginde ayni sekilde pA/pF
cinsinden bir I-V grafik verilmistir. Akimlar tek tek incelendiginde, l, akim yogunluklarinin
TAK grubunda anlamhi sekilde azaldigi gézlenmistir. Yine ayni sonuglar isiginda fasudil
uygulamasimimn bu akim yogunluklarim TAK grubuna gore anlamli sekilde arttirarak kontrol
seviyesine gektigini gostermistir. (SHAM: 15,73 + 1,46 pA/pF; TAK: 11,52 + 0,95 pA/pF; T+F:
15,11 + 1,52 pA/pF, +70 mV’da elde edilen degerlerdir). Ayni sekilde I akim yogunlugu
incelendiginde ise TAK grubunda akim yogunlugunun anlamli olarak kii¢iildiigiini ve fasudil
uygulamasmin herhangi bir anlamh degisiklik yaratmadigmi gordiik. . (SHAM: 6,98 + 0,37
pA/pF; TAK: 5,31 + 0,21 pA/pF; T+F: 5,21 + 0,35 pA/pF, +70 mV’da elde edilen degerlerdir)

AP repolarizzasyon siiresinin belirlenmesinde oldukg¢a 6nemli olan ve Ozellikle AP’nin son
kisminda membran dinlenim potansiyelinin belirlenmesinde ciddi rol oynayan Ix; akimu
kayitlart alinmis ve analiz edilmistir. Sekil 4.4.’te her gruba ait 6rek bir kayit gosterildi ve ilgili
grubun kapasitans degeri ile normalize edilerek bir I-V degisim egrisi ¢izildi. Bu egride ortalama
+ SEM degeri analizi yapildiginda TAK grubunda SHAM grubuna gore anlamh bir azalma
goriilmiistiir ve T+F grubunda da TAK grubuna gore anlamli sekilde artis gdzlenmistir.
(SHAM: -22,3 + 1,1 pA/pF; TAK: -13,9 + 0,3 pA/pF; T+F: -19,7 £ 1.2 pA/pF, -120 mV’da elde

edilen degerlerdir).
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Sekil 4.3. Gruplara ait 6rek I, 6rnekleri ve -V degisim egrileri. A) Her bir grup i¢in -50 mV ile 70 mV arasinda 10
mV’luk artislarla elde edilen 6rmek bir I, trasaesi B) lypicin pA/pF degerleri ile olusturulmug I-V degisim
egrisi. C) I icin pA/pF degerleri ile olusturulmus 1-V degisim egrisi. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmigtir (n=23-24). Grafiklerde TAK grubunun SHAM grubundan fark: *p<0,05 ve T+F grubunun TAK
grubundan farki #p<0,05 ile gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Gruplara ait 6rnek Iy; 6rnekleri ve 1-V degisim egrileri. A) Her bir grup i¢in -120 mV ile 10mV arasinda 10
mV’luk artiglarla elde edilen 6rnek bir Iy, trasaesi B) Alinan kayitlarin her bir hiicre igin kendi kapasitansina
boliinerek elde edilen pA/pF degerlerinin ortalamast ile olusturulmus l; -V degisim egrisi.. Degerler
ortalama + SEM olarak verilmigtir (n=23-24). Grafiklerde TAK grubunun SHAM
*p<0,05 ve T+F grubunun TAK grubundan farki #p<0,05 ile g6sterilmistir.

grubundan  farki
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4.4 Protein Ekspresyonlarinin Fasudil Uygulamasi ile Degisim

Uzun bir tedavi siirecinin ardindan elektrofizyolojik kayitlar ile hiicre bazinda iyonik
akimlardaki degisimler ve AP degisimini inceledik. Patolojik hipertrofinin olusturdugu
elektrofizyolojik degisikliklere fasudil tedavisinin etkisinin molekiiler mekanizmalarini ortaya
¢ikarmak i¢in kanal proteinlerinin ve RhoA/ROCK yolagi elemanlarmin ekspresyon degisimleri
incelendi. Bu proteinler ROCK1, ROCK2 ve RhoA’dir. Bu yolak inhibisyonun ile hiicre
elektriksel yeniden modellenmesindeki degisimin K* kanal proteinlerinin degisimi aracihgiyla
olabilecegi bilgileri 1s1ginda bakilan iki protein; Kir 2.1 lx; akimmin olusumunu, Kv 4.2 ise Iy,

akiminin olusumunu saglayan membran proteini olarak kabul gormektedir.

Deneyler sonucunda her bir protein i¢in en az sekiz 6rneklem kullamilarak elde edilen sonuglarin
birer 6mek bandi Sekil 4.5°te gosterilmistir. Bu sonuglart 6zetlemek gerekirse ROCK 1 ve
ROCK 2 TAK grubunda anlamli sekilde azalmistir. Buna karsin aym proteinler fasudil
uygulamasinin yapildigi T+F grubunda TAK grubuna gore anlamli artis gostermistir. Bu
proteinlerin onciisii konumundaki RhoA ise TAK grubunda SHAM grubuna gore anlaml
sekilde artig gostermistir. Bu protein T+F grubunda ise TAK grubuna gore anlamh sekilde
azalmustir. k, akimmdan sorumlu gosterilen K™ kanal proteini Kv 4.2 TAK grubunda anlamli bir
artig gostermis fakat T+F grubunda TAK grubuna gore anlamli bir fark ortaya ¢ikmamustir. lx;
akimindan sorumlu gosterilen Kir 2.1 proteinin ekspresyon analizi yapildiginda TAK grubunda
SHAM grubuna gore anlamli bir azalma ve T+F grubunda TAK grubuna gore anlaml bir artis
tespit edilmistir. Hedef protein / GAPDH olacak sckilde analiz edilen bantlarin niimerik

degerlert ile bar grafik ¢izilmig ve farklar orada gosterilmistir.

32



(A) SHAM TAK T+F
ROCK 2 D s
RhoA -— . .
Kv 4.2 — — S—
(B) cArDH D WD
1.2 7
#
L .
D- -
<O'8 1
Q #
c
> #
: | :
o 0.4+
S
I
0.0
\ \ N Vv
N N 0?~ £ ™
O C;l_ Q:Q \l—\‘ {_4
& °

= sHAM
Bl Ak
B 1 +F

Sekil 4.5. Western Blot yontemi ile protein ekpresyonu analizi. A) Ekspresyonu incelenen proteinlerin

bant gorselleri. B) Hedef Protein / GAPDH oranlarinin bar grafik ile gosterimi. Degerler ortalama
+ SEM seklinde belirlendi, n=8 ve *p<0,05 SHAM grubuna gore; #p<0,05 TAK grubuna gore

almmugtir.
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4.5. Karsilastirmah Deney Sonuclar:

Elde edilen ¢ok yonlii deney sonuglarinin daha net goriinmesi ve yorumlanmasi igin
birbiriyle iligkili sonuglar belli bir diizene goére bir araya getirildi. Ayn1 zamanda bu
gosterimle protein ekspresyonlart ile akim degerleri arasinda bir iliski kurularak,
kardiyak hipertrofi sonucunda yiikselen kapasitans degerlerinin sonuglara etkisini
degerlendirmek ve dogru ¢ikarimlar yapmak i¢in ne kadar hayati bir 6nemi oldugunun
anlasilmas1 hedeflendi. Protein ekspresyon degerleri hari¢ diger degerlerin tamami igin
SHAM degerleri 1 kabul edilmis, diger gruplarin degeri SHAM grubuna boliinerek
degisimin direk olarak SHAM grubu degeri ile karsilastirilabilmesi amaglanmistir. Bu
goreli gosterim sayesinde bir grupta ortaya ¢ikan degisim daha dramatik sekilde
gozlenebilecek ve yorumlanmasina olumlu anlamda katki saglayacaktir. Sekil 4.6.’da A
grubu grafiklerde bu iliski; li, akim biiyiikliikleri, goreli sonuglar ve protein ekspresyon
seviyeleri bir arada toplanarak gosterilmistir. Bu grup grafikler bize SHAM grubuna
gore TAK grubunda bir protein ekspresyon artigi gergeklestigini gosterse ve bu akim
biiyiikliiklerine de yansisa bile, kapasitans degerleri ile oranlanarak bulunan akim
yogunluguna bakildiginda TAK grubunda SHAM grubuna gore anlamli bir azalma, T+F
grubunda da TAK grubuna goére anlamli bir artig vardir. B grubu grafiklerde lx; akim
biiyiikleri, goreli sonuglar ve protein ekspresyon seviyeleri bir arada toplanarak
gosterilmigtir. Burada TAK grubunda SHAM grubuna gore Kir 2.1 proteininde
ekspresyonun azalmasina ragmen akim biiylikliigliniin arttigini fakat yine kapasitans ile
oranlandiginda bu biiyiimenin etkisinin yogunluk degerine yansimadigini goriiyoruz. Bir
bakista biitiin verileri goreli olarak inceleme imkan1 veren Sekil 4.6, hiicre
morfolojisindeki degisimin bir gostergesi olan kapasitansin, patolojik hipertrofide

elektriksel yeniden modellemeye etkisini net sekilde gostermektedir.
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Sekil 4.6. Birbiri ile iligkili deney sonuglarinin karsilagtirmasi. A) ly, akimindan sorumlu olan membran
proteinin ekspresyonun GAPDH’e oran1 ve akimin pA degeri ve pA/pF degerinin goreli olarak
bar grafigi. B) Ix; akimindan sorumlu olan membran proteinin ekspresyonun GAPDH’e orani ve
akimmn pA degeri ve pA/pF degerinin goreli olarak bar grafigi. C) Izole edilmis kardiyo
miyositlerin kapasitanslarinin goreli olarak gosterimi. TAK grubunun SHAM grubundan farki

*p<0,05 ve T+F grubunun TAK grubundan farki #p<0,05 olarak alinmistir.

Yukarida bir grafik ile gruplandirilmaya calisilan toplu sonuglar asagida da bir tablo
icerisinde gosterilmistir. Tablo verilerin daha kolay incelenmesi ve niimerik degerlerinin

birbiri ile kolayca karsilastirilmasi ig¢in hazirlanmustir.
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Tablo 2. Toplu deney sonuglarimin karsilagtirmasi

SHAM TAK T+F
Kv 4.2 /| GAPDH 0,60 + 0,05 0,78 + 0,06 0,71 = 0,07
Goreli 1, 1,00 0,73 + 0,06 0,97 = 0,10
Biiyiikliigi
Goreli I, 1,00 1,47 + 0,09 0,99 + 0,06
Yogunlugu
Kir 2.1/ GAPDH 0,89 + 0,05 0,78 + 0,06 0,93 + 0,04
Goreli |y 1,00 1,24 + 0,04 1,02 £ 0,04
Biiyiikliigu
Goreli I 1,00 0,62+ 0,02 0,88 + 0,06
Yogunlugu
Goreli Kapasitans 1,00 1,98 £ 0,08 1,18 £ 0,05
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5. TARTISMA

Diinya Saglik Orgiitii verileri gdsteriyor ki giderek yiikselen bir oranla kalp hastaliklari,
bulasict olmayan hastaliklardan kaynaklanan 6liimlerde birinci sirayr almaktadir(WHO,
2012). Bu istatistigin karsilig1 olarak tiim diinyada bilim insanlar1 kalp hastaliklarini
engelleme ya da tedavi etme yontemleri iizerinde caligmalara yogun bir c¢aba
harcamaktadir. Kalp hastaliklarinin igerisinde yiiksek bir mortilite ve morbidite oranina
sahip olan kardiyak hipertrofinin tanimlanmasi, onlenmesi ve tedavisi i¢in kapsamli
calismalar yapilmaktadir. Kiigiik G-proteinlerinin detayli olarak incelenmeye baslanmasi
ve bu proteinlerin hedeflerinin tanimlanmaya baglamasi ile bu proteinlerin hedeflerinden
olan RhoA ve Rho-kinazlarin hipertrofide etkili olabilecegi fikri ¢esitli deneysel
modeller kullanilarak yapilan pek ¢ok bilimsel ¢alismaya da ilham kaynagi
olmustur(Miyamoto ve ark., 2010; Surma ve ark., 2011). Bu modellerin i¢inde bu

yolagin inhibitorleri ile yapilan ¢alismalarda yer almaktadir(Shi and Wei, 2013).

Sol ventrikiil hipertrofisi miyokardiyumun art yiik artisina adaptif bir mekanizma ile
cevap vermesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. SVH hipertansiyon, miyokardiyal enfarktiis
ve dogustan gelen bir takim kalp hastaliklarinda goriildiigii gibi (Marionneau ve ark.,
2008) gebelik siiresince ve yogun egzersiz durumunda da goriilebilir (McMullen and
Jennings, 2007). Fizyolojik olan SVH yiiksek morbidite ve mortilite rakamlar1 ile
iligskilendirilmemesine ragmen patolojik SVH tutarli bi¢imde ventrikiiler AP siiresinin
uzamasina Ve repolarizasyon siirecinin dagiliminin degismesine yol agmaktadir. Her iki
degisiklik de kalpte elektriksel diizensizlik ve oliimciil aritmilerin gelismesinde 6nemli
rol tstlenmektedir (Nattel ve ark., 2007). Pek ¢ok c¢alisma, ventrikiiler AP’de
gerceklesen bu degisimlerin en azindan bir kisminin kaynagmimn K* kanallar1 aracili bir
elektriksel degisim oldugunu sdylemektedir (Armoundas ve ark., 2001; Nattel ve ark.,
2007).

Basing yiiklemesine dayali SVH dahil ¢ok sayida deneysel hipertrofi modeli
kullanilarak, K akimlarindaki yeniden modellemenin altinda yatan mekanizma
¢oziilmeye ¢alisilmistir (Volk ve ark., 2001; Wang ve ark., 2007). Bolgesel farkliliklara

dayal1 bazi1 sonuglara varilsa da, molekiiler ve hiicresel bazda az sayida ¢aligma anlaml
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noktalara ulasabilmistir (Ndbauer ve ark., 1996; Zicha ve ark., 2004). Bu bilgilerin
1s18inda ¢alismamizda, siganlarda aort daraltmasina bagli basing yiikklemesine dayali
SVH modeli olusturularak, se¢ici bir RhoA/ROCK yolagi inhibit6rii olan fasudilin
kronik uygulamasinmn, patolojik hipertrofiye bagli AP siiresi uzamasi ve K’
akimlarindaki elektriksel yeniden modellenmeyi engellemede etkili olup olmadigi

deneysel metotlarla incelenmistir.

Genis kapsamli ¢alismamizda elde edilen ilk sonuglar olan kalp agirligi/viicut agirhigi ve
kalp agirligi/tibia uzunlugu oranlar1 bize kardiyak hipertrofinin modelimizde basarili
sekilde olusturuldugunu gostermektedir. Bu verilerin kardiyak hipertrofi sonucunda
anlaml artig gosterdigi daha 6nce yapilan ¢aligmalarda da gosterilmistir(Collins ve ark.,
2001; Devereux ve ark., 1986; Songstad ve ark., 2014). Literatiir ile benzer sekilde 10
haftalik deney prosediiriiniin sonunda TAK grubunda anlamli sekilde bir artig goriildii.
Fasudil uygulamasinin yapildigi T+F grubunda ise degerlerin TAK grubundan anlamli
sekilde diisik ve SHAM grubuna olduk¢a yakin oldugu goriildii (Sekil 4.1). Bir
elektrofizyolojik gosterge kabul edilen tiim hiicre kapasitansinin ge¢miste yapilan
caligmalarda hipertrofi durumunda arttigi séylenmistir (Marionneau ve ark., 2008).
Bizimde calismamizda hiicrenin yapisal olarak biiyiidiigiiniin gostergesi kabul edilen
hiicre kapasitans 6l¢timlerimizde TAK grubunda nerdeyse iki katina varan artig olurken,
T+F grubunda fasudil tedavisinin bu bilyiimeyi belirgin sekilde baskiladigini
gdzlemledik (Sekil 4.1). Ilk asamada bu sonuglar fasudil uygulamasinin hipertrofiyi

onemli diizeyde engelledigini gostermektedir.

Patolojik kardiyak hipertrofi karmasik elektrofizyolojik ve molekiiler degisikliklerle
iligkilidir. Hiicresel anlamda, kardiyak hipertrofinin pek ¢ok deneysel modelinde AP
stiresinin uzadig tespit edilmistir. Bu uzama genel olarak ilgili tiim arastirmacilar
tarafindan bir hipertrofi belirteci olarak kabul gormiistiir (Kaprielian ve ark., 1999; Kaib
ve ark., 1998; Tomaselli and Marban, 1999). Bizim deneylerimizde de TAK grubunda
AP siiresi anlamli sekilde uzamis ve T+F grubunda bu siirenin azalarak SHAM grubuna
ait AP siirelerine yaklastigt gozlenmistir(Sekil 4.2). Bu sonuglar gosteriyor ki,
hipertrofinin elektrofizyolojik gostergeleri olarak kabul edilen iki veri i¢inde bizim

calismamizda basarili bir hipertrofi modeli olusturulmustur. Yine uzun siireli fasudil
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uygulamasinin bu sonuglari SHAM seviyesine getirerek bu noktada hipertrofinin

etkilerini yok ettigini sOylenebilir.

AP siiresinin uzamasmin altinda yatan neden arastirildiginda repolarizasyon
karakteristigini 6nemli sekilde etkileyen Ca*"'dan bagimsiz potasyum akimlari olarak da
bilinen I, akiminin 6nemi gegmis ¢aligsmalarda bildirilmistir. Bunun yaninda bu etkiye
Kir ailesinin sorumlu oldugu Ix; akimlarinin da dahil oldugu kimi caligmalarda
bildirilmistir (Bailly ve ark., 1997; Kaab ve ark., 1998; Takimoto ve ark., 1997). Bizim
caligmamizda bu akimlar iki yontem ile incelendi. Birincisi elektrofizyolojik kayitlar. Bu
kayitlarin sonuglarina bakildiginda Iy, Ve Ix; akimlarimin yogunluklarinin TAK grubunda
azaldigint gozlemliyoruz. Bu bulgular literatiir verileri ile uyumlu olup SHAM
grubundan anlamli olarak fark géstermektedir. Her iki akimin da yogunluklart T+F
grubu kayitlarinda SHAM grubuna yakin degerlere geri donmektedir (Sekil 4.3 ve 4.4).
Bu sonuglarin yani sira dikkat ¢eken bir diger nokta da; bu akimlarin kapasitans
degerlerine normalize edilmeyen biiyiikliikleri incelendiginde (Sekil 4.6) TAK grubunda
lo’nun neredeyse %50, Iki’in ise %30 arttigi gorilmektedir. Bu degerler fasudil
uygulamasinin yapildigi T+F grubunda ise SHAM seviyelerine yaklagmistir. Bu
akimlarin i¢inde bulundugu elektriksel yeniden modellemeyi bu akimlarin olusmasini
saglayan kanal proteinlerinin ekspresyon seviyesini incelemeden agiklamak miimkiin
olmadigindan, bu akimlardan sorumlu oldugu kabul edilen proteinler Kv4.2 ve Kir2.1’in
ekspresyonlar1 belirlendi(Guo ve ark., 2005; Guo ve ark., 2002; Zaritsky ve ark., 2001).
Bu sonuglara bakildiginda protein ekspresyonunun Kv4.2 i¢in TAK grubunda anlamli
sekilde arttigi fakat T+F grubunda TAK grubundan anlamli diizeyde farkli olmadig
goriilmiistiir. Kir2.1 protein ekspresyonu i¢in elde edilen sonuglardan ise TAK grubunda
anlaml1 bir azalmanin oldugu, T+F grubunda ise bu azalmanin diizeldigi ve belirgin bir

artmanin s6z konusu oldugu gozlenmistir.

Elde edilen sonuglar toplu sekilde incelendiginde ortaya ¢ikan tablo bizi I, ve ki
akimlar1 i¢in benzer fakat farkli iki noktaya gotiirmektedir. Iy, ile ilintili sonuglar
1s1g¢1nda hiicrenin deney prosediirii neticesinde kalpte olusan hipertrofiye yanit vermeye
calisgarak Kv4.2 protein ekspresyonunu arttirdigint ve buna bagli olarak akim

biyiikliigiiniin de arttigin1 gorebiliriz. Aynm1 zamanda bu degerlerin uzun siireli fasudil
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uygulamasi ile SHAM seviyelerine donme egilimi gosterdigini soyleyebiliriz. Ancak
hipertrofik bir hiicrede elektriksel yeniden modellenmenin 6nemli unsurunun akimin
yogunlugu oldugu kabul goren bir durumdur. Bu verilere bakildiginda TAK grubunda I,
akim yogunlugun anlamli sekilde azaldigint T+F grubunda ise SHAM seviyelerine
doniildiiglinii goériiyoruz. Bu veriler 1s1ginda Iy, akimlart igin hiicrenin kapasitans
artisinin, protein ekspresyonu ve ona baghh akim biylikligi artisi ile kompanse
edilemeyecek kadar biiyiikk oldugu sonucuna varabiliriz. Buna ilaveten fasudil
uygulamasinin hiicre kapasitansin da belirgin sekilde yarattigi degisim Iy, akimini

normal seviyeye dondiirmiistiir.

Ik1 akimlarindan sorumlu Kir2.1 proteinin ekspresyonun TAK grubunda azalmasi, bu
grubun akim biyiikligiinin  artisin1  engelleyememistir  (Sekil  4.6).  Protein
ekspresyonundaki azalmaya ragmen akim biiyiikliiglindeki artisin mekanizmasinin
aciklanmast yeni bir takim calismalara konu olabilecek bir durumdur. Akim
yogunluguna bakildiginda yine akim biytkligiindeki artisin  kapasitans artigini
kompanse etmekten ¢ok uzak oldugunu ve kapasitansin yani hiicre biiyiikliigiiniin, bu
akimin hiicre elektriksel yeniden modellemesine katkisinda major rol oynadigim
gostermektedir. Sonuglarimiz gostermistir ki bu kadar belirgin ve anlamli farklarin
olustugu bir deney prosediiriinde fasudil uygulamasi yapilmis olan T+F grubunda bu
degerin de SHAM grubuna yakin noktaya gelmesi, hipertrofi nedeni ile olusan AP

stiresindeki degisimin diizelmesi ile dogrudan iliskilendirilebilir.

Patolojik hipertrofinin etiyolojisinde RhoA/ROCK yolaginin aktivitesindeki artigin
onemli rol oynadig1 ve bu yolagin inhibisyonunun 6nemli terapotik etkilerinin olacagi
pek ¢ok galismada belirtilmistir.(Li ve ark., 2012; Nour-Eldine ve ark., 2016; Surma ve
ark., 2011). Bu baglamda bizde ¢alismamizda bu yolagin proteinlerinin ekspresyonlarini
belirleyerek patolojik hipertrofide degisiklik olup olmadigini ve fasudil tedavisinin olasi
degisikliklere etkisini inceledik (Sekil 4.5). RhoA ig¢in ekspresyon seviyesine
bakildiginda TAK grubunda anlamli bir artis oldugu fasudil tedavisinin ise bu artisi
baskiladig1 belirlenmistir. Bu proteinin RhoA/ROCK yolaginin ilk basamagini olusturan
protein oldugu disiiniildiginde ROCK1&2 proteinleri i¢in de ekspresyon miktarlarinin

artmast beklenir. Bu proteinlerin sonuglarina baktigimizda ise hem ROCK1 hem de
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ROCK 2 miktarlarinin TAK grubunda azaldigi, buna karsin T+F grubunda TAK
grubuna gore artmis oldugu gozlenmistir. Literatiirde aktivasyon artigina vurgu yapilan
RhoA/ROCK yolaginin proteinleri ROCK1 ve ROCK2’nin protein ekspresyon
seviyelerinin ¢alismamizda azalmis olarak bulunmasi herhangi bir celiski
yaratmamaktadir. Yapilan c¢aligmalarda protein miktar1 azalsa bile aktivasyonun

artabilecegi gosterilmistir (Brown ve ark., 2006; Yanazume ve ark., 2002).

Son derece karmasik bir yapiya sahip olan ROCK proteinlerinin aktivasyonlarini
tizerlerinde bulunan Rho-baglanma bolgesi araciligi ile saglayip, alt hedeflerine C-
terminalleri araciligiyla ulasmaktadirlar(Riento and Ridley, 2003). Yine ayni ¢alismada
Riento ve Ridley ROCK klevajlarmin da kendi baslarina aktivite gosterebilecegini
sOylemiglerdir. Bagka bir farmakolojik calismada ROCK seviyesinin TAK yapildiktan
hemen sonra artti§1 ama zaman iginde azaldigi gosterilmis, ayni ¢alisjmada ROCK
klevajlariin hiicrede miyoflamentlere yakin bolgede yogun sekilde bulundugu tespit
edilmistir(Torsoni ve ark., 2003). Sebbagh ve arkadaslari yaptiklart bir ¢alismada,
kaspaz kaynaklit ROCK 1 klevajlarinin sorumlu oldugu MLC fosforilasynun apoptotik
sliregte olugan zar baloncuklarinin nedeni oldugunu ortaya koymustur(Sebbagh ve ark.,
2001). Yine bir bagka ¢alismada ROCK 2’nin klevajlarinin ROCK 1 ile benzer sekilde
130 kDa civar1 goriildiigii tespit edilmis, ancak bu klevajlarin yapisinin ROCK 1’den
farkli oldugu ve farkli duyarliliklar1 oldugu goriilmiistiir. Ayni ¢alismada ROCK 2’nin
klevajlarinin aktivasyonunu belirlemek icin yapilan ¢aligmalar sonucu, ROCK 2’ninde
MLC  fosforilasyon artistna neden  oldugu ve  aktivitesini  artirabildigi
gosterilmistir(Sebbagh ve ark., 2005). Farkli bir ¢alismada da ROCK 1 klevajlarinin
kaspaz-3 aracili aktivasyonu neticesinde miyofibril artist olustugu ve bunu kalbi

patolojiye gotiirdiigii soylenmistir(Chang ve ark., 2006).

Sonug olarak tiim veriler bir siizgecten gecirildiginde, fizyolojik gostergelerin ortadan
kalktigin1  gosterdigi  kardiyak hipertrofi, elektrofizyolojik ve molekiiler olarak
incelenmis, TAK yapilan hayvan gruplarinda fasudil uygulamas: ile neredeyse tiim
sonuglarin 6nemli miktarda diizeldigi gozlenmistir. Hipertrofinin olusmus olmasi goz
ontinde bulunduruldugunda, litratiir bize protein tayini sonuglarimiza ragmen TAK ile

birlikte ROCK aktivitesinin arttigi sdyleme imkani verebilmektedir. AP siiresindeki
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uzama ile kendini gosteren elektriksel yeniden modellenmede K* akimlarinin etkin rol
oynadigi, fasudil uygulamasi ile ortadan kalkan degisimler neticesinde soOylenebilir.
Hipertrofi kaynakli bu degisim sonucu, hiicrenin kendini adapte etmesi ve bu
adaptasyonun sonuglarinin fasudil uygulamasi ile ortadan kalkmasi, hem RhoA/ROCK
yolaginin basing yiikklemesine dayali patolojik hipertrofi modelinde etkili oldugunu hem
de bu inhibisyonun K" iyon kanallarin etkiledigi ve bu yolla AP siiresini degistirdigini
gosterir. Iyon kanallar1 iizerinde bu degisimi hangi mekanizma {izerinden
gergeklestirdigi arastirilmas gereken bir konu olan RhoA/ROCK yolagi inhibisyonunun,
bu calisma ile ilk defa patolojik hipertrofi modelinde K* kanallarina etkisi siganlar
tizerinde incelenmistir. Bu c¢alismanin literatiire sagladigi katki ile gelecekte
RhoA/ROCK yolag: inhibisyonunun olasi terapotik uygulamalarda diisiiniilmesi soz

konusu olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda, cerrahi olarak aort daraltilmasina maruz birakilan siganlarda olusan,
basing yiiklemesine dayali patolojik kardiyak hipertrofi durumunda RhoA/ROCK yolagi
inhibisyonunun etkileri gesitli yontemlerle incelenmistir. Bu amagla hayvanlara 10 hafta
boyunca secici RhoA/ROCK yolagi inhibitorii olan fasudil uygulanmistir. Bu kapsamli

calismanin sonuglar su sekilde 6zetlenebilir;

- Yapilan operasyon neticesinde sigan kalplerinde basarili sekilde hipertrofi
gerceklesmis ve bu durum fizyolojik parametreler ile gosterilmistir.

- Kardiyak hipertrofinin gosterge parametreleri kabul edilen kalp/viicut agirligi ve
kalp agirhigi/tibia gibi parametrelerde fasudil uygulamasi yapilan T+F grubunda
ciddi diizelme gozlenmistir.

- Hipertrofiyle iliskili olarak AP siiresinin uzamasi, K" akimlarinin baskilanmasi
ve fasudil tedavisi ile geri dondiiriilmesi hipertrofide uyarilma-kasilma
ciftleniminde meydana gelen elektrofizyolojik degisikliklerde RhoA/ROCK
yolaginin 6nemli rolii oldugunu gostermektedir.

- Hipertrofi nedeniyle protein ekspresyon seviyelerinde meydana gelen degisimler
ve bu degisimlerin fasudil uygulamas: ile kontrol seviyelerine yaklasmasi ya da
donmesi RhoA/ROCK yolaginin molekiiler bazda bir takim degisiklikler ile bu

stiregte onemli etkisi oldugunu gostermektedir.

Ozetle elde ettigimiz bulgular, kardiyak hipertrofide uzun siireli RhoA/ROCK inhibitorii
fasudil uygulamasimnin gerek fizyolojik parametrelerde, gerekse elektrofizyolojik
Olclimler ve protein seviyelerinde belirgin bir iyilesmeye yol actigini gostermektedir. Bu
sonuglar 1g1ginda fasudil ve benzeri ROCK inhibitorlerinin patolojik hipertrofi de bir
tedavi araci olarak kullanilabilecegi sdylenebilir. Ancak bu sonuglari kuvvetli bir sekilde
teyid etmek i¢in filogenetik acidan insana yakin 6zellikler tasiyan daha gelismis deney

modellerinde benzer calismalarin yapilmasina ihtiyag vardir.
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