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OZET

Son yillarda yapilan aragtirmalarda perfiize edilen diyabetik sican kalplerinde
sodyum tungstat’in kardiyak performansi gelistirdigi belirtilmistir. Bu g¢ergevede
calismamizda sodyum tungstat’in bu yararli etkisinin altinda yatan hiicresel ve
molekiiler mekanizmalar arastirilmistir.

Sodyum tungstat 6 hafta boyunca gavajla diyabet ve kontrol grubu si¢anlara
giinde 100 mg/kg olarak verilmistir. Bu siire sonunda diyabetik sicanlarda glikoz
diizeyi dramatik bicimde artmistir. Diger taraftan plazma insiilin diizeyi, viicut ve
kalp agirlign azalmis, diger parametrelerde ise dikkate deger bir degisim
gozlenmemistir.

Fura-2 AM yiiklenmis izole ventrikiil miyositlerinde sarkomer boyundaki
degisim ve hiicre i¢i Ca®* [Ca™]; tranzientleri 6l¢iildii. Sodyum tungstat tedavisi
diyabetik kardiyomiyositlerde azalmis olan Ca* transientlerinin ve fraksiyonel
kisalma egrilerinin genligini arttirmistir. Ayrica, diyabetle baskilanan Iss ve Ito K
akimlarimi diizeltmis, ancak L-tipi Ca*® akimlar iizerinde herhangi bir degisiklik
yaratmamistir. Biyokimyasal paratmetreler acisindan diyabetle birlikte kalpte dikkat
cekici bigimde artan TBARS ve protein karbonil icerigi sodyum tungstat
uygulamasiyla birlikte anlamli bicimde azalmistir. Bununla birlikte tungstat tedavisi
ksantin oksidaz/ksantin dehidrogenaz aktivitesini belirgin bir sekilde diislirmesine
ragmen, gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistir.

Sonu¢ olarak, sodyum tungstat uygulamas: degisen iyonik akimlar1 ve
bozulan Ca** regiilasyonunu iyilestirerek diyabet indiiklii kontraktil abnormaliteleri
gidermistir. Bu veriler, sodyum tugstate’in bu yararli etkisini glisemi
normalizasyonundan daha ziyade antioksidan etkisi ile gerceklestirdigini
diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Tip I diyabet, sodyum tugstat, kontraktilite, hiicre i¢i kalsiyum
iyon kanallari, oksidatif stres



ABSTRACT

Recently, sodium tungstate was suggested to improve cardiac performance of
diabetic rats in perfused hearts. In this study we investigated the cellular and
molecular mechanisms underlying this beneficial effect of sodium tungstate.

Tungstate was administered (100 mg/kg/day) to diabetic and control rats
intragastrically via gavage needle for six weeks. Blood glucose levels were found to
increase dramatically in diabetic animals. Conversely, body weight, heart weight and
plasma insulin levels decreased and tungstate treatment did not reverse any of these
parameters. Sarcomere shortening and intracellular Ca® [Ca®™]; transients of isolated
ventricular myocytes were measured in Fura-2 AM loaded cells. Sodium tungstate
treatment improved the peak shortening and the amplitude of [Ca®"); transients in
diabetic cardiomyocytes. However, prolonged time characteristics of neither
shortening nor [Ca®*); transients were reversed after treatment. Potassium and L-type
Ca’" currents were also recorded in isolated ventricular cells. Significant restoration
of suppressed Ito and Iss was achieved by tungstate administration. Nevertheless, L-
type calcium currents did not change either in diabetic or tungstate treated diabetic
rats. Tissue biochemical parameters including TBARS, protein carbonyl content,
xanthine oxidase and xanthine dehydrogenase were also determined to assess
whether the effect of tungstate was relevant to oxidative status of heart. Diabetes
revealed a marked increase in TBARS and carbonyl content which were decreased
significantly by tungstate. Although tungstate treatment markedly decreased xanthine
oxidase/xanthine dehydrogenase activity, this change was not significant among the
different treatment groups.

In conclusion, tungstate treatment improved diabetes-induced contractile
abnormalities via restoration of dysregulated [Ca®*]; and altered ionic currents. This
beneficial effect is due to antioxidant property of sodium tungstate rather than
normalization of glycaemia.

Keywords: Type 1 diabetes, sodium tungstate, contractility, intracellular calcium,

ion channels, oxidative stress
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GIRIS

Diyabet (diabetes mellitus) karbonhidrat, vyag, elektrolit ve protein
metabolizmasindaki bozukluklar sonucunda olusan ve uzun vadede hem akut hem de
kronik komplikasyonlara yol acan metabolik bir hastaliktir (1-3). Diyabet insiilin
yetmezligi, instilin etkinliginin bozulmas1 ya da her ikisinin sonucu olarak aglik kan
glikozunun yiikselmesi ve glikoz toleransinin bozulmasi ile kendini gostermektedir

).

Diyabetin goriilme siklig1 her gegen giin artmaktadir. Tahminlere gore diinya
capinda, 1995 yilinda 135 milyon olan diyabetli sayisinin 2025 yilinda 300 milyona
ulagsmas1 beklenmektedir (5). Diyabet hastalifina sahip bu bireylerdeki oliimlerin
3/4’tiniin kardiyovaskiiler hastaliklardan kaynaklanacagi tahmin edilmektedir (6). Bu
bilgiler 15181nda diyabetin hem giiniimiizde hem de onlimiizdeki yillarda 6nemli bir
saglik problemi olacagi rahatlikla sdylenebilir.

Diyabet hastaligina sahip bireylerdeki en 6nemli 6liim sebeplerinden biri
diyabetik ~ kardiyomiyopatidir. =~ Diyabetik ~ kardiyomiyopatinin ~ patogenezi
multifaktoriyeldir. Latent bir evre ile karakterize olan diyabetik kardiyomiyopatide,
bu evre boyunca miyokardiyum hiicresel, yapisal ve fonksiyonel degisiklikler ile
hasar goriir. Bu durum neticesinde Oncelikle diyastolik disfonksiyon, daha sonra
ilerleyerek sol ventrikiil hipertrofisi ve son olarak da sistolik disfonksiyon gergeklesir
(6). Ayrica diyabetik sican modeli kullanilan deneylerde papiller kasin kisalma ve
gevseme kinetiklerinin yavasladigi ve sol ventrikiil i¢i basing parametrelerinin
bozuldugu bir¢ok calismada gosterilmistir (7-12).

Kardiyak elektromekanik olaylarin ve enerji metabolizmasinin 6nemli bir
belirleyicisi, ayn1 zamanda kalp kasilmasinin da majér diizenleyicisi olan
intraselliilar kalsiyumdaki anormallikler diyabetik kardiyomiyopatide karakteristiktir
(5, 13, 14, 15). Diyabetik kalplerde kalsiyum tasmimi saglayan L-tipi Ca®* kanallar1,
Na-Ca degis-tokusgusu (NCX), Ca-ATPaz, riyanodin reseptorleri (RyRs) ve Ca
baglayici proteinler gibi tasiyicilarin ekspresyonundaki ve/veya fosforilasyonundaki
anormalliklere bagl olarak Ca** homeostazisinde bozukluk meydana geldigi iddia
edilmektedir (7, 15, 16). Nitekim deneysel sican modelleriyle yapilan ¢alismalarda
diyabetik kalpte NCX, sarkoplazmik retikulum Ca-ATPaz (SERCA), RyR gibi hiicre
ici Ca™ diizenleyici proteinlerin seviyelerinin azaldigi gdzlenmistir (17-20). Bu
degisiklikler neticesinde bozulan Ca** transportu uyarilma-kasilma ¢iftleniminde
anormalliklere ve kardiyomiyosit kaybina neden olmaktadir. Bunun sonucu olarak
diyabetik kardiyomiyositlerde Ca®* transientlerinin genliklerinin azaldigi, kinetik
parametrelerinin ise uzadigi bildirilmistir (8, 9, 11, 17, 21-24). Bu anormallikler
sonucu izole edilen diyabetik kalplerde saglikli kalplere gore bozulmus kontraksiyon,
azalmig hiicre kisalmasi ve disiik relaksasyon hizi gozlenmistir (15, 25, 26).
Kardiyak hipertrofi, fibrosis, kontraktil disfonksiyon gibi ¢esitli kalp bozukluklarinin
etiyolojisinde yer alan reaktif oksijen tiirleri (ROS)'nin, diyabetik kalplerde de
iretiminin arttig1 hayvan modelleri lizerinde yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (6).



Kardiyomiyositlerde hasara neden olan Ca** ‘mmn hiicre i¢inde artmasima

(overload) sebep olan mekanizmalardan biri oldugu diisiiniilen ROS, bu etkisini Ca”
kullanan (handling) proteinleri dogrudan etkileyerek, ya da dolayli olarak membran
lipid peroksidasyonu ile gercgeklestirebilir (27-30). SERCA gibi bazi hiicresel
proteinler Ca”* aktive eden proteazlar (calpains) icin substrat olabileceginden
proteolitik degredasyon Ca®* ‘min yiiklenmesine (overload) katkida bulunabilir.
Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz gibi endojen antioksidan
proteinler Ca** aktive eden proteazlar igin hedef olabilir. Oksidatif stres ile Ca®*
yiiklenmesi (overload) arasinda iligki oldugunu teyit etmek i¢in yeni ¢aligsmalara
ihtiya¢ vardir (27, 31). Ayrica, Streptozotocin (STZ) indiikli-diyabetik si¢anlarda
kardiyak fonksiyonun azalmasiyla birlikte SOD ve glutatyon peroksidazin
myokardiyal aktivitelerinde azalma oldugu gosterilmis, boylelikle kalp yetmezliginin
oksidatif stres artisina bagli oldugu ileri siiriilmiistiir. Buna ek olarak, diyabetik
hayvanlarin antioksidan ozelliklere sahip ajanlarla tedavi edilmesinin kardiyak
performansi gelistirerek oksidatif stresi azalttigi bildirilmistir (27, 32-35).

Son yillarda diyabette bozulan insiilin metabolizmasina etki eden pek c¢ok
inorganik element tanimlanmistir (4). Bu inorganik elementler i¢inde vanadyum (36),
krom (37), molibdenyum(38), kobalt (39) ve ¢cinko (40) sayilabilir. Ote yandan bazi
calismalarda sodyum tungstat ( Na,WO, )’1n da diyabetik hayvanlar lizerinde yapilan
calismalarda anti-diyabetik etkiler gosterdigi ortaya konulmustur (41-43). Bir¢ok
bakimdan vanadyuma benzeyen sodyum tungstat yapilan arastirmalarda STZ-
diyabetik sicanlarda plazma glikoz, trigliserit ve serbest yag asidi diizeyini
diistirmistiir. Sodyum tungstat'in bu etkileri insiilin diizeyi artisindan daha ziyade
insiilin aktivitesini arttirarak sagladig1 iddia edilmektedir (44). Sodyum tungstat,
diyabet sebebiyle karaciger glikoz metabolizmasinda gelisen olumsuz etkileri
(fruktoz 2,6 bifosfat, glukokinaz, glikojen fosforilaz alfa, priivat kinaz, glikoz-6-
fosfat, glikojen sentaz) dnemli 6lciide iyilestirmistir (41-43). Bunun yaninda sodyum
tungstat, vanadyumdan farkli olarak dehidratasyon, diyare ve serum iire artig1 gibi
olumsuz etkilere sahip degildir (46-48). Ayrica efektif bir ksantin oksidaz (XO)
inhibitdrii olan sodyum tungstat’in antioksidan 6zelligi ile STZ’ nin pankreatik beta
hiicrelerindeki toksik etkisini azaltabilecegi disiiniilmektedir (44). Deneysel
caligmalarda ksantin ve XO ile perfiize edilen diyabetik sican kalplerinin kasilma
kuvvetinde azalma meydana geldigi ve bununda vanadyum uygulamasiyla
giderilebilecegi gosterilmistir (45).

Nagareddy ve ark.min (44) Wistar cinsi erkek sicana 9 haftalik periyot
boyunca sodyum tungstat vererek yaptigi calismada, sodyum tungstat'n STZ-
Diyabetik sicanlarda sol ventrikiil basincim1i (LVP), kasilma hizim1 (+dP/dT ) ve
gevseme hizini (-dP/dT) iyilestirerek kalp fonksiyonunda olumlu etkiler yarattigi ve
bunun sonucunda kardiyomiyopatiyi engelledigi belirtilmistir. Sodyum tungstat'in
diyabetik kalpte yarattifi bu olumlu etkinin XO inhibitdrii olmasi nedeniyle
antioksidan Ozelliginden kaynaklanabilecegi iddia edilmistir (44). Ancak, kalbin
fonksiyonlarindaki bu diizelmenin hangi iyonik mekanizmalarla gerceklestigi ve
oksidatif stresle iligkisi deneysel olarak gosterilmemistir. Dolayisiyla bu ¢aligmanin
amaci, uzun siireli sodyum tungstat tedavisinin diyabetik kalpte degisen kasilma
parametrelerine ve iyonik mekanizmalara etkisini ortaya koymak ve bu etkinin
oksidatif stres ile olan iligkisini aydinlatmaktir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Kalp Kasiin Yapisi

Viicudun tiim doku ve organlarina kan pompalayan kalp, gdgiis boslugunda
yer alan fibroz bir kilif olan perikardiyum ile sarmalanmis, kas yapisinda bir
organdir. Miyokardiyum da denilen kalbin duvarlar1 temel olarak kardiyak-kas
hiicrelerinden olusur. Miyokardiyumun kalp-kas1 hiicreleri birbirine sikica
baglanmis tabakalar halinde diizenlenmis olup, kanmn bulundugu odaciklar
biitiiniiyle sarar. Bir odacigin duvarlart kasildiginda sikilmis bir yumruk gibi bir
araya gelir ve cevreledikleri kana basing uygularlar. Komsu hiicreler interkale
diskler denen yapilar araciligi ile uc uca eklenirler. Bunlarin icinde hiicreleri bir
arada tutan ve miyofibrillerin de baglandigr desmozomlar vardir (49). Kalpte uyari
bir noktadan baslayarak iletim sistemi aracilig1 ile tiim kalbe yayilir. Uyarinin iletimi
gap junction denilen hiicreler arasi baglantilar yoluyla gerceklesir.

1.1.1. Aksiyon Potansiyeli

Kalp kasinin kasilmasi diger kaslarda da oldugu gibi kasi olusturan
hiicrelerin zarlarinin depolarizasyonu ile tetiklenir. Hiicrelerin birbiriyle baglantili
(gap junction) olmalarindan dolay1 olusan aksiyon potansiyeli (AP) bir hiicreden
digerine gecer. Boylece, baslangicta bir hiicrenin uyarilmasi diger biitiin hiicrelerin
uyarilmasiyla sonuclanir (50). Aksiyon potansiyeli olusmasinin altinda zar
gecirgenliklerindeki degisiklikler yatmaktadir. Dinlenim durumunda hiicre zari
potasyum iyonlarina daha gegirgen oldugu ic¢in dinlenim zar potansiyeli potasyum
denge potansiyeline yakin bir degerdedir (50).

Kalp AP’nin konfigilirasyonu ¢esitli fazlara boliinebilir. Sekil 2.1°de ventrikiil
hiicresi AP’nin 5 faz1 ve temel olarak her fazdan sorumlu olan akimlar
goriilmektedir. Faz 0 AP’ nin sigramasi; faz 1 erken repolarizasyon evresi; faz 2
plato evresi; faz 3 asil repolarizasyon fazi; ve faz 4 dinlenim potansiyeli evresidir.

i) Faz 0: AP’nin Na® akimlarina bagh olan hizli sigrama evresidir. Bu
akimin hizli aktivasyon ve inaktivasyon kinetikleri vardir. 1 ms’de
tepe degerine ulastiktan sonra kendiliginden azalir (inaktivasyon). Ufak

bir  depolarizasyonla ~ Na® kanallari  agilmaya  basladifinda,

elektrokimyasal gradyentten dolayr Na® hiicre igine girmeye baslar.
Bu durum hiicrenin daha fazla depolarize olmasina ve depolarize

oldukga da yeni Na* kanallarinin agilmasina neden olur.

ii) Faz 1: AP’nin ¢ikisin1 hemen takip eden gegici ve bagil olarak kiiciik
repolarizasyon evresidir. Biiyiik oranda depolarizasyonla hizla agilan bir

tip K" kanalinin gegici disar1 dogru (transient outward (I,)) akimina
baglidir. Daha az olmakla birlikte klor (CI') akiminin da katkis1 vardir.

iii) Faz 2: Plato evresi olarak bilinen bu faz erken repolarizasyon fazini
takip eden ve zar potansiyelinin gorece sabit oldugu siireci kapsar.
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Sekil 2. 1. Ventrikiil aksiyon potansiyelinin evreleri ve onlara karsilik gelen iyon akimlari. (51).

v)

Kalp hiicrelerinde goriilen uzun AP’nin nedenidir. Platonun nedeni igeri
dogru pozitif akimlarin disar1 dogru pozitif akimlari neredeyse

dengelemesidir. L-tipi Ca** kanallarindan igeri dogru Ca®* girisine
karsilik, yavas aktive olan K" (gecikmis dogrultucu akim (I))
kanallarindan K* digsar1 ¢ikar. Buna ek olarak, I,’da platonun erken
evresine katkida bulunmaktadir.

Faz 3: Platoyu takip eden son repolarizasyon evresidir. Inaktivasyon
nedeniyle Ic, zamanla azalirken, yavas aktive olan Ik artar ve baskin
hale gelir. Bu akimin inaktivasyonu olmadigindan uzun siirelidir.

Faz 4: Ventrikiil hiicrelerinde 4. faz dinlenim potansiyelidir. Zar K"
iyonlarina yiiksek gecirgenlik gosterdiginden potasyum denge
potansiyeline yakin bir deger almaktadir. Dinlenim potansiyeli biiyiik
oranda igeri dogrultucu (Ix;) da denen bir tip K* akimi tarafindan
belirlenmektedir.



Ayrica, AP’ye katkida bulunan pompalar da bulunmaktadir: Kiiciik bir akim

olusturmakla birlikte Na'/K* pompasinin asil islevi akim iiretmekten ¢ok AP’yi
olusturacak iyonik gradyentleri korumaktir (50). Bununla birlikte, NCX normal

modunda disar1 attigi her Ca’ ic¢in iceri 3 Na' tasirken, plato evresinin
baslangicinda ters yonde calisarak onemli bir akim olusturmaktadir. Bu yiizden,
NCX’in AP’nin sekline de etkisi oldugu ileri siirtilmiistiir (52).

2.1.2. Uyarilma-Kasilma Ciftlenimi

Uyarilma kasilma ciftlenimi kasilma kuvvetini olusturan ve kalbin islevini
yerine getirmesini saglayan organize sinyal isleme yolaklarinin biitiiniidiir. Bu
etkinlik, kardiyak hiicre membraninin depolarizasyonu sonucu actlan L-tipi Ca®*
kanallarinin araciligiyla hiicre igine Ca® girisi ile baglar (Sekil 1.2). Kiigiik
miktardaki bu Ca®* akisi sarkoplazmik retikulum (SR) yiizeyindeki riyanodin
reseptorlerinden (RyR) ¢ok daha biiyiik bir Ca®* salimma yol agar. Sarkoplazmik
retikulum aktivasyonunun ve Ca®* salimmim ardindan, depolarizasyondan sonraki
20-40 ms’lik siirecte sitozolik serbest Ca’t konsantrasyonunda ([Ca2+]i) 100 nM
olan diastolik seviyeden, 1 uM’lik sistolik seviyeye ani bir artis gerceklesir (53).
Genellikle, SR’dan Ca®" saliminin temel mekanizmasi kabul edilen bu olaya “Ca’**—
uyarimli Ca**— salim1” (CICR) denir (53-54).

Sarkolemma

T-tubal

200ms

Sekil 2.2. Ventrikiil hiicrelerinde hiicre i¢i Ca diizenlenmesi. Alt grafik aksiyon potansiyeli, Ca
tranzienti ve kasilmanin zamansal degisimlerini gostermektedir. NCX, Na*/Ca®*
degistokuscusu; ATP, ATPaz; PLB, fosfolamban; SR, sarkoplazmik retikulum (54).



Kasilma isi, Ca*’un troponin C miyofilamentine baglanip kontraktil
makineyi harekete gecirmesiyle baglar. TroponinC-Ca”* kompleksi tropomiyozin ile
etkileserek aktin ve miyozin miyofilamentleri arasindaki aktif bolgelerin agiga
cikmasini ve c¢apraz kopriilerin olusmasini saglar. Boylece, sarkomer boyu kisalir

ve kasilma gerceklesir (53-54). Ca**’un SR Ca®* —pompast (SERCA) ile SR i¢ine
geri alinmasi ve NCX ile hiicre disina atilmasiyla [Ca®*]; dinlenim seviyesine diiser

(50, 53, 54). Bu sirada Ca* troponin C’den ayrilir ve kas baslangictaki gevseme
durumuna geri doner (53, 54).

2.2. Diyabet Hastalig ve Ozellikleri

Diyabet (Diabetes Mellitus) karbonhidrat, yag, elektrolit ve protein
metabolizmasindaki bozukluklar neticesinde, uzun vadede c¢esitli akut ve kronik
komplikasyonlara yol acan metabolik bir hastaliktir (55, 56). Diyabet insiilin
yetmezligi, insiilin etkinliginin bozulmasi veya her ikisinin de sonucu olarak aglik
kan glikozunun yiikselmesi ve glikoz toleransinin bozulmasi ile kendini gosterir.
Etiyolojisi, tarihgesi ve klinik disavurumlar1 temel alinarak iki ana grupta
siiflandirilmistir; tip 1 diyabet (insiiline- bagl diyabet (IDDM)) ve tip 2 diyabet
(insiiline-bagli olmayan diyabet (NIDDM) (53)

Tip 1 diyabet her yasta olmakla birlikte daha ¢ok c¢ocuklarda ve geng
yetiskinlerde goriilmektedir. Hastaligin kesin nedeni tam olarak anlasilamamig
olmakla birlikte, pankreatik beta () hiicrelerinin otoimmiin dejenerasyonu ve/veya
cevresel faktorlerin sonucu oldugu diisliniilmektedir. Tip 1 diyabetin nedeni
hakkindaki en yaygin kani Langerhans adaciklarindaki pankreatik (f3) hiicrelerinin
otoimmiin yoldan tahribati ile olustugu yoniindedir (53).

Tip 1 diyabet’in karakteristik 0Ozelligi, dolasimdaki plazma insiilin
seviyesinin diismesiyle sonuglanan insiilin tiretiminin kaybolmasidir (53). Bu insiilin
yetmezligi katekolaminler, kortizol, glukagon ve biiyiime hormonlar1 gibi katabolik
elemanlarin varliginda yag dokusundaki lipolizi (yag yikimi) arttirmaktadir (53).
Bunun sonucunda dolasima yag asitleri salinmakta, bunlar da karacigerde keton
yapilara, asetoasetik aside ve 3-hidroksibutirik aside donlismek {izere okside
olmaktadir. Biitiin bunlar asidozis denilen duruma katkida bulunmaktadir.
Ketoasidozis’in tedavi edilmediginde diyabetik koma ve Oliimle sonuglanabilecek
semptomlart arasinda polidipsi, poliiiri, kilo kaybi, ayak kramplart ve zayiflik
bulunmaktadir (57). Bunun yaninda bir¢cok organ ve dokuda 6liimciil hasarlara da
neden olmaktadir.

Diyabetin en yaygin olani tip 2 diyabettir. Bu form poligenik olmakla ve
genlerden etkilenmekle birlikte c¢evre de Onemli bir faktordiir. Hastaligin
karakteristik ozellikleri insiilin direnci ve bagil insiilin yetmezligidir (53). Ancak bu
hastalarda insiilin seviyeleri genellikle normaldir. Tip 2 diyabette ortaya ¢ikan
sorunlarin kaynagi pankreas olmayip, hiicre diizeyinde insiilin reseptoriindeki ve
reseptor sonrast basamaklardaki direngtir (58).

Diyabeti anlamak ve tedavisine yonelik yeni yaklagimlar gelistirmek
amaciyla c¢ogunlukla hayvanlarda deneysel diyabet modelleri olusturulmaktadir.
Bununla birlikte, ¢ok daha yaygin olmasina ragmen, karmasik etiyolojisi ve



yeterince anlasilamamis olmasindan dolay1 diyabetin tip 2 hayvan modellerinde
¢cok daha az calisma yapilabilmistir. Bu hastalifa yonelik gelistirilen birgok
genetik ve kimyasal model deneylerinde problemler ortaya ¢ikmakta ve diyabetten
bagimsiz komplikasyonlar gelismektedir. Buna karsilik tip 1 diyabetin deneysel
modelleri kimyasal maddelerle kolaylikla yapilabilmektedir (53, 59, 60). Bu
modellerde, deney hayvanina verilen kimyasal pankreasin B-hiicrelerinin 6liimiine
yol agmaktadir. Bu amagla kullanilan diyabetojenik iki kimyasal ajan alloxan ve
STZ dir. STZ (2-deoxy-2-[[(methylnitrosamino) carbonyl]amino]-D-lucopyranose)
B-hiicrelerine yliksek segicilik gosterirken, alloxan’in 0zglil olmayan nekrotik
etkileri oldugu ifade edilmistir (53, 60).

2.2.1. Diyabetik Patolojiler: Kardiyomiyopati

Kardiovaskiiler komplikasyonlar diyabetik hastalardaki marazi ve oliimciil
vakalarin en Onemli nedenidir. Diyabetik kosullarda aterosklerotik vaskiiler
hastaliklar sik¢a goriilmesine ragmen, bunlardan bagimsiz olarak kalpte gelisen ve
cesitli fonksiyon bozukluklarina yol agan bir tip kardiyomiyopatinin oldugu da
bilinmektedir (61, 62). Diyabetik kardiyomiyopati erken diastolik ve gec sistolik
fonksiyon bozukluklarina neden olan bir hastaliktir. Diyabetin yol agtigt bu
yetmezliklerin altinda yatan etkenler; lif kisalma ve gevseme hizindaki azalma,
diisiik miyozin ATPaz aktivitesi, miyozin izoformlarinda V; (hizli)’den V; (yavas)’e
kayma, sarkoplazmik retikulumun kalsiyum aliminda bozulma, insiiline duyarl
glikoz tastyicisinda (GLUT4) azalma vb. hiicresel fonksiyon bozukluklaridir (56,
63).

Insiilin yetmezligi olan diyabetik sicanlarla yapilan deneylerde papiller kasin
kisalma ve gevseme Kkinetiklerinin yavasladigi, gerilme kuvvetinin ise azaldigi
gosterilmistir (64). Trost ve ark. (11) tip 1 diyabetin etkisiyle fare papiler kasinda
kasilma ve gevseme siirelerinin uzadiini, buna karsilik gerilme kuvvetinin
azaldigini ifade etmislerdir. Bunun yaninda, deneysel diyabet modeli olusturulan
sicanlarda sol ventrikiill papiller kasinda kasilma ve gevseme evrelerinin
yavaslayip uzadigini, ancak gerilme kuvvetinin degismedigini gosteren bulgular da
ortaya konmustur (8, 10).

Diyabetik kalplerden kaydedilen aksiyon potansiyellerinin kontrollere gore
onemli Ol¢iide uzamis oldugu bir¢ok caligmada gosterilmistir (65, 66, 67). Bu
uzamanin iyonik akimlarla iligkisi arastirilmis ve Ca* akimlarinin degismedigi
(68), gecici disar1 dogru (transient outward; Ii,) ve kararli-durumdaki (steady-state;
Is) pasif K™ akimlarinin ise azaldig bildirilmistir (65, 67). Bununla birlikte, iceri
dogrultucu (Inward rectifier; Ix;) K akimimin diyabetli kalp hiicrelerinde
degismedigi, fakat gecikmis dogrultucu (delayed rectifier; Ix) akimin azaldigir ve

bunun AP’nin geg¢ repolarizasyon fazindaki uzamaya katkisi oldugu ileri siirtilmiistiir
(67).

Hiicre ici Ca®* seviyesi kalbin kasilma siirecindeki en 6nemli ve belirleyici
degiskenlerdendir. Bu yiizden, bir¢ok calismada diyabetli kalpte gozlenen kasilma

bozukluklarinin hiicre i¢ci Ca®* homeostazindaki degisikliklerle iliskili oldugu
ortaya konulmus (8, 11, 21), ancak bu konuda bir uzlasmaya varilamamistir.

Literatiirde diyabetik kardiyomiyositlerde hiicre i¢i Ca®"’un bazal seviyesinin



artigmna (21), degismedigine (14), ya da azaldigina (24) iliskin bulgulara
rastlanmaktadir. Bunun yaminda, elektriksel uyaranlarla kaydedilen Ca®*
transientlerinin  genliklerinin azaldigi, kinetik parametrelerinin ise uzadigi
bildirilmistir (17, 23, 24).

Diyabetik kalpte gdzlenen fonksiyon bozukluklarmnin hiicre i¢i serbest Ca**’
degisimlerini diizenleyen elemanlardaki ve/veya miyofibrillerin fosforilasyonundaki
anormalliklere bagli oldugu diisliniilmektedir (7, 16). Deneysel sigan modelleriyle
yapilan ¢aligmalarda diyabetik kalpte NCX, SERCA, RYR, fosfolamban (PLB) gibi

hiicre ici serbest Ca** diizenleyici proteinlerin seviyelerinin azaldigi goézlenmistir
(17, 18, 19, 20). Bunun yaninda, NCX ve SERCA’nin aktivitelerinde de bir azalma
oldugu bildirilmistir (14, 16, 17). Ayrica, bircok ¢alismada diyabetik kalpte arttig1
gosterilmis olan protein kinaz C (PKC)’nin (69, 70) troponin I fosforilasyonu
yoluyla aktomiyozin ATPaz aktivitesini ve aktin-miyozin etkilesimini diiiirdiigii ileri
stiriilmektedir (16, 72). Bunun yaninda, Shimoni (71) PKC aktivasyonunun normal
ventrikiil hiicrelerinde K* akimlarin1 baskiladigini, buna karsilik PKC inhibitérii ile
inkiibe edilen diyabetli hiicrelerde akimlarin diizeldigini gostermistir.

2.3. Sodyum Tungstat ile Diyabetin iliskisi

Son yillarda diyabette bozulan insiilin metabolizmasina etki eden pek ¢ok
inorganik element tanimlanmistir (4). Bu inorganik elementler i¢inde vanadyum (36),
krom (37), molibdenyum (38), kobalt (39) ve ¢inko (40) sayilabilir. Ote yandan baz
calismalarda sodyum tungstat (Na,WQy)’1n da diyabetik hayvanlar iizerinde yapilan
calismalarda anti-diyabetik etkiler gosterdigi ortaya konulmustur (41-43). Birgok
bakimdan vanadyuma benzeyen sodyum tungstat ile yapilan arastirmalarda STZ-
diyabetik sicanlarda plazma glikoz, trigliserit ve serbest yag asidi diizeyini
diistirmistiir. Sodyum tungstat'in bu etkileri insiilin diizeyi artisindan daha ziyade
insiilin aktivitesini arttirarak sagladigi iddia edilmektedir (44). Sodyum tungstat,
diyabet sebebiyle karaciger glikoz metabolizmasinda gelisen olumsuz etkileri
(fruktoz 2,6 bifosfat, glukokinaz, glikojen fosforilaz alfa, priivat kinaz, glikoz-6-
fosfat, glikojen sentaz ) 6nemli dl¢iide iyilestirmistir (41-43). Bunun yaninda sodyum
tungstat, vanadyumdan farkli olarak dehidratasyon, diyare ve serum iire artis1 gibi
olumsuz etkilere sahip degildir (46-48). Ayrica efektif bir ksantin oksidaz (XO)
inhibitorii olan sodyum tungstat’in antioksidan 6zelligi ile STZ’ nin pankreatik beta
hiicrelerindeki toksik etkisini azaltabilecegi disiiniilmektedir (44). Deneysel
calismalarda ksantin ve XO ile perfiize edilen diyabetik sigan kalplerinin kasilma
kuvvetinde azalma meydana geldigi ve bununda vanadyum uygulamasiyla
giderilebilecegi gosterilmistir (45). Nagareddy ve ark.'nin (44) Wistar cinsi erkek
sicanlara 9 haftalik periyot boyunca sodyum tungstat vererek yaptigi ¢alismada,
sodyum tungstat'in STZ-diyabetik si¢anlarda sol ventrikiil basincin1 ( LVP ), kasilma
hizint ( +dP/dT ) ve gevseme hizin1 (-dP/dT) iyilestirerek kalp fonksiyonunda olumlu
etkiler yarattigi ve bunun sonucunda kardiyomiyopatiyi engelledigi belirtilmistir.
Sodyum tungstat'in diyabetik kalpte yarattig1 bu olumlu etkinin XO inhibitdrii olmas1
nedeniyle antioksidan 6zelliginden kaynaklanabilecegi iddia edilmistir (44).

2.4. Oksidatif Stres
Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge ic¢indedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif



denge saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu
dengenin bozulmasina neden olur ve bu durum oksidatif stres olarak adlandirilir.
Oksidatif stres, doku hasar1 gibi patolojik durumlarin geligmesine neden olur
(73).Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA ve karbonhidratlar gibi tiim
onemli bilesiklerine etki ederler ve yapilarinin bozulmasina neden olurlar. Biyolojik
sistemlerde, siiperoksit anyonu(O,"), hidroksil radikali (*OH), peroksil radikali
(ROO’) ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H,O,) gibi serbest radikaller oksidatif

stresin en 6nemli nedenleridir (74, 75).

2.4.1. Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Aerobik canlilar yasamlar1 i¢in mutlaka molekiiler oksijene gereksinim
duyarken, anaerobik canlilar biiylime ve ¢ogalmalar1 icin oksijene bagiml
degillerdir. Anaerobik canlilardaki oksijenin toksik etkisinin nedeni, oksijenden
kaynaklanan bazi reaktif tiirlerin biyolojik molekiilleri oksitlemeleri ve bu reaktif
tirlere karsi anaerobik canlilarda savunma sisteminin bulunmamasidir. Oksijen
sadece anaerobik tiirlerde degil, yasamlar1 icin mutlaka molekiiler oksijene bagimli
olan canlilarda da toksik etkilere sahiptir. Oksijenin canlilardaki toksik etkisinin
“oksijen radikalleri” olarak adlandirilan ve oksijenin viicuttaki metabolizmasi
sirasinda olusan reaktif tiirlerden kaynaklandigi bilinmektedir.

Serbest Radikal Kavrama:

Stabil molekiillerin ¢ogunun disg yoriingelerinde biri digerine zit yonde
hareket eden elektron ciftleri bulunmaktadir. Bu elektron ciftleri, molekiiliin kararli
kalmasini saglar. Dis yoriingelerinde en az bir adet eslesmemis elektron iceren atom
veya molekiile serbest radikal denir (76-78). Serbest radikaller rastlantisal bir sekilde
metabolizmanin yan iriinleri olarak veya belli bir amaca yonelik olarak hiicre
igerisinde siirekli tiretilirler.

Serbest Radikal Olusumu:
Radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusur.

1. Normal bir molekiiliin kovalent baginin homolitik ayrilmasiyla: Yiiksek enerjili
elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina neden
olur. Kirllma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar
tizerinde kaliyorsa, bu tiir kirtlmaya homolitik kirilma denir ve her iki atom {izerinde
de eslesmemis elektron kalir.

2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesiyle: Radikal 6zelligi bulunmayan bir
molekiiliin elektron kaybetmesinin ardindan dis orbitalinde paylasilmamis elektron
kaliyorsa radikal formu olusur.

3. Normal bir molekiile elektron eklenmesiyle: Radikal 6zelligi tasimayan molekiile
bir elektron transferi ile dig orbitalinde eslesmemis elektron olusuyorsa bu tiir
indirgeme radikal olusumuna neden olur (79).

Bir radikal, radikal olmayan bir molekiille reaksiyona girerse, baska bir serbest
radikal olusur. Bu o0zellik serbest radikallerin zincirleme reaksiyonlara



girebilmelerine olanak saglar (80).Biyolojik etkileri en dnemli olan serbest radikaller
oksijenden olusan serbest radikallerdir.

Oksijen ve Oksijen Radikalleri:

Molekiiler Oksijenin Ozellikleri:

Molekiiler oksijen (O;), paralel spin durumlu iki eslesmemis elektrona
sahiptir. Serbest radikal tanimina gore O, biradikal olarak degerlendirilir (81).
Biradikal bir yapiya sahip olan oksijenin herhangi bir molekiille tepkimeye
girebilmesi i¢in, tepkimeye girecegi molekiiliin de benzer yapiya (farkli orbitallerde
spinleri ayn1 yonde elektron igermesi) sahip olmasi gerekir. Oysa basta organik
molekiiller olmak iizere atom ve molekiiller orbitallerinde elektronlari antiparalel ve
eslesmis olarak igerirler veya paylasilmamis elektronlar kovalent baglara
katilmiglardir. Bunun sonucu olarak oksijenin diger molekiillerle olan reaktivitesi son
derece kisitlanmistir. Bu kisitlama “spin kisitlamasi” olarak adlandirilir. Canlilarin
oksijeni kullanabilmesi i¢in oksijene elektron transferi yaparak spin kisitlamasini
asmalar1 gerekir. Bu islem i¢in canlilar baz1 metal iyonlarindan (Fe, Cu, Mn, Zn)
yararlanirlar.

Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri (ROS) oksijenli solunum metabolizmasi esnasinda
olusur. Bu olusan radikallerin yarilanma Omiirleri birka¢ milisaniye ile dakikalar
hatta saatler arasinda degismektedir (82). Reaktif oksijen tiirlerinin simgeleri ve
elektron yapilar1 Tablo 2.1°de verilmistir.

Serbest oksijen radikalleri biyokimyasinda anahtar rol oynayan maddeler O,,
05", H,0,, gecis metal iyonlar1 ve *OH’dir. Bunlardan ilk dordiiniin reaksiyonu ile
*OH olusmaktadir (Sekil 2.3) (84, 85). Reaktif oksijen tiirleri, cesitli serbest radikal
zincir reaksiyonlarini baslatabilir ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (R™),
peroksit radikali (ROQ"), alkoksi radikalleri (RO"), tiyil radikalleri (RS"), siilfenil
radikalleri (RSOe¢) ve tiyil peroksit radikalleri (RSO,’) gibi ¢esitli radikallerin
olusumuna neden olurlar.

Tablo 2.1. Reaktif oksijen tiirlerinin simgeleri ve elektron yapilari (83).

Reaktif Oksijen Tiirleri Simgesi Elektron Yapisi
Silperoksit radikali 0, - -Os: O
Hidroksil radikali .OH -O:H
L1l i -2
Peroksit radikali 0,7 Q0
Hidrojen peroksit H20; I é" C}‘H
Singlet oksijen '0, Qa0
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Atmosferik bir bilesik olan ozon (O3), nitrik oksit radikali (NOe¢) ve
hipoklorik asit (HOCL') gibi gesitli molekiiller de giiglii oksidan etkiye sahiptir (85,
86)

Siiperoksit anyonu (0;"):
Hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu O,* meydana gelmektedir (83).

Oy+e — 0,

Siiperoksit anyonu, hiicre membranlarindan kolay gegemedigi i¢in kendisi
dogrudan zarar vermemektedir (85). Siiperoksitin asil dnemi, ge¢is metal iyonlarinin
indirgeyicisi ve hidrojen peroksit kaynagi olmasidir (83).
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Sekil 2.3. ROS ( Reaktif oksijen tiirleri) un olusumu (87)

Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu siiperoksit meydana getirebilir.
Fe? + O, «———> Fe™ + 0,
«—>
Cu*+ O, Cu*? + 0y
Gegis metalleri iyonlarinin oksijenle reaksiyonlari geri doniistimlii reaksiyonlardir.

Pek ¢ok enzimin katalitik etkisi sirasinda O, bir iirlin olarak da olusabilir.

Aktive edilen fagositik 16kositler antibakteriyel etki icin NADPH (B-Nikotin
Amid Diniikleotid Hidrojen Fosfat ) oksidaz enzimi araciligiyla bol miktarda O,
ireterek fagozom igine ve bulunduklari ortama verirler (87, 88).

NADPH + 20, ——» NADP"+ H' + 205"
O,*” bir proton (H") alarak HO, yi olusturur. Oldukca reaktif olan bu radikal

hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu baslatabilir ve zarla iligkili antioksidanlari
oksitleyebilir.
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O,*’nin fizyolojik bir serbest radikal olan NOe ile birlesmesi sonucu bir
reaktif oksijen tlirevi olan peroksinitrit (ONOQ") olusmaktadir.

0y + NO» —— ONOO

0,*’, yapisina bir ¢ katilmastyla peroksil anyonu (0,%) olusturabilir ve bu da
ortamdan iki H* alarak H,O, olusumuna neden olabilir( 89).

02'_ + e —» 022.-

022 T+ 2H+ —'I'IzOz

Hidrojen peroksit (H,0):

Hidrojen peroksitin iiretimi siiperoksitin dismutasyonu ile olmaktadir. Iki
stiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni
olusturmaktadir. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iirlinler olustugundan bu bir
dismutasyon reaksiyonu olarak bilinmektedir.

20, +2H" — H,0,+ 0,

Hidrojen peroksit diisiik elektriksel yiikii ve noniyonize 6zelliklerinden dolayi hiicre
membranlarindan hizli bir sekilde geger. Gegis grubu metal iyonlarinin varliginda
yiiksek derecede reaktif serbest radikaller olusur (85, 90).

Hidroksil radikali (*OH):

Hidroksil radikali, ilk olarak 1934 yilinda Haber ve Weiss adh
aragtirmacilarin gosterdikleri, kendi adlari ile anilan reaksiyon ile ortaya konmustur.
En kisa yar1 6mre (1x107sn) sahip olan “OH, biyolojik sistemlerde rastlanan en etkili
oksijen radikalidir ve makromolekiiller ile kolaylikla reaksiyona girer (85).

Hidrojen peroksit siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek hidroksil radikali
olusturur. Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu ad1 verilmektedir.

H, 0, + 07— *OH+ OH + O,

Haber-Weiss reaksiyonu genellikle fizyolojik durumlarda yavastir. Fakat
gecis metalleri, metal selatorler veya hemoproteinlerin varliginda bu reaksiyon hizli
olusur. Bu durum Fenton reaksiyonu olarak tanimlanir. Biyolojik sistemlerde demir
benzeri gegis metalleri, demir igeren maddeler (transferrin, laktoferrin, hemoglobin,
adenozin, 5’-difosfat ferrin iyon) mevcuttur. Siiperoksit radikali ferrik (Fe**) demiri,
ferroz (Fe**) demire indirger. Bu sirada H,0,_ hidroksil radikaline doniisiir (91, 92).

(1) 0, + Fe® ———— Fe™+0,
(2) Fe** + H,0, —— Fe™ + OH+ *OH

Hidroksil radikali olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi g¢esitli
molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS"), karbon merkezli organik
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radikaller (R"), organik peroksitler (RCOQ") gibi yeni radikallerin olusmasina ve
sonugcta biiyiik hasara neden olur.

R-SH + ‘OH — RS- + H,0
-CH, + *OH — CH+ + H,0

Nitrojen Oksitleri:

Nitrik oksit (NOe¢) ve nitrojen peroksit (NO;"), tek sayida e igerdikleri i¢in
serbest radikal tanimina uymaktadir. Biyolojik sistemlerde olusan reaktif nitrojen
tirlerinin en 6nemlisi NO™dur. Nitrik oksitin kontrolsiiz {iretimi sonucu proteinlerin
nitrolizasyonu, DNA kirilmalar1 ve diger molekiiler etkilesimler ile beyin dokusunu
hasarlayabilir (93). In vivo ortamda salman NO’, NO," veya nitrat (NO3")’a otookside
olabilir. NO," zayif bir rediikte edicidir. Fizyolojik pH’da NO’, bir reaktif ara iiriin
olan ONOO™“yu olusturmak tizere O, ile reaksiyona girebilir. Radikal olmayan
ONOQO', giiclii bir oksidandir. Tiyol gruplarinin oksidasyonu yoluyla direkt sitotoksik
etki gosteren ONOQ’, ¢esitli nitrojen oksit radikallerini ve ‘OH olusturarak
dekompoze olabilir (94).

0,” + NOO — ONOO + H*
ONOO + H" «— «OH + NO;’
‘OH + NO,, ——» NO; + H*

2.4.2. Serbest radikallerin etkileri:

1956’da  Denham Harman, oksijen radikallerinin in vivo enzimatik
reaksiyonlarin iiriinii olabilecegi hipotezini ortaya atmig ve serbest radikallerin biiyiik
capli hiicresel hasar, mutagenez, kanser ve biyolojik yaslanmanin dejeneratif
stireclerinden sorumlu olabilecegini ileri siirmiistiir (95). Bu hipotezden yola
cikilarak yapilan arastirmalarla serbest radikallerin organizmadaki Onemi
anlasilmstir.

Serbest radikaller toksik etkilidir. Yaslanma ve ¢esitli patolojik durumlarda
tiretimleri antioksidan savunma sisteminin kapasitesini astigi zaman hiicresel
makromolekiillerden lipidler basta olmak tizere DNA, protein ve karbonhidratlar ile
reaksiyona girerler. Sonugta hiicrenin yapisal ve fonksiyonel biitlinligli bozulur ve
geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz hasarlar meydana gelir. Oksijen radikallerinin
fazla yapimimin neden oldugu etkilerin toplami “oksidan stres” olarak adlandirilir
(96, 97). Kontrolsiiz ROS artisinin etkileri sonucu hiicre apoptoz ya da nekroz ile
Olime gider (98).

Serbest radikallerin lipidlerle reaksiyonu:

Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglart serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iriinlerini olusturmaktadir.
Coklu doymamis yag asitlerinin (poly unsaturated fatty asid- PUFA) oksidatif yikimi1
olan lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin PUFA’nin yan zincirlerindeki
metillenmis karbonlardan hidrojen atomu koparmasiyla baglar. PUFA’nin
oksidasyonu, bir oksijen alarak ¢abucak peroksil radikaline (LOQO¢) doniisebilen yag
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asidi radikalinin (L) olusmasina yol acar (78, 99). Peroksil radikali, membrandaki
komsu yan zincirlerden hidrojen atomlarimi koparip peroksidatif zincir reaksiyonunu
baslatmaktadir. Peroksidasyon bir kere bagladiktan sonra devam eder (99, 100).

Lipid hidroperoksitler de (LOOH) yikilarak LOe, LOOe gibi radikaller,
hidrokarbonlar, alkoller ve eterin yaninda MDA ve 4-HNE gibi sitotoksik
molekiillerin (101) olusmasina neden olur. Bunlar peroksidasyonun ikincil
trlinleridir. 4-hidroksinonenal, proteinlere konjuge olmak ig¢in sistein, lizin ve
histidin rezidiileri ile etkilesir ve amino asit modifikasyonlarina sebep olur.
Malondialdehit ise, membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve c¢apraz
baglanmalarina neden olmakta, membranin bazi o6zelliklerini degistirmektedir.
Dolayistyla MDA hiicre ve dokulardaki oksidatif hasarin bir gostergesidir. MDA nin
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyonu sonucunda TBARS meydana gelmektedir.
Bu test ile MDA ol¢tiimii PUFA nin peroksidasyonunun tespit edilmesinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (102-104).

Biyolojik membranlarda lipid peroksidasyonu, membran akiskanliginin
azalmasina, membran potansiyellerinin diismesine, H* ve diger iyonlarin
gecirgenliginin artmasina ve sonugta hiicre membraninin pargalanarak organellerin
disar1 sizmasina neden olur (105).

Serbest radikallerin proteinlerle reaksiyonu:

Proteinler oksidanlara maruz kaldiklarinda bircok kovalent degisikliklere
ugrar. Bu degisikliklerden bazilar1 serbest radikallerin proteinler {lizerine dogrudan
etkileri sonucu olugabilecegi gibi, bazilar1 da oksidasyon yan {irlinlerinin proteinlere
kovalent baglanmasi ile meydana gelir. Proteinlerin radikal aracili hasari; elektron
kayb1 ve metal-iyon katalizli reaksiyonlar ile baslatilabilmektedir (106). Proteinlerin
serbest radikal hasarindan etkilenme dereceleri aminoasit kompozisyonlarina
baghidir. Doymamis bag ve kiikiirt iceren molekiillerin serbest radikal reaktivitesi
yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi
aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallere kars1 daha duyarlidir.
Aminoasitlerin oksidasyonu proteinlerde fragmentasyon, agregasyon ve proteolitik
yikima duyarlilik gibi fiziksel degisikliklere neden olmaktadir (60, 107).

Proteinlerin oksidasyonu ile 6zellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli
organik radikaller olugsmaktadir. Sonu¢ olarak immiinglobulin ve alblimin gibi fazla
sayida disiilfit bagi bulunduran proteinlerin yapilar1 bozulmakta ve bu proteinler
fonksiyonlarini yerine getirememektedir.

Proteinlerin oksidasyonu sonucu membran enzimlerinin aktivitesi azalmakta,
hiicreye Ca®* girisi artmaktadir. Hiicre i¢i serbest Ca®* artisina bagh olarak zararl
etkilere sahip pek c¢ok enzimin aktivitesi artmakta, bu da hiicre hasarina yol
agmaktadir.

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkileri:

Yapilan c¢aligmalarda, o-hidroksialdehid yapiya sahip karbonhidratlarin,
metal iyonlarmin varliginda hizli bir sekilde otooksidasyona ugradiklar1 ve bunun
sonucunda dikarbonil bilesikleri ve hidrojen peroksit olusturduklar: belirtilmistir (85,
108).
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Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri:

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve Olime neden olmaktadirlar. Hiicre iginden ve disindan
kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan kolayca gegerek ve hiicre ¢ekirdegine
ulagarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre Oliimiine yol

agmaktadir (85, 109, 110).

2.4.3. Ksantin Oksirediiktaz Sistemi
Ksantin oksirediiktaz, piirin katabolizmasinda goérev yapan komplex bir enzim
olup, hipoksantin/ksantinden iirik asit olusumunu katalizler (111).

Ksantin Oksirediiktazin Yapisi:

Ksantin oksidaz (XO) ve ksantin dehidrogenaz (XDH) enzimlerinin her ikisi
de molibdenyum hidroksilaz flavo protein ailesi iiyesidir. Bu iki enzim formu ve
reaksiyonlarindan genellikle ‘XOR aktivitesi’ olarak soz edilir. Ksantin oksidaz
yaklasitk 300 kDa agirliginda olup homodimer yapidadir. Her bir iinitesi
molibdenyum kofaktor, flavin adenin diniikleotid(FAD) ve iki adet demir siilfiir
molekiili igerir (111).

Bakteriden insana kadar genis bir dagilim gosteren (111) XOR’1n, katalitik
ozellikleri, kofaktorleri ve temel diizenlemeleri rat, fare ve insanda yaklasik %90
oraninda benzerlik gdstermektedir (112, 113). insanda XOR geni 22. Kromozomun
kisa kolunda bulunur ve yaklasik olarak 6000 baz ¢ifti bliylikliigiindedir (111).

Ksantin oksirediiktazin gorevleri:

Fizyolojik kosullarda hiicrede esas olarak enzimin XDH formu bulunur. XDH
elektron alicis1 olarak NAD™ kullandig1 igin metabolitleri zararli degildir. Iskemik
dokularda XDH formu XO formuna doniisiir ki, XO formu elektron alicis1 olarak
molekiiler oksijeni kullanir. Bu reaksiyon sonucunda siiperoksit ve hidrojen peroksit
olusur. Olusan reaktif oksijen tiirleri ve siiperoksit radikali hiicre i¢in zararli olabilir.
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Pathway of Purine Catabolism
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Sekil 2. 4. XO’nun piirin metabolizmasinda gérevi.

Granger ve arkadaslan (114) XO’in, iskemi-reperfiizyon patogenezinde Kkilit rol
oynadiginm1 belirtmektedirler. Dokulara kan akimmin ATP olusturamayacak kadar
azalmasi sonucu trans-membran iyon gradiyenti yok olur.

Bunun sonucunda, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun artisi, XDH
formunun, XO formuna geri doniisiimsiiz olarak ¢evrimine neden olan proteazlari
aktive eder (114). Ayrica hiicre i¢i ATP diizeylerinin azalmasi, AMP
konsantrasyonunun artmasina neden olur. AMP, sirasiyla adenozin, inozin ve
hipoksantine yikilir. Sonug olarak, iskemi sirasinda ksantin oksidaz enzimi aktive
olur ve enzimin substrati ortamda hazir hale gelir. Reperfiizyon siirecinde tekrar
oksijene maruz kalinmasiyla XO ve hipoksantin birlikte siiperoksit ve hidrojen
peroksit Uiretir. Bu reaktif oksijen tiirleri hidroksil radikalleri ile de etkileserek serbest
radikal olusumuna katkida bulunur. Birgok calismada barsak (114), bobrek ve
karacigerde (114) iskemi reperflizyon hasarinda XO’nun rolii gosterilmistir. XO,
allopurinol vaya oksipurinol gibi spesifik inhibitorlerle inhibe edildiginde ise hasarda
azalma oldugu ortaya konmustur.

2.4.4. Antioksidan Savunma Sistemi
Saglikli bireylerde normal metabolizma sonucunda olusan ROS zararh
etkilerinin disinda, organizmanin yabanci maddeler ve infeksiyon ajanlarma karsi
savunmasinda yararl etkilere sahiptir. Fakat bu etkilerin bir dengede tutulmasi gerekir
(115). Bu dengenin bozulmasi ve ROS’larin artmasi halinde hem hiicre i¢inde, hem de
hiicre disinda olusan radikallerin zararli etkileri antioksidan savunma sistemi dgelerinin
ortaklasa galismalar1 sonucu ortadan kaldirilir (116). Bu savunma sistemini superoksid
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-S-
transferaz (GST), glutatyon reduktaz (GSSGR), mitokondriyal sitokrom oksidaz
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enzimleri ve C, A, E vitaminleri gibi antioksidan bilesikler olusturur (115).
Primer antioksidan savunma:

Antioksidan enzimler:

Hiicrede olusan ROS’un sitotoksik etkisinin ortadan kaldirilabilmesi veya
azaltilabilmesi antioksidan enzim sistemleri ile miimkiin olabilmektedir (117). Bu
enzimler, sitoplazmik, mitokondriyal ve ekstraselliler SOD, GSH-P,, CAT ve
fagositik hiicrelerde mevcut olan myeloperoksidaz enzim sistemleridir (Sekil 2.5).

O,e
NADP+ NADPH
\_/
Glutatyon
SOD Rediiktaz
N\
GSH GSSG
oY Glutatyon
Myeloperoksidaz .
Peroksidaz
H0 «——<-H,0; > H,0 + 0,
Katalaz
HOCI Crl

Sekil 2.5. Antioksidan enzim sistemleri

Siiperoksit dismutaz (SOD):

Ik kez 1968 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan tanimlanan SOD enzimi
homodimerik yapida olan 32 kDa’luk bir proteindir (Sekik 2.6). Siiperoksit dismutaz
iki tane O,* alaray OH ve O,olusturur (118, 119).

20, +20F —22 5 1,0,+0,

Bu reaksiyon oksidatif strese kars1 ilk savunma olarak da adlandirilir. Ciinkii
aerobik kosullarda yasayan tiim canlilarda kag¢inilmaz bir sekilde meydana gelen O,
zincirleme radikal reaksiyonlarin giiclii bir baslangicidir. Katalitik aktivitesi oldukca
yiiksek olan SOD enzimi sayesinde hiicresel kompartmanlardaki O, diizeyleri
kontrol altinda tutulur. SOD, oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunur,
ancak yliksek oksijen kullanimi olan dokularda aktivitesi fazladir (118, 119, 120).

Okaryotik hiicrelerde aktif bolgelerindeki metal tiirii ve hiicredeki yerleri
acisindan ii¢ farkli SOD enzimi tespit edilmistir. Kofaktorleri bakir ve ¢inko olan
Cu/Zn-SOD intraseliiler olarak sitoplazma, c¢ekirdek ve lizozomlarda, ektraseliiler
olarak ise plazma membranlarinda ve hiicre dis1 sivilarda tespit edilmistir. Bu
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enzimin aktivitesinden Cu, stabilitesinden Zn sorumludur. Cu/Zn-SOD enziminin
yapisi ve fonksiyonu Sekil 2.6’da verilmistir. Kofaktérii mangan olan Mn-SOD ise
intraseliiler olarak mitokondrial matriks, ektraseliiler olarak ise plazma membraninda
bulunmustur. Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer Cu/Zn-SOD’dur. Bu SOD
izomerlerinin katalizledigi reaksiyonlar aynmidir. Bunlarin disinda bazi bakterilerde
kofaktorii demir olan Fe-SOD saptanmustir. Fizyolojik pH’da bu enzim tarafindan
katalizlenen reaksiyonun hizi yaklasik 2x10° M sec’''dir. Bu hiz, siiperoksit
anyonunun spontan dismutasyonundan 10* kere daha hizlidir (121).

Cu?+ 0, = Cu*+0,
Cu*+ 0, =—b CuZ+0,> 2p Cu++ H,0,

Sekil 2.6. Siiperoksid dismutaz enziminin yapisi ve fonksiyonu

Katalaz (CAT):

Peroksidazlarin bir iyesi olan katalaz, yapisinda dort ‘hem’ grubu bulunduran
220 kDa molekiiler agirlikli bir hemoproteindir. Katalaz hidrojen peroksiti oksijen ve
suya parcalamaktadir. Peroksizomlarda lokalizedir (118).

21,0, — AT 5 >H,0+0,

H,0, seviyesinin diisiik oldugu durumlarda, organik peroksitler tercihen
peroksidaz tarafindan metabolize edilirken, H,O, konsantrasyonunun yiiksek oldugu
kosullarda katalaz tarafindan metabolize edilirler (122, 123).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px):

Glutatyon peroksidaz, ilk kez 1957 yilinda tanimlanmistir. Tetramerik yapida
olan enzim, H,O, ve biiyiik molekiillii hidroperoksitlerin indirgenme reaksiyonlarini
katalizler (118, 124).

GSH-Px
2GSH + H,0O, GSSG + 2H,0O

v
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2GSH + ROOH —S3HPX . 546G + H,0 + ROH

Glutatyon peroksidazin 85 kDa molekiiler agirlikli sitozolik formuna ilaveten
bobreklerde sentezlenen ve salian 90 kDa molekiiler agirlikli bir plazma formunun
varhigi da gosterilmistir (125, 126). Selenyum (Se) bagimli ve bagimsiz olmak {izere
iki tipi mevcuttur. Selenyum bagimli formu katalitik aktivitesi i¢in selenyuma ihtiyag
duyar (85, 127). GSH-Px, karacigerde yiiksek, kalp, akciger ve beyinde orta, kasta
ise diisiik aktiviteye sahiptir.

Glutatyon rediiktaz (GSSG-R):

Glutatyon rediiktazin katalizledigi reaksiyon sirasinda meydana gelen
GSSG’nin ileride tekrar GSH’ya donistiiriilmesi gereklidir, ¢linkii organizmanin
GSH deposu smirlidir. Bu fonksiyonu Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) enzimi yerine
getirir. Bir flovoprotein olan GSSG-R enzimi, NADPH varliginda GSSG’yi tekrar
GSH’ya cevirir. Yaklasik olarak 104 kDa molekiiler agirlikli GSSG-R enzimi iki alt
initeden olusan dimerik yapili bir enzimdir (128).

GSSG + NADPH + H* m» 2GSH + NADP

Glutatyon-S-transferaz (GST):

Glutatyon-S-transferaz (GST), ilk kez 1961 yilinda tanimlanmistir. Dort farkl
alt birimden olusan 101 kDa molekiiler agirlikli bir enzim ailesidir (129, 130).
Organizmaya giren ksenobiyotiklerin  biyotransformasyonunda onemli rol
oynamaktadir. Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak {izere lipid
hidroperoksitler (ROOH)’e kars1 Se-bagimsiz GSH-Px aktivitesi gosterir.

ROOH + 2GSH —SSH-PX_ - osH + ROH + H,0

Mitokondrial Sitokrom Oksidaz:

Mitokondrial sitokrom oksidaz enzimi solunum zincirinin son bilesenidir.
Enzim, elektronlarimi O, ’ye vererek O, ’nin detoksifikasyonunu saglar. Normal
kosullarda siirekli meydana gelen bu reaksiyon sayesinde yakit maddelerinin
oksidasyonu tamamlanarak bol miktarda enerji tiretimi saglanir. O, iiretiminin bu
enzimin kapasitesini astif1 kosullarda ise diger antioksidan enzimler devreye girer
O, "nin zararl etkilerini engeller (83).

Antioksidan Bilesikler:

Bu gruba ait molekiiler ve iyonlar ekzojen ve endojen kaynakli olarak
organizmada bulunur ve oksidanlara karst enzimatik olmayan bir savunma
gosterirler. GSH, ¢esitli vitaminler, melatonin, niasin, triptofan, riboflavin, a-lipoik
asit, biyoflavonoidler, koenzim Q, {irik asit, seruloplazmin ve sistein, bu grup i¢inde
sayilabilirler.
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Glutatyon (GSH):

Tiim hiicrelerde bulunan diisiik molekiiler agirlikli bir tiyoldiir. Baglica
intraseliiler antioksidan GSH, ekstraseliiler mesafede ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
bulunur. Glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden meydana gelen GSH’ya
antioksidan 6zelligini sistein tiyol grubu kazandirir.

Rediikte glutatyon, O,", "OH ve H,0, gibi bilesiklerle etkileserek indirgeyici
gorev goriir, boylece hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Rediikte glutatyon
dogrudan siiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve organik radikallerle reaksiyona
girip ylikseltgenebilir veya A vitamini gibi antioksidanlarin yiikseltgenmis formdan
indirgenmis forma ge¢mesini saglayarak antioksidan etki gosterir (85, 131). Bunun
disinda proteinlerdeki —SH gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona
karst muhafaza eder. Rediikte glutatyon, demirin Fe** halde tutulmasini saglayarak
protein ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller.
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MATERYAL METOD

3.1. Deney Gruplar ve Diyabetin Olusturulmasi

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik, Biyokimya ve Deney
Hayvanlar1 Unitesinde gergeklestirilen calismamizda 80 adet 3 aylik, ortalama 300-
350 gr agirh@inda, erkek Wistar tiirii sigan kullanilmistir. Deney Hayvanlari
Unitesinden alinan toplam 80 adet sican her grupta 20 hayvan olacak sekilde dort
gruba ayrilmistir.

Grup 1: Kontrol grubu (Kon)

Grup 2: Sodyum Tungstat grubu ( Kon-Tg )

Grup 3: Diyabet grubu (DM)

Grup 4: Diyabet — Sodyum Tungstat grubu (DM-Tg)

3.2 Deney Protokolii

Hayvanlar, deney siiresi boyunca her kafeste 3 tane olacak sekilde, su ve
yem kisitlamasi olmaksizin tutulmuslardir. Diyabetik hayvan modeli olusturmak
uzere, hayvanlara tek doz streptozotocin (STZ; 50 mg/kg) intraperitoneal (i.p.)
olarak enjekte edildi. STZ enjeksiyonundan bir hafta sonra hayvanlarin kan glikoz
diizeyleri oOlgiilerek, diyabetik olmayan hayvanlar deney dis1 tutulmuslardir. Kan
glikoz diizeyleri 300 mg/dl ve {lizerinde olan hayvanlar diyabetik olarak kabul
edilmis ve iki gruba ayrilmislardir. Diyabetli olan iki gruptan birincisine (DM), alt1
hafta boyunca her giin gavaj yoluyla dogrudan mideye su verilirken, diger gruba
(DM+Tg) 100 mg/kg/giin dozunda ayni siire ve ayni yontemle sodyum tungstat
verilmistir.

Kontrol grubu (Kon) hayvanlarina STZ tasiyicist olan sitrat (0,1 mol/l,
pH=4,5 sitrat tamponu) enjeksiyonunu takip eden yedi giiniin ardindan, her giin
hayvan agirligina uygun olarak dort hafta boyunca mideye gavaj ile su verilmis,
ikinci gruba (KON-Tg) ise giinde 100 mg/kg/giin olacak sekilde sodyum tungstat
yine ayni yolla, ayni1 slire boyunca uygulanmistir.

Alt1 haftalik deney siirecini takip eden yedinci hafta igerisinde, kan glikozu
diizeyleri ve viicut agirliklar1 tekrar Olgiildiikten sonra sicanlar kesilmislerdir.
Gruplardaki hayvanlarin bir kismunin kalpleri c¢ikarilarak enzimatik yoldan
kardiyomiyosit izole edilerek, tek hiicre deneyleri gergeklestirilmistir.

3.3. Kardiyak Miyositlerin izolasyonu

Deney gruplarinda bulunan hayvanlarin anestezi altinda (50 mg/kg sodyum
pentobarbital) kalpleri hizli bir sekilde c¢ikarildiktan sonra Langendorff sistemine
baglanmigtir. Daha 6nce baska arastirmacilarin kullandiklar1 enzimatik yontem takip
edilerek (132), asili kalpler 6nce igerigi (mM): 137 NaCl; 5,4 KCI; 1,2 MgSQy; 1,4
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K,;HPO,4; 6 HEPES; 20 Glikoz (pH= 7,2) olan ve siirekli %100 O, ile gazlanan,
kalsiyumsuz perfiizyon soliisyonu ile yikanmustir. Arkasindan, kalbin {izerinden 20
dakika stiresince ayni soliisyon i¢inde hazirlanmis kollajenaz (Roche, Collagenase A
type) (0,8 mg/ml) ve proteaz (Sigma type XIV) (0,07 mg/ml) gegirilip uygun kivama
ulasildiginda, kalp kiigiik bir kabin i¢ine alinmis ve makasla ince bir sekilde dilimlenmistir.
Daha sonra, ince bir filtreden gecirilerek hiicreler bir tiipiin icerisine alinmis ve birkag
yikama igleminden gegirilmistir. Ortamdaki Ca”* agamali olarak arttinldiktan ve hiicreler
1 saat kadar bekletildikten sonra akim kayitlarma gecilmistir. Ayrica, biyokimyasal
parametreler i¢in deneklerin bir kisminin kalpleri hizlica alinarak Tyrode soliisyonu ile
perflize edildikten sonra sivi nitrojen tiipii i¢ine konularak biyokimyasal deneylerin yapildig:
zamana kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.4. Potasyum Akimlarinin Kaydedilmesi

Biitiin akimlar voltaj kenetleme ydnteminin tiim-hiicre konfigiirasyonunda
alinmugtir. Bunun igin, hiicrenin GQ diizeyinde diren¢ olusturacak sekilde elektrod
ucuna Yyapismasi saglandiktan sonra, elektrik pulsu uygulanarak hiicre zar
kirlmistir.  Kenetlemeden sonra zar potansiyeli —70 mV diizeyinde tutulan
hiicrelere 1000 ms’lik pulslar 5 s’lik araliklarla ve 10 mV’luk basamaklar seklinde —
60 mV’tan +60 mV’a kadar 13 defa uygulanmistir. Patch-clamp amplifikatoriiniin
(Axon 200B, Molekiiler Devices, USA) voltaj kenetleme modunda 3 kHz’lik
filtreden gecirilen potasyum akimlari, Digidata 1200°tin 5 kHz’lik &rnekleme
hizinda pClamp 10 yazilimi (Axon Instruments, Foster City CA, USA) ile
kaydedilmistir. Kayit i¢in 1.5-2.5 MQ’luk elektrodlar kullanilirken, kenetleme
sonrast giris (access) direncinin 6 MQ ve altinda olmasina 6zen gosterilmistir.
Akim kayitlart i¢in gerekli hiicre disi1 ortam kapiller borular kullanilarak ve
yercekimi etkisi ile direk hiicre {izerine uygulanmistir. Bu akimlar ig¢in
kullanilan ¢ozeltiler banyo i¢in (mM): 137 NaCl; 5,4 KCI; 1,5 CaCl,;0,5 MgCly;
10 Glikoz; 11,8 HEPES (pH=7,4), pipet i¢in ise (mM): 120 K-aspartat; 20 KClI;
10 NaCl; 5 MgATP; 10 K-HEPES (pH=7,2) olacak sekilde hazirlanmustir.
Ayrica, Ca®* akimlarmi bloke etmek amaciyla kapiller i¢i ortama CdCl, (250 pM)
eklenmistir. Akimlarin tepe degerinden 1000 ms’lik pulsun son boliimiindeki akim
degerleri (Ii) ¢ikarilarak I, hesaplanmistir. Daha sonra, her iki akim i¢in Ol¢iilen
tepe degerleri hiicreler arasi biiyiikliik degisiminden kaynaklanabilecek sapmalari
onlemek amaciyla hiicre sigasina boliinerek akim yogunlugu cinsinden
degerlendirilmistir (133, 134).

3.5. L-tipi Caz"' Akimlarimin Kaydedilmesi

Bu calismada I¢,. Olclilmiistiir. Bu akimlar tiim hiicre voltaj kenetleme
konfigiirasyonunda 1.5-2.5 MQ’luk elektrotlar kullanilarak almmistir. Olgiimler
icin kullanilan pipet soliisyonu igerigi (mM): 120 Cs-aspartat; 20 CsCl; 10 NaCl; 5
MgATP; 10 EGTA ve 10 HEPES (pH= 7.2) olacak sekilde hazirlanmustir. Kayit icin,
hiicreler <70 mV diizeyinde kenetlenerek egimli bir voltaj uygulamast ile zar potansiyeli—
45 mV’a kenetlenmis, bu seviyede bir siire beklenerek sodyum (Na') akimlari inaktif
hale getirilmistir. Sonra —50 mV’tan 10 mV’luk artislarla +70 mV’a 300 ms’lik depolarize
edici pulslar uygulanarak 12 farkli voltaj seviyesinde kayitlar alinmis ve bilgisayara
kaydedilerek Clampfit 10.0 programu ile analiz edilmislerdir. Tepe degerleri 6l¢iiliip 300
ms’nin sonundaki kuyruk akimlarindan ¢ikarilmistir. Her potansiyel i¢in elde edilen akim
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degeri Ol¢iim yapilan hiicrenin Olgiilen siasmna boliinerek degerlendirilmis ve tiim akim
degerleri akim yogunlugunun voltaja gore degisimi olarak verilmistir.

3.6. Hiicre I¢i Serbest Ca®* Derisimi Ol¢iimii

izole edilen kardiyomiyositler fura-2 AM (4 pM) ile oda sicakliginda 20
dakika inkiibe edildikten sonra, 340 ve 380 nm’de eksite edilerek 510 nm’ ye
merkezlenmis floresan oranlarin 6l¢tilmesi ile [Ca2+]ihesaplanm1§t1r (135).

Hiicre i¢i serbest Ca®* 6l¢iim deneylerinde kullamlan banyo ¢ozeltisinin igerigi
su sekildedir (mM): 130 NaCl; 4,8 KCI; 1,2 MgSQOy; 1,5 CaCly; 1,2 KH,POy; 10
HEPES ve 10 glucose (pH= 7,4). Iki ucuna elektrot yerlestirilmis kiivet icine alman
hiicrelerden uyarilabilir olan1 segilerek bir pencere icine alinmstir. Once 20 s’lik
bazal Ca®* sinyali kaydedilmis, sonra hiicreler 25-30 V’luk pulslar ile 0.5 Hz
frekansinda uyarilarak 200 s siireyle gegici Ca®* degisimleri (Ca®® transient)
kaydedilmistir. Arkasindan ayn1 pencere banyonun hiicre bulunmayan bir bolgesine
odaklanarak belli bir siire kayit alinip hiicre i¢i sinyalden c¢ikarilmistir.
Boylece, banyo ortaminin floresansindan kaynaklanabilecek giiriiltiinlin ortadan
kaldirilmast hedeflenmistir. Gozlenen Ca®* degisimine ait sinyallerin Ol¢limii
bilgisayara kaydedilip degerlendirilmistir (IonOptix, USA). Her hiicre 200 s
siiresince kaydedilen transientlerin parametrelerinin ortalamasindan elde edilen
deger ile temsil edilmistir. [Ca®*]; sinyallerinin bazal degerden ¢ikarilarak Slgiilen
maksimum degeri (AFFl40350), tepeye c¢ikis siiresi (TP) ve iissel fonksiyon

uydurularak maksimum degerin  %37’sine inis siiresi (Tgecay) Olgiilerek
karsilastirilmistir.

3.7. Biyokimyasal Parametreler

3.7.1. Ksantin Oksidaz Miktar1 Ol¢iimii

Ksantin dehidrogenaz enzimi (XDH) proteolitik pargalanma veya molekiiller
arast disiilfid bagi olusumu ile ksantin oksidaz formuna doniisiir. Projemizde hem
kontrol hem de diyabet gruplarinda XO ve XDH aktivitelerine bakilmistir. XDH/XO
Olctimleri i¢in alinan myositler soguk homojenizasyon tamponu (50 mM K,;HPO,, 80
mM leupeptin, 2.1 mM Pefabloc SC, ImM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 pg ml-1
aprotinin, pH 7.4 ) icerisinde homojenize edildikten sonra, elde edilen homojenatlar
23.000xg'de 40 dk. 4 °C'de santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatantlarda XO
aktiviteleri florometre kullanilarak belirlenmistir. Protein konsantrasyonu ise 595
nm'de Coomassie reaktifi kullanilarak tayin edilmis, serum albumini de bu dlgiim
i¢in standart olarak kullanilmistir.

3.7.2. Myositlerde Siiperoksid Anyon Salimmminin Belirlenmesi

Stiperoksid anyon salinimi, CuZn SOD ile inhibe edilebilen sitokrom c
rediiksiyon ile spektrofotometrik olarak Olctlilmiistiir. Salinan siiperoksid anyon
miktart rediikte sitokrom c'nin 550 nm'deki extinction coefficienti (2.1x10*M'cm™)
kullanilarak hesaplanmaistir.

3.7.3. Protein Karbonil Gruplarmin Ol¢iimii

Protein oksidasyonunun en yaygin ve genel gostergesi protein karbonil
miktaridir. Demir ve bakir gibi kolay indirgenen ve oksitlenen iyonlar proteinlerde
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katyon baglayici bolgelere baglanip, H,O, ve O, ile reaksiyona girebilirler. Bu
reaksiyon sonucunda lizin, arginin, prolin ve histidin gibi aminoasitlerin amin yan
zincirlerini karbonillere dontstiirebilir. Kalp dokusu érneklerinde karbonil miktarini
belirleyip 6lgmek i¢in en uygun yontem, protein karbonilleri ile 2.4-
dinitrofenilhidrazin (DNPH) arasinda reaksiyon olusturmaktir. Son iiriin olarak
gosterilen protein hidrazon 360-385 nm'de absorbans vererek spektrofotometrik
olarak tayin edilmistir.

3.7.4. GSH Miktarimin Ol¢iimii

Kalp dokusu 6rneklerinde bulunan rediikte glutatyon (GSH) 2 vinylpyridine
ile konjuge edildikten sonra, ortalama glutatyon rediiktaz enzimi ilave edilip okside
glutatyon (GSSG) GSH'ya doniistliriilmiistiir. GSH'da bulunan siilfidril grubu 5',5'-
dithiobis-2-nitrobenzoic aid ile (DTNB-Ellman reaktifi) reaksiyona sokularak sari
renkli 5-thio-2-nitrobenzoic asid (TNB) olusturulmus ve bu reaksiyonun tiimiinde
TNB'nin olusum miktarindan GSSG'in total miktari tayin edilmistir.

3.7.5. Doku Tiobarbiitirik Asit Reaktif Uriinlerinin (TBARS) Ol¢iimleri

Prensip: Bu metodun temel prensibi, lipid peroksidasyonun son iirlinii olan
MDA, 2-tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi ve olusan bilesigin butanol
fazina ekstrakte edilerek 525 nm eksitasyon ve 547 nm emisyon dalga boyunda
spektroflorometrik olarak okunmasi esasina dayanir.

Reaktifler:

1. 29 mM tiobarbitiirik asit (Sigma-T5500): 0.418 g TBA, 50 ml distile su ve 50
ml glasial asetik asit (Acetic acid glasial extra pure, Merck-56 ) icinde
¢Ozllmiistiir.

2. 5 M HCI ( Hydrocholoric acid, Merck-314 )
3. n-biitanol ( n-Butanol, Merck-329)

4. Standart soliisyonu: Tetraetoksipropan (1,1,3,3-tetraecthoxy-propane, Sigma-
T9889) stok soliisyonundan distile su ile sulandirilarak hazirlanmistir.

Islemler: 1 ml distile su iceren tiipe 50 pl doku siipernatanti konulduktan sonra,
1 ml thiobarbitiirik asit (TBA, 29 mmol/L) eklenmistir. Tip iyice karistirildiktan
sonra, 1 saat siireyle 95-100 derece arasinda kaynatilmistir. Numuneler
sogutulduktan sonra 25 ul HCl (5 mol/L) ve 3.5 ml n-biitanol eklenerek
vortekslenmis ve bu islemi takiben 3000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek, biitanol
faz1 ayrilmistir. Biitanol ekstraktinin floresansi, eksitasyon dalga boyu 525 nm,
emisyon dalga boyu 547 nm olarak spektroflourometrede (Perkin Elmer
Luminescence spectrometer, LS50B) okunmustur.

TBARS miktarinin hesaplanmasi:

1,1,3,3,-tetra-metoksi-propan standardi numune gibi caligilarak standard grafigi
olusturulmustur. Dokularin TBARS miktar1 bu grafik yardimiyla hesaplandiktan
sonra nmol/g protein olarak saptanmistir.
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3.8. Kullanilan Kimyasallar

NaCl, KCI, MgS0,, CaCl,, KH,PO4, HEPES, glucose, Cs-aspartat, CsCl,
MgCl1,, fosfokreatin-Na,, ATP-Na,, EGTA, Na,GTP, CdCl,, Na,HPO,, NaH,PO4 ve
Sodyum tungstate Sigma (SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Taufkirchen,
Germany)’dan satin alinmistir. Collagenase A Roche firmasindan (Roche Diagnostics
GmbH, Manheim, Germany), Fura-2AM ise Molecular Probes (Molecular Probes,
USA)’tan satin alimugtir.

3.9. Istatistiksel Analizler

Deney sonuclarinin ilk asamadaki analizleri i¢i one-way anova kullanilmais,
iligkili gruplarin karsilagtirilmasi ise Tukey testi ile gerceklestirilmistir. Degerler
ortalamatSEM olarak verilmistir ve anlamli fark p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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BULGULAR

4.1. Hayvanlarin Genel Durumlari

Deneyler ortalama 250-300 g agirliklarindaki yetiskin (3 aylik) hayvanlar ile
gerceklestirilmistir. Tablo 4.1°de goriildiigii gibi baslangicta tiim deney gruplarinin
agirliklart birbirlerine yakin diizeyde iken, birinci haftadan itibaren diyabetli
gruplarin kilo kazaniminda bir duraklama oldugu goézlenmistir. Bunun yaninda,
sodyum tungstat verilen diyabetli grubun kilo kazaniminda bir diizelme olmadigi
belirlenmistir. Deney slirecinin sonunda hem DM, hem de DM-Tg grubundaki
sicanlarin agirliklarinin kontrol gruplarina gore anlamli derecede diisiik oldugu
goriilmiistiir. Buna karsilik Kon ve Kon-Tg gruplarinda deney siiresi boyunca
agirliklarda diizenli ve olagan artisin gergeklestigi tespit edilmistir (Tablo 4.1).
Ayrica, diyabetik grupta kalp agirliklar1 kontrol grubuna goére anlamli derecede
azalirken, sodyum tungstat uygulamasi diyabetli sicanlarin kalp agirliklarinda
herhangi bir diizeltici etkiye yol agmamustir.

Tablo 4.1. Hayvanlarin genel parametreleri.

Viicut Agirhgi (g) Kan elikozu Kal Plazma
GRUPLAR & e Insilin
(mg/dl) Agirhigi (g) |
Baslangig Son (ng/mi)
(:_"1"7) 354.41$15.52 | 389.24+15.98 | 119.94%+3.04 | 1.41:0.03 | 2.46%0.34
DM * * * *
(n=15) 359.87+17.76 | 258.67+9.53 583.201+7.68 1.16+0.05 0.83+0.19
DM-Tg . « " *
(n=16) 363.133+8.96 | 279.067+9.55 577.07£11.51 1.21+0.03 0.8210.26
Kon-Tg
(n=15) 367.125+9.20 | 399.125+12.30 125.00+2.83 1.46+0.03 3.09+0.36

Yukaridaki kisaltmalar kontrol (Kon), sodyum tungstat verilmis kontrol (Kon+Tg) Diyabet (DM) ve
sodyum tungstat verilmis diyabet (DM+Tg) olarak kullanilmistir. Gruplarin deney siirecinin
baslangicinda ve sonunda oOlgiilen agirliklar1i (g) ve kan glikozu diizeyleri (mg/dl). Degerler
ortalama +SEM olarak verilmistir. n= hayvan sayisi; *p<0,05 vs K grubu.

Bunun yaninda beklendigi sekilde STZ uygulamasini takip eden 1 haftanin

26




sonunda kan glikozu diizeylerinin kontrol degerlerine gore ortalama 4-5 kat arttig1
belirlenirken, plazma insiilin degerlerinin anlamli derecede azaldigi tespit edilmistir.
Deney siiresinin sonunda kan glikozu seviyesinin hem DM, hem de DM-Tg
grubunda ayni1 diizeyde oldugu goriiliirken, plazma insiilin seviyesinde de anlamli bir
degisiklik olmamistir. Sodyum tungstat uygulamasi kontrol sicanlariin kan glikozu
ve plazma insiilin degerlerinde 6nemli bir degisiklige yol agmamustir.

4.2. Kasilma ve Hiicre i¢i Ca® ile ilgili Parametreler

4.2.1. Sarkomer boyu

Diyabetin si¢an kalbinin elektriksel aktivitesinde yol agtig1 degisikliklerin
fonksiyonel parametrelerle iligkisini ve sodyum tungstatin bu degisikliklere etkisini
belirlemek amaciyla kasilma cevaplarina da bakilmistir. Bunun icin elektrik alan
uyarist altinda sarkomer boyundaki kisalmanin baslangic uzunluguna orani
(fraksiyonel kisalma) Olclilmiistiir. Kalbin mekanik aktivitesine bakildiginda,
diyabetin sarkomerin fraksiyonel kisalma miktarin1 anlamli sekilde azalttigi ve 6
haftalik sodyum tungstat uygulamasinin DM-Tg grubundaki bu degisikleri diizelttigi
belirlenmistir. Buna karsilik, Kon-Tg grubunda kontrol degerlerine gére anlamli bir
degisiklik olmamustir.( Sekil 4.1 A’da goriildiigii tizere)

Ayni kayitlarin tepeye ¢ikis (TP) ve gevsemenin %75’ine ulagsma (RT7s)
stireleri hesaplanarak ortalama degerleri karsilastirildiginda DM grubunda kontrole
gore TP ve RTys siirelerinin anlamli derecede uzadigi goriilmiistiir. Buna karsilik
sodyum tungstat uygulamasinin diyabetli siganlarda herhangi bir diizeltici etkisinin
olmadig1r belirlenmistir. Kontrol hayvanlarina 6 haftalik sodyum tungstat
uygulamasinin TP ve RTys siirelerini Kon grubuna gore yine degistirmedigi
belirlenmistir( Sekil 4.1 B ve C’de goriildiigii izere)

4.2.2. Hiicre ici Ca®* Transientleri

Diyabet indiikli mekanik yamtlarin Ca®* regiilasyonuyla iliskisini ortaya
koymak ve sodyum tungstatin bu degisikliklere etkisini degerlendirmek i¢in sarkomer
boyundaki degisimle es zamanh olarak [Ca™]; transientleri de kaydedildi. Bu verilerin
analizleri sonucunda elde edilen ortalama degerlerin degisimi fraksiyonel kisalma
sonuglartyla benzerlik gostermektedir. Diyabetik kardiyomiyositlerde [Ca™];
transientlerinin genlikleri kontrol gruplarima kiyasla istatistiksel olarak anlaml
bicimde azalirken, sodyum tungstat tedavisi uygulanan diyabet grubunda DM
grubuna gore anlamli sekilde artmistir ( Sekil 4.1 D).

izole edilen kadiyomiyositlerden kaydedilen [Ca™]; transientlerinin geri alim
stirecinin %37’sine ulagsma siiresinin (Tgecay) DM grubunda Kon grubu miyositlerinin
degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli seviyede arttig1 gézlenmistir. Uzun siireli
tungstat tedavisinden sonra diyabette uzamis olan [Ca’"]; transienti zaman sabitinin
diizelmedigi tespit edilmistir. Bunun yaninda Kon-Tg grubunun hem genlik hem de
zamansal parametreleri acisindan Kon grubu degerlerinden farkli olmadigi
goriilmiistiir ( Sekil 4.1 E).

Biitiin veriler gb6z Oniine alindiginda [Ca**); transientlerinin kinetik
analizlerinden ulasilan sonuglar kisalma sonuglariyla benzerlik géstermektedir.

2
i
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Sekil 4.1. Gruplardan izole edilen Fura 2AM yiiklii kardiyomiyositlerin 0.5 Hz frekansh
alan uyarisiyla kaydedilen kasilma yamtlari ve [Ca®*]; transientleri. A. Sarkomer
boyu (L/L;), B. Tepeden relaksasyonun %75 ine inis siiresi (RT75), C. Tepeye c¢ikis
stiresi (TP), D. [Ca*"]; transientlerinin genlik degerleri, E. [Ca"); transientlerinin zaman
sabiti, F. [Ca®"]; transienti ve sarkomer kisalmasi ornegi. Degerler ortalama +=SEM
olarak verilmistir. n=25-26 hiicre *p<0.05 vs. Kon grubu ve #p<0.05 vs. DM grubu.
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4.3. Potasyum ve Kalsiyum Akimlar ile Ilgili Bulgular

Uyarilma-kasilma ¢iftlenimi hiicre zarindan gegen iyon akimlarinin miktarina
ve bunlarin zamansal degisimlerine 6nemli Ol¢lide baglidir. Bu nedenle, uyarilma-
kasilma ¢iftleniminde olusan degisikliklerin altinda yatan iyonik mekanizmalar
agiga c¢ikarmak amaciyla izole kardiyomiyositlerden K ve Icy akimlar
kaydedilmistir.

4.3.1. Diyabetin ve Sodyum Tungstat Uygulamasmmin K* Akimlar1 Uzerine
Etkileri

Aksiyon potansiyelinin repolarizasyon evresine seklini veren en Onemli
akimlarin basinda K" akimlar1 gelmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda iki tip K* akimi
(Ito ve Is) Olgiilmiis, bu akimlarin maksimum degerleri hiicre kapasitanslarina
oranlanarak akim degerleri akim yogunlugu (pA/pF) cinsinden verilmistir. Gruplara
ait ortalama akim yogunluklarinin zar potansiyeline gore degisim egrileri ve drnek
akim kayitlar1 Sekil 4.2°de goriilmektedir.
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Sekil 4. 2. Gruplara ait akim yogunlugu-zar potansiyeli degisim egrileri ve ornek
potasyum akimlar ve. A. Gegici disar1 dogru (I,), B. Kararli durumdaki (I) K*
akimlarina ait V-1 grafikleri. K akimlari -60 mV ile +60 mV arasinda 10 mV’luk
artiglarla 1 s siireli test pulslart uygulanarak elde edilmistir. Ito, K* akimmn tepe
degerinden kuyruk kisminin (Iss) c¢ikarilmasi ile elde edilmistir. Degerler ortalama

+SEM olarak verilmistir. *p<0.05 vs. Kon grubu ve #p<0.05 vs. DM grubu (n=11-20
hiicre).
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Deneysel verilerin analizi sonucunda kontrol grubuna kiyasla DM
grubunda Ito ve Iss akimlarmin anlamli bi¢imde azaldigir gozlenmistir. Diger
taraftan diyabette baskilanan Iss ve Ito akimlarmin sodyum tungstat tedavisi
uygulanan diyabetik sigan kardiyomiyositlerinde anlamli bi¢imde diizeldigi
gbzlenmistir. Sodyum tungstat verilen kontrol grubu deneklerin ventrikiil
miyositlerinde ise Iss ve Ito akimlarinda belirgin bir degisiklik gozlenmemistir.

4.3.2. L-tipi Ca** Akimlar

L-tipi Ca’* kanallar1 AP’ nin seklini etkilemenin yaninda, SR membraninda
bulunan RYR reseptorlerinden sitozole Ca** salimin tetikleyerek uyarilma-kasilma
ciftlenimini diizenleyen primer hiicresel mekanizmalarin basinda gelir. Bu nedenle,
kontrol ve diyabetli sigan ventrikiil miyositlerinden Ca®* akimlari kaydedilerek
yogunluklar1 dl¢iilmiistiir. Bu akimlarin degerlendirilmesinden elde edilen ortalama
akim yogunlugunun zar potansiyeline gore degisim egrileri ve gruplara ait
ornek akim kayitlar1 Sekil 4.3’de goriilmektedir. Sonuglara bakildiginda, ilging
sekilde Kon ve DM gruplarinin akim yogunluklari (DM: -8.39 + 0.48 pA/pF; Kon: -
9.15 £ 0.77 pA/pF) arasinda anlaml1 bir fark olmadig1 gézlenmistir.

Sodyum tungstat tedavisi uygulanan DM-Tg ve Kon-Tg gruplarinda L-tipi Ca®™
akim yogunluklart bakimindan bir degisiklik gozlenmemistir ( DM-Tg: -
8.39+ 0.56 pA/pF; Kon-Tg: -7.50£0.69 pA/pF).
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Sekil 4. 3. Gruplara ait ventrikiil hiicrelerinden kaydedilen ortalama I¢,; akim
yogunluklarinin potansiyel degerlerine gore degisimi ve 6rnek akim kayitlari.
Akimlar -50 ile +70 mV arasinda 10 mV’luk adimlar seklinde artan 300 ms siireli test
pulslar1 uygulanarak elde edilmistir. Degerler, ortalama£+SEM olarak verilmislerdir (n=
13-17).
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4.4. Biyokimyasal Parametreler

4.4.1. TBARS ve Protein Karbonil I¢erigi

Oksidatif stres parametrelerinin kalbin fonksiyonel degisiklikleriyle iliskili
olup olmadigini belirlemek i¢in kalp dokusunun protein karbonil igerigi ve TBARS
diizeyi Ol¢iilmiistiir. STZ-indiiklii diyabetik sicanlarin kalplerinde TBARS diizeyi
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bigimde artmistir. Tungstat
tedavisi uygulanan diyabetli siganlarin doku TBARS diizeyinin ise DM grubu
degerleriyle karsilastirildiginda anlamli bicimde azaldigi tespite edilmistir.

Bununla paralel olarak, DM grubundaki protein karbonil igerigi kontrol
degerlerine kiyasla anlamli bir sekilde artmis ve uzun siireli sodyum tungstat tedavisi
sonrast DM-Tg grubunda DM grubuna gore anlamli bicimde azalmistir (Sekil 4.4).
Buna karsilik normal siganlara 6 hafta boyunca sodyum tungstat verilen Kon-Tg
grubunda Kon grubu degerlerine goére dikkate deger bir degisiklik olmadigi
gOrilmiistir.
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Sekil 4. 4. Kalp dokusunda dlciilen gruplara ait TBARS degerleri ve protein karbonil
diizeyi. Degerler, ortalama+SEM olarak verilmislerdir. Kon (n=8), DM (n=_8),
DM-Tg (n=7) and Kon-Tg (n=9). *p<0.05 vs. Kon grubu, * p<0.05 vs. DM grubu.

4.4.2. XO ve XDH AKktivitesi

Bu caligmada siiperoksid radikal olusum yolaklarindan biri olan ksantin
oksidaz ve ksantin dehidrogenaz enzimlerinin aktiviteleri ol¢iilmiistir (Sekil 4.5).
Alt1 haftalik deney siiresinin sonunda yapilan Ol¢iimlerde Kon ve DM gruplar
arasinda XO ve XDH enzimlerinin aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gdzlenmemistir. Bununla birlikte, tungstat tedavisinin uygulandigi diyabet
ve kontrol gruplarindaki sican kalplerinde XO ve XDH aktivitelerinde istatistiksel
olarak anlamli diizeye ulagamamasina ragmen tungstatin varsayilan inhibitor etkisine
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paralel olarak dikkat ¢ekici bir diisiis gdzlenmistir.
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Sekil 4. 5. Kalp dokusunda olgiilen gruplara ait ksantin oxidaz ve Kksantin
dehidrogenaz enzim aktiviteleri. Degerler, ortalama+SEM olarak verilmislerdir.
Kon (n=8), DM (n=8), DM-Tg (n=7) and Kon-Tg (n=9).

4.4.3. Siiperoksid Anyonu Salinim

Izole edilen kardiyomiyositlerden spektrofotometrik olarak siiperoksid
anyonu salinimi 6l¢iilmiistiir. Siiperoksid anyonu salinimi Kon-Tg grubunda Kon
grubuna gore azalmis olsa da, istatistiksel olarak anlamli bir diislis goriilmemistir.
Gruplara arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasina karsin Kon
grubuna gore diyabette bir miktar artis gosteren siiperoksid salinimi DM-Tg
grubunda da diyabetli gruba gore azalma egilimi gostermistir (Sekil 4.6).

4.4.4. Glutatyon (GSH)

Calismamiz kapsaminda deney gruplarinin kalp dokusu 6rneklerinde GSH
miktar1 &l¢iimii de yapilmustir. Olgillen GSH miktarlar1 bakimindan diyabet
gruplarinda kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeye ulasmamakla birlikte,
bir artis oldugu goriilmiistiir. Sodyum tungstat verilen grupta da GSH miktarinin DM
grubu degerleriyle benzerlik gosterdigi gozlenmistir. Fakat sonuglar genel olarak
degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbzlenmemistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 6. izole edilen kardiyomiyositlerden élciilen siiperoksit anyon salinimi miktari.
Degerler, ortalama+SEM olarak verilmislerdir. Kon (n=9), DM (n=8), DM-Tg
(n=8) ve Kon-Tg (n=7).
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Sekil 4. 7. Gruplara ait kalp dokusu orneklerinde ol¢iilen GSH miktarlari. Degerler,
ortalama+SEM olarak verilmislerdir. Kon (n=8), DM (n=8), DM-Tg (n=7) ve Kon-Tg
(n=9).
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TARTISMA

Diinyada ¢ok yaygin olarak goriilen diyabet hastaliginin daha onceki birgok
calismada kalbin mekanik ve elektriksel aktivitesini bozarak kalp kasinin kasilma ve
gevseme hizini azalttigi, iyonik mekanizmasin1 bozdugu ifade edilmistir. Bu nedenle,
diyabeti ve neden oldugu o6liimciil komplikasyonlardan biri olan kalp yetmezligini
etkili sekilde onleyecek tedaviye yonelik stratejiler gelistirmek biiyiik bir 6nem teskil
etmektedir. Bu bilgilerimizin 15181 altinda yapmis oldugumuz c¢aligmamizda kalbin
mekanik ve elektriksel aktivitelerinde diyabetin yol actigi bozukluklarda sodyum
tungstat tedavisinin rolii aragtirllmigtir. Calismamizda STZ enjeksiyonunun si¢anlarin
viicut agirliginin yaninda kalp agirhigmmin da azalmasina yol agtifi ve tungstat
uygulamasinin bu degisiklikleri diizeltemedigi gozlemlenmistir. Ayni sekilde
diyabetik siganlarda hiperglisemi ile birlikte insiilin diizeyinin azalma gosterdigi ve 6
haftalik sodyum tungstat tedavisinin bu parametreler iizerinde degisiklik yaratmadigi
tespit edilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda sodyum tungstat uygulanan diyabetik
modellerde plazma insiilin diizeyi ve/veya aktivitesinin arttig1 ve bu yolla gliseminin
normalize oldugu, bunun sonucunda da diyabete bagli anormalliklerin diizeldigi rapor
edilmistir (43, 44, 136, 137). Bizim deneysel modelimizde ise sodyum tungstatin
insiilin diizeyi ve aktivitesi lizerinde diizeltici bir etkisinin olmadig belirlenmistir.
Bulgular arasindaki bu ¢eligki biiyiik oranda uygulanan dozlar arasindaki farklardan
kaynaklaniyor olabilir. Ciinkii ¢alismamizda sicanlara giinlik 100 mg/kg sodyum
tungstat uygulamamiza karsin, literatiirde yer alan diger c¢alismalarda deneklere
verilen dozun giinliik 200 ile 500 mg/kg arasinda degisen olduk¢a yiiksek seviyelerde
oldugu goriilmektedir (41, 42, 43, 44, 137, 138). Ancak son zamanlarda yapilan
deneysel calismalarda bu diizeydeki sodyum tungstat tedavisinin sicanlarda noral ve
sistemik yan etkiler olusturabilecek toksik bir doz oldugu gdsterilmis oldugundan
(139, 140), calismamizda 6zellikle daha diisiik olan bu doz tercih edilmistir. Bunun
yaninda bizim calismamizdan farkli olarak diger caligmalarda diyabetik hayvanlara
sodyum tungstatin igme suyuyla verildigi dikkati ¢cekmektedir (41, 42, 43, 44, 137,
138). Bu durum hiperglisemi nedeniyle sicanlarin su tiiketimlerinin kontrollere gore
farkli olmasindan dolayi, sonuclarin karsilastirilmasini giiclestirecek diizeyde farkli
dozlara maruz kalmasia yol agmaktadir. Caligmamizda tungstat gavaj ignesi yoluyla
dogrudan mideye verilmis oldugundan doz konusundaki sonuglarin degerlendirmesini
giiclestirecek olas1 sorunlar biiylik oranda giderilmistir. Literatiirdeki bulgular
arasindaki faklar kismen uygulama siiresiyle de iliskili olabilir (41, 42, 43, 44, 137,
138).

Diyabetik kardiyomiyopatinin etiyolojisi olduk¢a karmasik olmakla birlikte
ventrikiiler fonksiyon bozuklugunun yaninda iyonik homeostazisi ve hiicre igi
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Ca*?’deki degisiklikleri kontrol eden cesitli iyon kanallarindaki bozukluklarin bu
hastaligin gelisimindeki rolii ayrintili bir sekilde tanimlanmustir (9, 15, 65, 66, 69).
Diyabetik  kardiyomiyositlerde kasilmamin  azaldigimu, Ca** transientlerinin
genliklerinin azaldigin1 ve kinetiklerinin yavasladigini gosteren bulgularimiz 6nceki
bulgular teyid etmektedir. Sodyum tungstat tedavisi diyabetik sicanlarda, sarkomer
kisalmasina ait traselerin uzayan kasilma ve relaksasyon zamanlarini (TP ve RT7s)
diizeltememesine karsin, anlamli derecede baskilanan fraksiyonel kisalma genligini
ve Ca*™ tranzienti genliklerini arttirmistir. Bu sonugclar temelinde sodyum tungstatin
diyabette gerceklesen negatif lusitropik etkiyi diizeltememesine karsin, diyabet
indiiklii kontraksiyon bozuklukluklarina diizeltici etkide bulunabilecegi gozlenmistir.
Buna ek olarak, hiicre i¢i Ca* regilasyonundaki degisiklikler ile kasilma
parametreleri arasinda paralellik olmasi, diyabetik kardiyomiyopatide gozledigimiz
fonksiyonel anormalliklerin hiicre ici Ca™ regiilasyonunun bozulmasindan
kaynaklandigini kanitlamaktadir. Dolayistyla hiicre i¢i Ca** regiilasyonunda énemli
rolii olan L tipi Ca*® akimlar1 da calismamiz kapsaminda incelenmis, fakat hem
diyabetik hem de tungstat tedavisi uygulanan diyabetik  gruplardaki
kardiyomiyositlerde L tipi Ca** akimlarinin degisiklik gostermedigi gozlenmistir. Bu
durum diyabette ortaya ¢ikan hiicre i¢i Ca** degisikliklerinin kanal akimlari yoluyla
hiicre i¢ine giren iyon miktarindan kaynaklanmadigini, bunun yerine L tipi kanal ile
RYR  reseptorii  kenetlenmesindeki  bir  bozukluga bagli  olabilecegini
diisiindiirmektedir. Kanal-reseptdr  kenetlenmesindeki degisiklik — diisiik  bir
amplifikasyona yol agabileceginden, kanaldan ayni miktardaki Ca** girisine karsilik
diyabetli kardiyomiyositlerde SR’dan daha az Ca** salinmasina yol agacaktir. Bunun
disinda sitozolik Ca** diizeylerini kontrol eden NCX, SERCA, RYR gibi Ca*
salmim ve geri-alim mekanizmalarindaki degisikliklerin de diyabette gergeklesen
karakteristik Ca** tranzientlerindeki bozukluklarla iliskili olabilecegi gosterilmistir
(141, 142).

Nagareddy ve ark. (44) perfiize sican kalplerinde yaptiklar1 deneylerde uzun
stireli tungstat tedavisinin bizim bulgularimizdan farkl olarak kasilma genliklerininin
yan1 sira zamansal parametreleri de diizelttigini gostermislerdir. Bu farkin
olusmasinin sebebi uygulanan sodyum tungstat konsantrasyonunun yiiksek olmasi ve
calisilan preparat tipleri (kalp vs. hiicre) oldugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla
calismamiz kapsamindaki deneylerin farkli sodyum tungstat dozlarinda yapilmasi bu
durumu daha kesin bir sekilde ortaya koyabilecektir.

Yapilan calismalarla birlikte gittikce artan kanitlar diyabetik ventrikiil
myositlerinde azalan K* akimi ve buna bagli olarak uzayan aksiyon potansiyelinin
diyabetik hastalardaki aritmi riskini arttirdigina isaret etmektedir (9, 66, 69, 134,
143). Nitekim ¢aligmamizda da diyabetik kardiyomiyositlerde Ito ve Iss akimlarinin
baskilandigi, sodyum tungstatin ise muhtemel antioksidan etkisi ile bu akimlari
anlaml sekilde diizelttigi gozlenmistir. Clinkii diyabette ortaya ¢ikan hipergliseminin
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ROS ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) salinimini tetikledigi bilinmektedir (5, 16,
144). Diyabette artan bu ROS ve RNS iirlinlerinin, hiicre i¢i ve plazma membrani
iyon kanallarinin ve tasiyicilariin fonksiyonlarinda anahtar role sahip olan amino
asitlerin 6zelliklerini redoks modifikasyonlar1 yoluyla degistirebilecegi ve boylece
hiicre i¢i Ca** regiilasyonunu ve K* kanallarini modiile edebilecegi diisiiniilmektedir
(16, 143, 144, 145). Ozellikle sistein ve methionin oksidatif saldirrya daha hassas
olduklarindan protein oksidasyonu siilfidril gruplarmin yapilariin degismesine ve
disiilfid yapilarin olusmasina yol agmaktadir (134, 146). Bu tiirden yan zincirler
proteinin aktivasyon ve inaktivasyonunu tetikleyen farklt molekiiler durumlarda
bulunabilmekte ve Ito gibi K* kanallarimin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (15,
143). Dolayisiyla sodyum tungstatin, kanal proteinlerinin okside olmus gruplarini
indirgeyerek diyabetik miyositlerde degismis olan K akimlarmi diizelttigi
diistiniilmektedir.

Fizyolojik kosullarda potansiyel ROS kaynaginin mitokondrial elektron
transport zinciri olmasina karsin XO, NOS ve NAD(P)H oksidaz gibi mitokondrial
olmayan enzimatik kaynaklarin da diyabette ROS iiretimini arttirdigr iddia
edilmektedir (5, 145). Bu enzimlerden kaynaklanan ROS firiinleri (superoksit ve
hidroksil radikalleri) biitiin biyomolekiil tiplerini etkileyebilmekte ve DNA, lipid ve
proteinlerde oksidatif hasarlara yol acabilmektedir (146). Mevcut g¢alismamizda
diyabetik kalplerde olusan oksidatif stres derecesini degerlendirebilmek i¢in TBARS
ve ROS bagimli protein hasarlarinin tespitinde yaygin olarak kullanilan protein
karbonil miktar1 Sl¢lilmistiir. Mevcut veriler 1518inda sodyum tungstat tedavisi,
diyabetik kardiyomiyositlerin Ca** regulasyonunu ve iyon kanallarmi diizenleyen
biyomolekiillerde oksidatif hasari tetikleyebilen hipergliseminin sebep oldugu protein
ve lipid oksidasyonunu belirgin bir sekilde azaltmistir. Tungstatin bu diizeltici
etkisini antioksidan aktivitesi yoluyla gosterdigi diisiiniilmektedir (44, 147). Daha
once tip 1 diyabette arttig1 gosterilen, superoksid radikal olusum mekanizmalarindan
biri olan XO/XDH aktivitesi de diyabetik kalplerde dl¢lilmiistiir (148). Desco ve ark.,
(148) XO ve XDH enzimlerinin en ¢ok eksprese olduklar1 doku olan karacigerde
diyabetle birlikte belirgin bir sekilde arttigini bildirmistir. Ancak yaptigimiz dl¢iimler
sonucunda ilging bir sekilde kalpte diyabete bagl olarak XO ve XDH aktivitelerinin
degismedigi gozlenmis, bdylelikle diyabette onemli Olclide arttig1 tespit edilen
oksidatif stresin bagka mekanizmalardan kaynaklandigi kanaatine ulasilmistir.
Bununla birlikte sodyum tungstat uygulandigi gruplarda XO/XDH aktivitesinde
anlaml bir seviyeye ulasmasa da belirgin bir diislis saglamistir. Bu bulgular da iddia
edildigi sekilde tungstatin XO inhibisyonu yaptigini teyid etmektedir (46). Ozetle
sodyum tungstatin, diyabette serbest radikal olusumunu tetikleyen ve oksidatif stres
artisgin1  indiikleyen mekanizmalardan sadece XO/XDH yolunu degil, NOS ve
NAD(P)H oksidaz gibi diger yolaklar1 da inhibe edebilecegi diisiiniilmektedir.
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Sonug olarak sodyum tungstat, glisemi normalizasyonu olmaksizin diyabetik
kardiyomiyositlerde bozulan kontraktiliteyi diizeltmistir. Bu etkiyi bozulan Ca**
regiilasyonunu ve baskilanan iyonik akimlar1 diizelterek gerceklestirdigi goriilmiistiir.
Insiilin ve glikoz diizeylerinde bir iyilesme saptanamamis olmas1 nedeniyle sodyum
tungstatin antidiyabetik ya da insiilin-mimetik etkisinin olmadig1 kanisina varilmistir.
Diger taraftan diyabetik sican kalbinde artan oksidatif stres gostergelerinin tungstat
tedavisiyle ciddi sekilde azaldig1 gbz Oniine alinirsa, bu yararli etkisini oncelikli
olarak antioksidan aktivitesiyle basardig1 diisiiniilmektedir. Ozetle ¢alismamizin
bulgulari, diyabetik hastalarda artan aritmi egiliminin ve kardiyak yetmezligin
Onlenmesinde sodyum tungstatin terapotik potansiyele sahip olabilecegini ortaya
koymaktadir. Ancak sodyum tungstatin uyarilma-kasilma ¢iftlenimindeki roliiniin
daha iyi anlasilabilmesi i¢in ileriki ¢aligmalarda RYR, NCX, SERCA gibi Ca™
regulasyonunda gorev alan proteinlerin aktivite ve ekspresyonlarinin arastirilmast
gerekmektedir.
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SONUCLAR

Bu calismada, diyabete bagli komplikasyonlar1 diizeltebilecegi diisiiniilen
sodyum tungstat tedavisinin, bu hastalikta gelisen kasilma, hiicre ici Ca*
regiilasyonu, Ca*? ve K* akimlar1 ve oksidatif stres aktivitesindeki degisikliklere
etkisi arastirnlmistir. Bunun icin, kalbin elektriksel ve mekanik aktivitelerinin
yaninda, hiicre i¢i iyon degisimleri ve oksidatif stres parametreleri 6l¢iilmiistiir.

Bu c¢alismamizda STZ enjeksiyondan sonra diyabetik siganlarin viicut
agirliginin yaninda kalp agirliginin da azalmasina sebep oldugu ve 6 haftalik sodyum
tungstat uygulamasinin degisiklik yaratmadigi goézlenmistir. Ayni sekilde diyabetik
sicanlarda yiiksek kan glikozuna paralel olarak insiilin diizeyinin azaldigi dl¢iilmiis
ve sodyum tungstat tedavisinin bu parametreleri diizeltmedigi gozlenmistir.

Bulgularimiz 1s1¢inda diyabetik kardiyomiyositlerde baskilanan Ito ve Iss
akimlarinin, sodyum tungstatin muhtemel antioksidan etkisi ile anlamli bi¢imde
diizeldigi gozlenmistir.

Sodyum tungstat tedavisi uygulanan diyabetik gruplarda diyabet grubuna
gore sarkomer kisalmasi ve Ca*® tranzienti genliklerinin anlamh sekilde arttigi
gozlenmistir.

Diyabetik gruplarda artan TBARS ve protein karbonil miktarinin, 6 haftalik
tungstat tedavisiyle DM-Tg gruplarinda anlamli bi¢imde azaldig1 gézlenmistir.

Kontrol gruplarina gore diyabetik kalplerdeki XO/XDH aktivitelerinde
degisiklik olmadigi, tungstat tedavisi sonucunda bu enzimlerin aktivitelerinde
belirgin bir azalma oldugu, fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli seviyeye
ulasmadig1 gézlenmistir.

Olgiilen speroksit anyon salimmi ve GSH miktarlari bakimindan gruplar
arasinda anlamli bir degisiklik gdzlenmemistir.
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