UNIva,

ST . _—

z e‘;@. 2 TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU

1946

DENEYSEL TiP I DIYABETTE ARALIKLI HIPOKSININ
SOL VENTRIKUL FONKSIYONLARI UZERINE ETKIiSININ
INCELENMESI

Firat AKAT

FiZYOLOJIi ANABILiM DALI

DOKTORA TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Hakan FICICILAR

ANKARA
2016



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLiIMLERI ENSTITUSU

DENEYSEL TiP I DIYABETTE ARALIKLI HiPOKSININ SOL
VENTRIKUL FONKSIYONLARI UZERINE ETKIiSININ INCELENMESI
Firat AKAT

FiZYOLOJI ANABILiM DALI
DOKTORA TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Hakan FICICILAR

Bu arastirma Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Miidiirliigii’niin

1510230004 ve 13B3330002 proje numarasi ile desteklenmistir.

ANKARA
2016



Ankara Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisiit Miidiirliigii’ne

Doktora tezi olarak hazirlayip sundugum “Deneysel Tip 1 Diyabette Aralikli
Hipoksinin Sol Ventrikiil Fonksiyonlar1 Uzerine Etkisinin Incelenmesi” baslikl tez;
bilimsel ahlak ve degerlere uygun olarak tarafimdan yazilmistir. Tezimin
fikir/hipotezi tiimiiyle tez damigmanim ve bana aittir. Tezde yer alan deneysel
calisma/aragtirma tarafimdan yapilmis olup, tiim ciimleler, yorumlar bana aittir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

Firat AKAT
Tarih:

Imza:



Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dalinda
Firat AKAT tarafindan hazirlanan
“Deneysel Tip I Diyabette Aralikli Hipoksinin Sol Ventrikiil Fonksiyonlari Uzerine
Etkisinin Incelenmesi” adli tez ¢alismas: asagidaki jiiri tarafindan DOKTORA TEZI
olarak OY BIRLIGI ile kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 22.12.2016

%0 W e

Prof.Dr. Belma TURAN
Ankara Universitesi
Juri Bagkani

N o

Prof.Dr. Hakan FICICILAR Prof.Dr. Metin BASTUG
Ankara Universitesi Ankara Umversneﬁ
Raportor Uye

rof.Dr. Deniz ERBAS Prof.Dr. Giilriz ERISGEN
Gazi Universitesi TOBB ETU Universitesi
Uye Uye

Tez hakkinda alinan jiiri karari, Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Yonetim Kurulu tarafindan onaylanmagtir.

Prof. Dr. K. Zafer KARAER
Saglik Bilimleri Enstitiisti Miidiirti



ICINDEKILER

Etik Beyan

Kabul ve Onay
Icindekiler

Onsoz

Simgeler ve Kisaltmalar
Sekiller

Cizelgeler

1.GIRiS

1.1. Diyabetik Kardiyomiyopati

1.1.1. Yapisal Degisimler

1.1.2. Fonksiyonel Degisimler

1.1.3. Patolojik Degisimler

1.1.4. Patofizyoloji

1.1.5. Streptozotosin ile Indiiklenen Diyabetik Kardiyomiyopati Modeli
1.2.Yiiksek Irtifa ve Hipoksi

1.2.1. Aralikli Hipoksi

1.2.2. Hipoksik Onkosullama

1.2.3. Hipoksik Onkosullama ve HIF

1.3.HIF — VEGF — Anjiyogenez Aksi1

1.3.1. Hipoksi ile Indiiklenen Faktor (HIF)

1.3.2. VEGF ve Anijyogenezis

1.3.3. Prolil Hidroksilazlar

1.4 Matriks Metalloproteinazlari

1.5.Amag ve Hipotez

2. GEREC ve YONTEM

2.1.Deney Hayvanlari

2.1.1. Fonksiyonel Caligmalarda Kullanilan Hayvanlar

2.1.2. Molekiiler Calismalarda Kullanilan Hayvanlar
2.2.Deneysel Tip I Diyabet Olusturulmasi

2.3.Hipoksi Protokolii

2.4 Hayvanlarin Sakrifikasyonu

2.5.Langendorff Yéntemi ile Kalp Fonksiyonlarinin Olgiilmesi
2.6.Western Blot Yontemi ile Protein Miktar1 Tayini

2.7.Total Oksidan Status (TOS) ve Total Antioksidan Status (TAS) Ol¢iimleri
2.7.1. TAS Olciimii

2.7.2. TOS Olg¢iimii

2.7.3. Oksidatif Stres indeksinin (OSI) Hesaplanmas1
2.8.Kapiller Yogunlugun Incelenmesi

2.9.Istatistiksel Analiz

3. BULGULAR

3.1.Fonkiyon Calismasi I¢in Kullanilan Hayvanlarin Takip Degerleri

vii

Xiii



3.2.So0l Ventrikiil Fonksiyonu Ol¢iimleri

3.2.1. Bazal Fonksiyon Olgiimleri

3.2.2. Inotropik Rezerv Olgiimleri

3.3.Molekiil Calismasi I¢in Alman Hayvanlarin Takip Degerleri
3.4.Western Blot Yontemi ile Protein Diizeylerinin Incelenmesi
3.4.1. Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii (VEGF)

3.4.2. Prolil Hidroksilazlar (PHD2 ve PHD3)

3.4.3. Matriks Metalloproteinazlari (MMP-2 ve MMP-9)
3.5.Miyokardiyal Kapiller Yogunluk

3.6.Redoks Statusu

3.6.1. Serum Oksidan ve Antioksidan Status Olgiimleri

3.6.2. Miyokardiyal Oksidan ve Antioksidan Status Olgiimleri
4. TARTISMA

4.1.Hayvan Takip Degerleri (Viicut Agirhigi, Kalp Agirligi ve Glukoz
Diizeyleri)

4.2.Sol Ventrikiil Fonksiyon Olgiimleri

4.3. Sol Ventrikiil VEGF ve Kapiller Yogunluk Diizeyleri
4.4.Sol Ventrikiill PHD Diizeyleri

4.5.50l Ventrikiil MMP Diizeyleri

4.6.Serum ve Miyokardiyal Redoks Statusu

5.SONUC ve ONERILER

OZET

SUMMARY

KAYNAKLAR

EKLER

Ek-1. Etik Kurul Raporu

OZGECMIS

46
46
49
51
54
54
55
57
59
61
61
63

65

67
70
78
81
87
93
95
96
97

119
121



ONSOZ

Tiirkiye’nin ilk bilim tarihi yazarlarindan Galip ATA dehay1 “mesakkate tahammiil
glicii” olarak tanimlar. Gergekten de birazdan okuyacaginiz bu tez ¢alismasi son
halini alana kadar daha oOnceden tahmin edilen/edilmeyen pek c¢ok giicliikle
karsilasildi, kimisi asildi, kimisi ¢alismamizin eksikligi olarak hala agilmay1 bekliyor.
Yine de bu gigcliiklerin tezimi ve kendimi en c¢ok gelistiren itkiler oldugunu
diistiniiyor, doktora egitiminin bana giigliikleri sevmeyi 6grettigini anlryorum. Teorik
ve metodolojik kazanimlarimin yanisira i¢ diinyama yonelik katkilarindan dolay1
doktora egitim siireci ile akademik kariyerimin “izometrik kasilma” evresini
tamamladigimi, topladigim enerji ile artik daha {iretken olacagim kisma ge¢cmekte

oldugumu umut ediyorum.

Bu zorlu yolculukta, bana dnderlik ve yol arkadasligi eden baz1 6zel insanlar1 burada

anmak istiyorum;

Oncelikle ve ozellikle; tez damsmanhigindan ¢ok otede bir iletisim kurdugum,
hayatin her alaninda 6rnek durusu ile bana yol gosteren; diistiiglim anlarda beni
tekrar ayaga kaldiran, rasyonel ve realist planlar ile devasa goriinen problemleri

kolayca asmami saglayan sayin Prof. Dr. Hakan FICICILARa;

Gerek teorik gerekse metodolojik agidan gelismeme verdigi katkilar, yerinde ve
zamaninda yaptig1 kimi zaman sert ama her zaman hakli olan uyarilar ile beni ve

tezimi fersah fersah ileriye gotiiren saym Prof. Dr. Belma TURAN’a;

Fizyoloji Boliimii’ndeki ilk giinimden bu yana her zaman varhigin1 arkamda
hissettigim, hayatimda gordiiglim en toleransl insanlardan birisi olan sayin Prof. Dr.

Metin BASTUGa;
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Metodolojik anlamda ¢alismanin tamamlanmasina biiyiik katkilarda bulunan
Biyofizik Anabilim Dali asistanlarindan sevgili Erkan, Aysegiil ve Yusuf’a;
Tez ¢aligmam sirasinda maddi ve manevi desteklerini benden esirgemeyen sevgili

Hasan ve Sertag’a;

Deneylere gomiildiigiim giinlerde siirekli ithmal ettigim, bu uzun maratonu

tamamlamamda biiyiik emegi olan sevgili esim Ozlem’e;

Tesekkiirii bir borg biliyorum.

Son olarak, bana yasama gayesi asilayan, ailemizin 2,5 yillik iiyeleri sevgili kizim

Irmak Ceren ve sevgili oglum Ali Devrim’e bu tez ¢aligmasini armagan ediyorum.
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1. GIRIS

Diabetes mellitus kalittimsal ve gevresel etkenlerin bilesimi ile insiilin eksikligi
ve/veya insiilinin periferal dokularda etkinliginin bozulmasi sonucu olusan, kan
glukoz diizeyinin yiiksekligi (hiperglisemi) ile karakterize metabolik bir hastaliktir.
Diyabet hastaligi tip I (insiiline bagimli) ve tip II (insiilinden bagimsiz) olmak iizere
iki smifa ayrilmistir (Melmed ve ark, 2016). Tip | diyabet, pankreatik beta
hiicrelerinin harabiyet sonucu insiilin {iretememesi ile ortaya ¢ikan ve sonucgta tam
insiilin yetersizliginin olusmasi ile karakterize bir hastaliktir. Diyabetli hastalar
arasinda tip I diyabetlilerin oran1 %10 olarak belirtilmektedir (Lambert ve Bingley,
2002). Tip II diyabet ise insiilinin etkisine kars1 direng gelismesi ile karakterize ve
sonugta insiilin sentezi ve salgilanmasinin azalmasi ya da tamamen ortadan
kalkmasina yol agabilen bir hastaliktir. Diinyada 2015 yili itibari ile diinyadaki
diyabetli birey sayisi 415 milyon iken bu saymin 2040 yilinda bu sayinin 642
milyona ulasacagi dngoriilmektedir. Uluslararasi Diyabet Federasyonu’nun raporuna
gore diinyada her 11 yetiskinden birisi diyabetlidir, diyabet ve diyabete baglh
hastaliklar diinya saglik harcamalarin %12’sini olusturmaktadir. (IDF, 2015).
Diyabet hastaligr tedavi edilmez ise bircok komplikasyona yol agabilir. Akut
komplikasyonlar1 arasinda diyabetik ketoasidoz ve nonketotik hiperosmolar koma,
kronik komplikasyonlar1 arasinda kardiyovaskiiler bozukluklar, kronik bobrek

yetmezligi ve diyabetik retinopati sayilabilir (McPhee ve Hammer, 2010).

1.1. Diyabetik Kardiyomiyopati

Rubler ve ark. (1972), diyabetik renal mikroanjiyopatisi olan dort hastada yaptiklar
post-mortem ¢alismada sol ventrikiiliin bilinen sebeplerden bagimsiz olarak dilate
oldugunu gozlemlemigler ve sol ventrikiil dilatasyonu ile diyabet arasinda iliski
kurmuslardir. “Diyabetik kardiyomiyopati” kavrami bu ¢alisma ile tip literatiiriine
kazandirilmistir (Rubler ve ark., 1972). Giiniimiizde diyabetik kardiyomiyopati klinik
olarak epikardiyal koroner arter hastaligi, hipertansiyon ve kapak hastaliklarindan
bagimsiz olarak miyokardiyal yap1 ve performansta meydana gelen anomaliler olarak

tanimlanmaktadir (Aneja ve ark., 2008).



Diyabetli bireylerde kardiyomiyosit hasarina neden olan iic temel metabolik
bozukluk hiperglisemi, hiperlipidemi ve hiperinsiilinemidir. Bu kosullarin meydana

getirdigi kardiyak degisimler ii¢ baslikta incelenebilir:

1.1.1. Yapisal Degisimler

Cok sayida katilimci ile yapilan ve epidemiyolojik bir calisma 6zelligi tasiyan Strong
Heart Study (Devereux ve ark., 2000) ¢alismasinda diyabetik bireyler ile saglikli
kontroller karsilastirilmis ve diyabetiklerde sagliklilara kiyasla sol ventrikiil
kiitlesinin, duvar kalinliginin ve arteriyel sertligin viicut kitle indeksi ve kan basinci
parametrelerinden bagimsiz olarak artismis oldugu tespit edilmistir. Yine
Framingham Heart Study ¢alismasinda, sol ventrikiil kiitlesinin ve duvar kalinliginin
diyabetli bireylerdeki artis1 gosterilmis, kadinlarda bu artisin daha belirgin oldugu
vurgulanmistir. Ek olarak bu degisimlerin glukoz intolerans1 ve obezitenin derecesi

ile orantili oldugu belirtilmistir (Kannel ve ark., 1974).

1.1.2. Fonksiyonel Degisimler

Diyastolik disfonksiyon diyabetik kardiyomiyopatinin en erken fonksiyonel
bulgusudur. Diyastolik disfonksiyon, kalp dongiisiiniin diyastol periyodunda
gerceklesen olaylarin yavaglamasi diyastolik siirecin uzamasi olarak tanimlanabilir.
Sol ventrikiil gevseme hizindaki azalma standart ekokardiyografi ve Doppler
ekokardiyografi yontemi kullanilarak gosterilebilir. Ancak diyastolik disfonksiyon
sadece aktif gevseme siireclerinde meydana gelen bozulmadan degil ayn1 zamanda
sol ventrikiiliin pasif sertliginin artisindan da kaynaklanir. Sistolik disfonksiyon
diyabetik kardiyomiyopatide genellikle gec ve belirgin diyastolik disfonksiyonu olan
hastalarda goriilen bir bulgudur. Sistolik disfonksiyon kalbin kani firlatma
yeteneginde meydana gelen azalmay1 tanimlar. Temel bulgusu sol ventikiil ejeksiyon

fraksiyonunun azalisidir (Hayat ve ark., 2004).



Diyabetiklerde kalpte sol ventrikiil diyastolik disfonksiyonu ilk kez Regan ve ark.
(1977),)min kardiyak kateterizasyon yontemi kullanarak yaptiklar1 ¢alisma ile
gosterilmistir. Arastirmacilar; koroner arter hastaligi olmayan, normotansif ve
herhangi baska bir kalp rahatsizlig1 ge¢irmemis diyabetik hastalarda sol ventrikiil
diyastol sonu basincinda artig, diyastol sonu hacminde azalma bulmuslar, ejeksiyon
fraksiyonunda bir degisiklik gostermemislerdir (Regan ve ark., 1977). Diyabetik
bireylerde ayni zamanda kardiyak rezerv azalmasi da gozlemlenir. Bu durum
egzersize verilen sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu yanitinda azalma ile

karakterizedir (Mildenberger ve ark., 1984).

1.1.3. Patolojik Degisimler

Diyabetik bireylerden alinan kalp biyopsileri sonucunda kalp dokusunda intersitisyal
fibrozis, miyosit hipertrofisi ve artmig kontraktil protein glikozilasyonu
gosterilmistir. Tiim bunlarin diyabetiklerde goriilen azalmis diyastolik kompliyans ve
ventrikiiler hipertrofi ile iliskili oldugu kabul edilir. (Das ve ark., 1987; Nunoda ve
ark., 1985; Syrovy ve Hodny, 1992).

1.1.4. Patofizyoloji

Her ne kadar diyabetik kardiyomiyopatinin patofizyolojik mekanizmalar1 tam
anlamiyla ac¢ikliga kavusturulamamis ise de, meydana gelen kardiyak degisikliklerin
nedenlerine iliskin ¢ok sayida yolak onerilmektedir. Bu yolaklar tek baglarina degil

sinerjik bir sekilde ¢alisarak diyabetik kardiyomiyopatiye neden olurlar.

a) Artmis reaktif oksijen tiirevleri ve ileri glikozilasyon son iiriinleri

Reaktif oksijen tiirevleri (ROS), asir1 derecede reaktif ozellik gosteren oksijen
molekiilleridir. Bu molekiiller serbest radikaller (siiperoksit) ve serbest radikal
olusturma potansiyeline sahip molekiilleri (hidrojen peroksit) kapsar. Fizyolojik
kosullarda hiicrede {iretilen ROS’un biiyiik bir kismi mitokondri kaynaklidir.

Patolojik durumlarda baska kaynaklardan da tiretimi s6z konusu olabilir.



Mitokondriyal ROS iiretiminin arttig1 ¢esitli dokularda ve hiperglisemiye maruz
kalan hiicre kiiltiirlerinde gosterilmistir (Brownlee, 1995). Buna ek olarak diyabette
NADPH oksidaz gibi mitokondri dis1 kaynaklardan da ROS iiretimi gergeklesir.
Ayrica nitrik oksit sentaz (NOS1) aktivitesindeki diisiis ve eslik eden ksantin oksidaz
aktivitesindeki artis da ROS miktarini arttirict etkide bulunur (Li ve ark., 2006;
Saraiva ve ark., 2006).

ROS iiretimi antioksidan savunma sistemlerinin tamponlama kapasitesini asarsa
oksidatif stres’e yol acar. Oksidatif stresin; oksidasyon iizerinden gerceklesen hiicre
hasar1, nitrik oksit (NO) ile etkilesimine bagli olarak vaskiiler homeostazisin
bozulmasi, yikict hiicre i¢i yolaklarin aktivasyonu (redoks sinyalizasyonu) gibi
birgok zararl etkisi vardir. Redoks sinyalizasyonunun pek ¢ok farkli transkripsiyon
faktorii lizerinden kontraktil proteinlerin ekspresyonunda bozulmaya neden oldugu

bilinmektedir (Gao ve ark., 1996).

Ek olarak ROS, DNA hasarina yol acgar. Bu hasarm tamiri i¢in poli (ADP riboz)
polimeraz (PARP) enzimi aktive olur. Asir1 derecede aktive olan PARP enzimi
gliseraldehit fosfat dehidrogenazi (GADPH) inhibe ederek glukozun glikolitik yol
yerine hiperglisemi kaynakli hiicresel hasar1 olusturdugu distiniilen alternatif
biyokimyasal yollara (ileri glikozilasyon firlinlerinin artigi, hekzosamin ve poliol
akimi artis1) yonelmesine neden olur (Du ve ark., 2003). PARP enzimi ayn1 zamanda
niikleer faktor (NF) «B’yr aktive ederek endotelin-1 ve reseptdrlerinin
transkripsiyonunu asir1 derecede arttirmak suretiyle kalpte hasara neden olur (Szabo,
2002).

Kollajen glukoz ile etkilesime girerek Schiff bazlarii olusturur. Schiff bazlar takip
eden haftalarda glikozile kollajene (Amadori iiriinleri) doniisiir. Amadori iiriinleri
cesitli kimyasal modifikasyonlara ugrayarak ileri glikozilasyon son {irlinlerine
(AGEs) doniisiirler. Bu tiriinler kollajen ile ¢apraz bag yaparak kollajeni stabil hale
getirir. Yikima ugrayamayan kollajen arteriyel ve miyokardiyal sertlige, endotel
disfonksiyonuna ve aterosklerotik plak olusumuna neden olur. Ileri glikozilasyon son

trlinlerinin serumdaki seviyeleri ile sol ventrikiill gevseme zamani arasinda bir



iliskinin varhig1 Berg ve ark. (1999), tarafindan gosterilmistir (Berg ve ark., 1999).
Ayrica ileri glikozilasyon son iiriinleri kollajenin yani sira dolasimdaki proteinlerle
(6rnegin LDL) capraz baglanti olusturabilir ve reseptor etkilesimleri {izerinden nitrik

oksit sinyalizasyonunun bozulmasina neden olur (Zieman ve Kass, 2004).

AGEs reseptorlerinin (RAGEs) kardiyomiyositlerde bulundugu bilinmektedir
(Petrova ve ark., 2002). AGEs baglayan bu reseptorler alt hedeflerini aktive ederek
cesitli yikict etkilerin ortaya ¢ikisina aracilik ederler. Oksidatif stres hem AGEs
miktarint hem de RAGEs ekspresyonunu arttirarak NF-«xf aktivasyonuna yol agar, bu
aktivasyon miyozin agir zincirinin (MHC) o-MHC formundan B-MHC formuna
dontistimiinii indiikleyerek miyokardiyal kontraktiliteyi bozar (Murarka ve Mohaved,
2010).

AGE:s sinyalizasyonu ayni zamanda miyokardiyal kalsiyum homeostazisi ile ilgilidir.
Sarkoplazmik/endoplazmik retikulum Ca*?ATPaz 2a (SERCAZ2a) kasta kalsiyum
salinimini takiben intraselliiler kalsiyum depolarin1 tekrar doldurarak sitozolik
kalsiyum konsantrasyonunu diigiirlir, kontraksiyonu sonlandirir. Dolayisiyla
miyokardiyal gevsemede kritik bir konumdadir. SERCA, kalsiyum iyonlarinin
onemli bir kismini sarkoplazmik retikuluma pompalar. Geriye kalan iyonlar ise Na*™—
Ca*? antiport mekanizmas1 (NCX), plazma membran1 Ca*? ATPaz’1 ve mitokondriyal
Ca*? uniport mekanizmasi ile uzaklastirilir. Hem Tip I hem de Tip II rodent diyabet
modellerinde kalsiyum homeostazisine katilan tiim tastyicilarin ekspresyon ve

aktivitelerinde degisimler goriiliir (Bers, 2002; Trost ve ark., 2002).

b) Degisen substrat kullanimi ve miyokardiyal lipotoksisite

Diyabetiklerde, 6zellikle visseral yaglanmasi fazla olan hastalarda, belirgin olarak
goriilen temel bozukluklardan birisi adipoz dokudan trigliserit ve esterlesmemis yag

asitlerinin (NEFA) salintminda meydana gelen belirgin artistir.

Saglikli (non-diyabetik), bireylerde kalbin enerji gereksinimi yaklasik esit oranlarda
glukoz ve yag asidi metabolizmasindan karsilanir (Acar ve ark., 2011). Kan NEFA

diizeyinin artis1 miyokardiyumun glukoz alimi1 ve kullanimi yerine yag asidi alim ve



kullanimina dogru kaymasina neden olur. Bu olaya “metabolik kayma” (metabolic
shift) adi wverilir (Carrol ve ark., 2005; Lopaschuk, 2002). Pozitron emisyon
tomografisi (PET) yontemi kullanilarak yapilan ¢alismada Tip I diyabetli hastalarda
artmis miyokardiyal yag asidi kullanimi azalmis glukoz oksidasyonu gosterilmistir.
Bu degisimin sebebi kalp kasinda bulunan glukoz tastyict proteinler GLUT1 ve

GLUT4iin seviyelerinde meydana gelen azalmalardir (Herrero ve ark., 2006).

Kardiyak miyositler, dolasimdaki NEFA seviyesinin yiikselmesine cevaben -
oksidasyon enzimlerinin miktarin1 arttirirlar.  Glukoz oksidasyonuna kiyasla
NEFA’larin oksidasyonu daha fazla ATP {iretmekle birlikte ¢ok fazla miktarda
oksijen tiikettigi i¢in, kardiyak verimin diismesine neden olur (Dirkx ve ark., 2011,
Mazumder ve ark., 2004;). Ek olarak NEFA alimi mitokondriyal [-oksidasyon
kapasitesinin iizerinde olabilir. Bu durumda lipit molekiiller trigliserit formuna
dontiserek miyositlerde birikir (Sharma ve ark., 2004; Szczepaniak ve ark., 2003). Bu
birikim, kalp kasini lipit metabolitlerinin toksik etkilerinden korumak ve oksidasyon
i¢in yakit depolamak amagh yapilsa da nihayetinde lipit oksidasyonu ile lipit birikimi
arasindaki dengesizlik morfolojik degisimlere (Nakayama ve ark., 2001; Yazaki ve
ark., 1999) ve miyokardiyal fonksiyon bozulmalarina yol agar (Abe ve ark., 2002).

Unger (2002), sadece adipositlerin asir1 yag biriktirme yetenegine sahip oldugunu,
diger dokulardaki hiicrelerde biriken yagin lipotoksik hasara yol a¢tigimi ilk ortaya
atan kisidir (Unger, 2002). Bugiin lipotoksisite kavrami NEFA’larin adipoz doku

haricindeki dokularda birikimini tanimlamak i¢in kullanilmaktadir.

Miyokardiyal lipotoksisitenin yani sira, NEFA artis1 piriivat dehidrogenaz enzimini
de inhibe ederek apoptozise direk katkida bulunan seramid sfingolipidinin iiretimini
arttirir. Bu toksik lipit iirlinii palmitoil CoA ve serin amino asidi arasinda gerceklesen
tepkime ile sentezlenir (Halse ve ark., 2001). Yapilan ¢alismalarda seramid seviyesi
artisginin niikleer faktor kP ve kaspaz 3’1 aktive ederek, apoptotik etkiler gosterdigi

ortaya konulmustur (Zhang ve ark., 2001).



Peroksizom-Proliferatorle Aktive Olan Reseptorler (PPARs) hiicrede artan yag asidi
seviyesine duyarli transkripsiyon faktdrleridir. Onemli hedef genleri aktive ettikleri
icin lipit metabolizmasinda kilit role sahiptirler. Ligand ile aktive olan bir
transkripsiyon faktorii olan PPAR-a yag asidi metabolizmasinin ana diizenleyicisidir.
Enerji ihtiyacin1 agirlikla yag asidinden karsilayan dokularda bol bulunur (kalp,
karaciger, bobrek ve iskelet kasi gibi). PPAR-o’nin kardiyak yag asidi baglayan
protein, lipoprotein lipaz ve CD36 gibi yag asidi metabolizmasi acgisindan 6nemli
proteinleri regiile ettigi bilinmektedir (Bordun ve ark., 2014). Ek olarak PPAR-a
piriivat dehidrogenaz kinaz 4 ekspresyonunu arttirarak glukoz oksidasyonunu azaltir
ve mitokondriyal yag asidi alimini arttirir. Artmis mitokondriyal yag asidi alimi
oksijen tiiketiminin artisina neden olacagi i¢cin ROS firetimini arttirir. ROS artisi
mitokondriyal ciftlenimin  bozulmasina neden olur, ¢iftlenim bozulmasi
mitokondriyal enerji rezervini azaltarak kontraktil disfonksiyona katkida bulunur

(Boudina ve Abel, 2006).

PPAR-a overekspresyonu olan farelerde mitokondriyal yag asidi oksidasyon oraninin
arttigi, glukoz alim ve oksidasyonunun azaldigi gosterilmistir. Bu degisimin sol

ventrikiilde fonksiyonel anomalilere yol agtig1 belirtilmistir (Finck ve ark., 2002).

¢) Renin - Anjiyotensin — Aldosteron aksindaki bozulmalar

Diyabetik kalplerde anjiotensin-II mRNA’sinin ve reseptdr yogunlugunun artis
gosterdigi  bilinmektedir.  Renin-Anjiyotensin-Aldosteron  aksinin  patolojik
aktivasyonu, diyabetik kalplerde goriilen artmis oksidatif hasar, kardiyomiyosit ve
endotelyal hiicre apoptozisi ile yakindan iliskilidir (Fiordaliso ve ark., 2000; Khatter
ve ark., 1996).

Streptozotosin  (STZ) ile diyabet olusturulmus si¢anlarda renin-anjiyotensin
sisteminin blokaji sarkoplazmik kalsiyum homestazisini diizelterek kardiyak
disfonksiyonda iyilesme saglamistir (Liu ve ark., 2006). Paralel bir ¢aligmada renin-
anjiyotensin sistemi blokajinin; diyabette goriilen sarkoplamik retikuluma
kalsiyumun yiliklenmesindeki bozulmalar1 ve ryanodin reseptor azalmasini diizelttigi

gosterilmistir (Yaras ve ark., 2007). Ayni zamanda renin-anjiyotensin sisteminin



blokaji ROS iiretimini de azaltir. STZ ile diyabet olusturulmus si¢anlarda antioksidan

tedavi uygulamasi ile benzer etkiler gosterir (Fiordaliso ve ark., 2006).

d) Bakir metabolizmasinda meydana gelen degisimler

Diyabetli hastalarda serum bakir seviyelerinin arttigi gosterilmistir. Hatta
hipertansiyon ve mikrovaskiiler komplikasyonu olan diyabetli bireyler daha belirgin
gozlenmektedir (Walter ve ark., 1991). Hiperglisemi seriiloplazmin ve albiiminin
bakir baglama kapasitelerini azltarak ekstraselliiler matrikste bakir seviyesini arttirir
(Argirova ve Ortwerth, 2003). Ayni zamanda glikozile olan proteinler bakira daha
yiiksek affinite gosterirler. Bu nedenle ekstraselliiler matrikste bakirin artisi
oksidasyon-rediiksiyon sistemini aktive eder. Bu aktivasyon serbest radikal

olusumunu arttirarak oksidatif stres ve fibrozise neden olur (Eaton ve Qian, 2002)

e) Kardiyak otonomik noropati

Diyabetik kardiyovaskiiler otonomik ndropati, sempatik innervasyon, adrenerjik
reseptor ekspresyonu ve miyokardiyumdaki katekolamin seviyelerindeki degisimler
sonucunda gelisir. Klinik olarak dinlenim tasikardisi, ortostazis, egzersiz toleransinin
distisii ve gizli miyokardiyal infarktiis ile karakterizedir. Diyabetlilerde goriilen
yuksek ventrikiiler fibrilasyon prevalansi bu kisilerdeki yiiksek sempatik tonus ile
aciklanabilir. Ayn1 zamanda diyabetik otonomik ndropati bradiaritmilere ve iletim

anomalilerine de neden olabilir (Mohaved, 2007).
f) Protein Kinaz C (PKC) yolaginda meydana gelen degisimler

PKC yaklasik 12 iyesi olan bir serin/threonin kinaz ailesidir (Mellor ve Parker,
1998). Fosfolipaz-C tarafindan indiiklenen intraselliiler Ca*? ve diagilgliserol (DAG)
artist PKC’yi aktive eder. Bu aktivasyon artmis endotelyal hiicre permeabilitesi,
apoptozis, anjiyogenezis, diiz kas hiicresi ve kardiyomiyosit biiyiimesi, kontraksiyon

artis1 gibi kardiyovaskiiler fonksiyon ile ilgili bir¢cok yolag tetikler.

Hiperglisemik ortamda kiiltiire edilen vaskiiler hiicrelerde veya diyabetik
hayvanlardan elde edilen vaskiiler dokularda DAG (diagilgliserol) ile aktive olan
PKC sinyal yolaginin aktivasyonunun arttigni  gosterilmisti. EK  olarak

hipergliseminin yarattigi PKC aktivasyonu direkt olarak anjiyotensin converting



enzyme (ACE) enziminin aktivitesini arttirir. ACE anjiyotensin I’'i  potent
vazokonstriktor bir peptid olan anjiyotensin II’ye ceviren enzimdir (Geraldes ve
King, 2010).

Son caligsmalar, bir PKC-B inhibitérii olan ruboxistaurin mesylate (LY33353),
tizerinde yogunlagmaktadir. PKC-B inhibisyonunun kardiyak hipertrofiyi geriye
dondiirdiigii, fraksiyonel kisalmayi arttirdigini ve fare transjenik kardiyak PKC-f
modelinde kardiyak hipertrofiyi azalttig1 gosterilmistir (Wakasaki ve ark., 1997).

g) Endotelyal hiicre disfonksiyonu

Endotelyal hiicre disfonksiyonu (EHD), endotelyum kaynakli vazokonstriktor ve
vazodilatator maddeler arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanabilir (Igbal
ve ark., 2014). Damar icerisinden gelen fiziksel veya kimyasal karakterli uyarilar
endotel hiicrelerinin iizerinde bulunan reseptorler tarafindan algilanir, cevaben damar
seklinde degisim veya nitrik oksit (NO), endotelin-1, anjiyotensin-Il, plazminojen
aktivator inhibitor-1 (PAI-1), von-Willebrand faktor(vWF) gibi gerekli regiilator
mediyatorlerin salinimi gergeklesir, damar homeostazisi korunur (Esper ve ark.,

2008).

Fizyolojik kosullarda bu mediyatdrler dengeli bir sekilde salinir. Ancak diyabet bu
faktorler arasindaki dengeyi bozarak vaskiiler end-organ hasarina neden olacak
silsileyi baslatir (Tan ve ark., 2002). EHD hem mikrovaskiiler (retinopati, nefropati,
noropati) hem de makrovaskiiler (kalp hastaliklari, inme, periferik arter hastaliklar1)
komplikasyonlarin  gelisiminde rol aldig1 i¢in diyabetik kardiyomiyopati
patogenezinde nemli bir yer isgal eder (Creager ve Luscher, 2003). Cogu deneysel
calisma, EHD’nin hiperglisemi kaynakli gelistigini ortaya koymaktadir (Brownlee,
2005; Wold ve ark., 2005).

h) HIF-VEGF-anjiyogenez aksindaki bozulmalar

Anjiyogenez, endotelyal hiicre migrasyon ve proliferasyonu, ekstraselliiler matriks
yikimi, perisit ve makrofajlarin birikimi, diiz kas proliferasyon ve migrasyonu ve

yeni damar olusumu asamalarini igerir (Joffe ve ark., 1999). Vaskiiler Endotelyal



Biiylime Faktorii (VEGF), Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF) gibi bircok biiylime

faktorii iskemiye verilen anjiyogenik cevapta rol alirlar.

Diyabette neovaskiilarizasyonda bozulmalar goriilir. Bu bozulmalar, retina
(retinopati) ve damar duvarlarinda (anstabil aterosklerotik plak) asir1 artmig
anjiyogenez seklinde gergeklesebildigi gibi, yara iyilesme bozuklugunda oldugu gibi
azalmis anjiyogenez seklinde de gergeklesebilir. Yine diyabette kemik iliginden
endotelyal progenitdr hiicrelerin saliniminda azalma ve salinan hiicrelerinde
fonksiyonel agidan defektli olmasi, miyokartta azalmis VEGF ve VEGFR
ekspresyonu ve artmis anjiyostatin (bir anjiyogenez inhibitorii) kardiyovaskiiler riski

arttiran faktorlerdir (Hoit ve ark., 1999).

Cesitli galigmalar, diyabetik hastalarin miyokartlarinda VEGFR-1 (Flt-1) ve VEGFR-
2 (FIk-1) ekspresyonu ve aktivasyonunun azaldigini ayrica Akt-1 ve eNOS
aktivasyonlarmin da diisiis gosterdigini ortaya koymuslardir (Trost ve ark., 2002;

Przygodzki ve ark., 2013).

Diyabetik hayvanlarin miyokardiyumlarinda VEGF ve her iki reseptoriiniin
(VEGFR-1 ve VEGFR-2) mRNA’sinin %40-70 oraninda azaldigi gosterilmistir
(Lahaye ve ark., 2010). Bu bilgiye paralel olarak, diyabetik hastalarin
ventrikiillerinde VEGF ve VEGFR-2 ekspresyonlarinin iki kat azaldig bildirilmistir.
Hem VEGF hem de reseptdriiniin azalis1 diyabetik kosullarda miyokardiyumdaki
yetersiz kollateral olusumundan sorumludur (Yu ve ark., 2012). Ayrica diyabetik
hayvanlarda, miyokardiyumun aksine retina ve glomeriillerde VEGF ve reseptorleri
iki kat artig gosterir. Bu artis retinadaki kapiller gecirgenlik artisin1 ve artmis

neovaskiilarizasyonu agiklamaktadir (Cao ve ark., 2012).
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1.1.5 Streptozotosin ile Indiiklenen Diyabetik Kardiyomiyopati Modeli

Diyabetik kardiyomiyopati deney hayvanlarinda yapilan ¢aligmalarda da
gozlenmektedir. Pankreas beta hiicreleri igin toksik olan STZ ile deneysel olarak Tip
I diyabet olusturulan siganlarda diyabetik kardiyomiyopati gelismektedir. Diyabet
olusumunu takiben 5. haftada bazal kontraktil disfonksiyonun basladigi, 6. haftadan
itibaren diyabetik kardiyomiyopatinin tamamen gelistigi ortaya konmustur (Joffe ve

ark., 1999; Hoit ve ark., 1999; Trost ve ark., 2002).

Przygodzki ve ark. (2013), yaptiklari ¢alismada STZ enjeksiyonu ile olusturduklar: 8
haftalik diyabeti takiben Langendorff diizenegi kullanarak koroner kan akimi
parametrelerini incelemisler, endotel bagimli vazorelaksasyon cevabinda diyabetli
grupta Onemli azalma go6zlemislerdir. Bu veriler diyabetik kardiyomiyopatinin
koroner dolagimda bozulmaya yol agtigin1 gostermektedir (Przygodzki ve ark.,
2013).

1.2.  Yiiksek Irtifa ve Hipoksi

Hipoksi kelime anlami olarak “oksijen azlig1” demektir. Tibbi literatiirde ise oksijen
desteginin viicudun oksijen ihtiyacindan az olmasi seklinde tanimlanir. Hipoksinin

dort turd vardir:

a) Hipoksik hipoksi: Akcigerdeki yetersiz oksijen degisiminden kaynaklanir.
Yiikselti ile birlikte inspire edilen oksijenin bagil olarak azalmasi veya
akcigerden oksijen gecisini engelleyen bir patolojinin (pndmoni, pulmoner
O6dem, astim gibi) varligindan kaynaklanir.

b) Anemik hipoksi: Viicudun varolan oksijeni dokulara iletemedigi durumda
ortaya ¢ikan hipoksi tiiriidiir. Akut veya kronik anemi durumlarinda, karbon
monoksit zehirlenmelerinde ve orak hiicreli anemide goriilen hipoksi tipidir.

c) Iskemik hipoksi: Yetersiz kan akim kaynakli hipoksi tiiriidiir. Kalp

yetmezligi, hipovolemi gibi nedenlerden kaynaklanabilir.
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d) Histotoksik hipoksi: Dokularin ulastirilan oksijeni kullanma kapasitelerini

yitirdikleri hipoksi tliriiniin ismidir. Siyaniir zehirlenmesi 6rnek teskil eder

(Murkowski ve ark., 2006).

Yiikselti ile atmosferdeki oksijen ylizdesi degismemekle birlikte diisen atmosfer
basincina bagl olarak kismi oksijen basinci azalma gosterir. Yiksek irtifada yasayan
popiilasyonlar siirekli hipoksik hipoksiye maruz kalmaktadir. Yiiksek irtifanin kesin
bir tanim1 olmamakla birlikte genel kabul, hipoksi kaynakli regiilatuvar degisimlerin
3000 metre ve iizerinde gerceklestigi yoniindedir (West, 2007). Ancak literatiirde
yukselti esigini 1500 metreye kadar indiren goriisler de mevcuttur (Burtscher, 2014).
Giliniimiizde yiiksek irtifada yaklasik 140 milyon insan yasamaktadir. Eger yiikselti
1500 metreye indirilirse bu say1 400 milyona ulasmakta; turistik, ticari veya askeri
amaglarla gecici siirelerle yiiksek irtifada bulunanlar ile daha da artmaktadir. Bu
nedenle yiiksek irtifada insan fizyolojisinde meydana gelen degisimlerin arastirilmasi
onemli bir toplum saglig1 konusudur. Siiphesiz ki yiiksek irtifada ¢evre kosullarinda
meydana gelen tek degisiklik oksijen basincinin azligi degildir. Yiikselti ile birlikte
UV-radyasyon artig1, hava kirliligi, sicakligin ve nemin azalmasi hipoksiye eslik
eder. Ek olarak yiiksek irtifada yasayan popiilasyonlarin bazilarinin etnik
kokenlerinden 6tiirti tagidiklart genetik varyasyonlar (6rn. Sherpa yerlileri) géz ardi
edilmemelidir. Ancak yine de yiiksek irtifada meydana gelen regiilatuvar

degisimlerin biiyiik bir boliimiiniin hipoksi kaynakli oldugu sdylenebilir.

Yiiksek irtifanin etkilerine yonelik ilk calismalar yiiksekte yasayan popiilasyonlar ile
deniz seviyesine yakin irtifada yasayan popiilasyonlarin epidemiyolojik 6zelliklerini
karsilagtiran ¢aligmalardir. Ramos ve ark. (1997), And daglarinda 4260 m yiiksekte
yasayan 300 insanda yaptiklar1 post-mortem calismada miyokart infarktiisiine (MI)
ve koroner arter hastaliklarina (KAH) hi¢ rastlamamigslardir (Ramos ve ark., 1967).
Voors ve Johnson (1979), Amerika Birlesik Devletleri’'nin 100 biiylik sehrinden
99’unda KAH ve MI bagimli mortalitenin yiikselti ile azaldigin1 gdstermisler ve bu
azalmanin erkeklerde %72 gibi bir oranla daha baskin oldugunu bildirmislerdir
(Voors ve Johnson, 1979). Isvigre ve Yunanistan’in daglik bolgelerinde yapilan

epidemiyolojik calismalarda da paralel veriler bulunmustur (Baibas ve ark., 2005;
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Faech ve ark., 2009). Calismalarin hepsindeki genel egilim KAH ve MI kaynakli
mortalite oranlarinin 900 metreye kadar degisim gostermedigi ama 900 metreden

sonra azalmaya basladig1 yoniindedir.

Yiiksek irtifanin epidemiyolojik agidan gdsterilen kardiyoprotektif etkisinin altinda
yatan mekanizma arastiricilar i¢in oldukca cazip bir arastirma alan1 olmustur. Yiiksek
irtifada yapilan bilimsel calismalar ve laboratuar kosullarinda insan denekler ve
deney hayvanlarina uygulanan sayisiz varyasyona sahip hipoksi protokolleri ile bu
alandaki bilgi arttirnllmaya calisilmigtir. Bu protokollerin akut, kronik ve aralikli

(intermittent) hipoksi olmak tizere ii¢ farkli tipte uygulandigi goriilmektedir.

1.2.1. Aralhkh Hipoksi

Araliklh hipoksi, tekrarli diisiik oksijen (hipoksi) seanslarinin normoksik periyotlar
ile birbirinden ayrilmasi olarak tanimlanir. Ancak aralikli hipoksinin sinirlari
konusunda tam bir goriis birligine varilamadigi gibi fizyolojik etkileri ile ilgili veriler
de celigkilidir. Literatiirde arastiricinin perspektifine bagl olarak degisiklik gosteren
cok sayida protokol bulunmaktadir. Bu protokoller birbirlerinden bes farkli diizlemde
ayrilirlar: 1) Hipoksinin siddeti (inspire edilen oksijen %2 - %16) 2) Hipoksik
epizotun siiresi (15-30 saniye - 12 saat) 3) Ginliik hipoksi/reoksijenizasyon
sikluslarinin sayist (3 - 2400) 4) Hipoksi uygulama sekli (Giinliik birden fazla
epizotlar veya haftada 3 giin vb.) 5) Protokoliin toplam siiresi (2-90 giin). Biriken
veriler goz oniine alindiginda 1liml hipoksi (inspire edilen Oz %9-16), diisiik epizot
sayis1 (3-15 epizot/giin) yararl etkilere sebep olurken, siddetli hipoksi (inspire edilen
02 %3-8) ve yiiksek epizot sayist (48-2400 epizot/giin) patolojik etkilere sebep
olmaktadir. (Opazo-Navarrete ve Mitchell, 2014) (Bkz Sekil 1.1).
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Siklus/Gun (Siklik)

Miyokardiyal kontraktil performans artisi
I/R hasarina kars koruyucu etki
Dogal bagisiklikta gliclenme
Kilo kaybi
Aerobik kapasiye ve egzersiz toleransinda artig
Anti-inflamatuvar etki
T —>

%9 %16
inspire Edilen O,

Sekil 1.1. Aralikli hipoksi uygulamasinin siddet ve sikliginmn olumlu ve olumsuz etkileri (Opazo-

Navarrete ve Mitchell, (2014)’den degiserek alinmstir.)
Klinikte, aralikli hipoksi obstriiktif uyku apnesi sendromunun (OSAS) en temel
karakteristik ozelligidir. Tekrar eden desatiirasyon-reoksijenizasyon sekanslarinin
oksidatif strese neden oldugu ve OSAS’in ortaya ¢ikardig: sistemik yan etkilerden
sorumlu oldugu diistiniilmektedir (Lavie, 2003). Aralikli hipoksinin OSAS’in temel
zarar verici O6gesi oldugunu diisiinen goriisiin  yan1 sira 1ilimli OSAS’in
iskemi/reperfiizyon olaylarinda koruyucu bir etki olusturdugunu 6ne siiren caligsmalar
da bulunmaktadir (Steiner ve ark., 2010; Lavie ve Lavie, 2006) (Bkz. Sekil 1.2).
Shatilo ve ark. (2008), 60-74 yas aras1 saglikli erkeklerle yaptiklari normobarik
aralikli  hipoksi calismasinda, hipoksi uygulamasiyla ortalama kan basinci
degerlerinin azaldigim1 (7,943,1 mmHg) ve submaksimal egzersiz kapasitesinin
arttigint (anaerobik esikteki is yiikiinde %12,7 artig) gostermisler, hipoksik
kosullamanin sedanter ve yasl erkeklerdeki olumlu kardiyovaskiiler etkilerine dikkat
cekmislerdir (Shatilo ve ark., 2008). Bailey ve ark. (2000), aralikli hipoksik
Onkosullama ile egzersizi birlestirdikleri ¢alismada, 34 adet fiziksel agidan aktif
katilimciyr hipoksik ve normoksik egzersiz grubu olmak {iizere iki ayr1 gruba
ayirmislar, hipoksi+egzersiz grubunun maksimal egzersiz sistolik basinglarinin 10+9
mmHg daha diisiik oldugunu ve maksimal oksijen tiiketimlerinin 0,47 + 0,77
L/dakika arttigini1 gdstermislerdir (Bailey ve ark., 2000). Spor hekimliginde, aerobik

egzersiz performansini arttirmak i¢in “hipoksik antrenman” denilen antrenman
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stratejisi (ylksekte yasa, algakta antrenman yap) ¢ok uzun yillardir kullanmaktadir

(Fulco ve ark., 2000).

himh Hipoksik Uyku Yuksek
Yikselti Onkosullama Apnesi Irtifa

. g

Normoksi ' Ihimh Aralikh Aralikh Kronik

Hipoksi Hhimh Siddetli Siddetli
Hipoksi Hipoksi Hipoksi

Etki Yok

Sekil 1.2. Hipoksi siddetinin olumlu ve olumsuz etkileri (Verges ve ark., 2015’den degistirilerek
alimmugtir).

1.2.2. Hipoksik Onkosullama

Aralikli hipoksinin olumlu etkilerini aciga ¢ikarmak i¢in hipoksik Onkosullama
yontemi siklikla kullanilir. Onkosullama, bir dokuya uygulanan esik alt1 bir zararl
stimulusun, ayni veya benzer karakterli esik Ustli zararli stimuluslara olan direnci
arttirmasina verilen addir. Hipoksik dnkosullama 1limli siddetteki hipoksinin aralikli
epizotlarla uygulanmasina dayanir; organizmanin oksijen yoklugunda kullandigi
vaskiiler, metabolik ve norolojik diizlemdeki karmasik savunma stratejilerini
harekete gecirmeyi amagclar. ilk kez Shizukuda ve ark. (1992), iskemi oncesi
uygulanan hipoksinin de iskemik dnkosullama gibi olumlu etkileri oldugunu ortaya
koymus ve hipoksik énkosullama terimini ortaya atmislardir. Oncii calismalarinda
aragtirmacilar kopek kalbini hipoksik kan ile perfiize ederek hipoksik onkosullama
yapmiglar, bu sayede iskemi/reperfiizyona karsi koruyucu etki elde etmislerdir
(Shizukuda ve ark., 1992). Hipoksik Onkosullamanin iskemik atakta meydana

getirdigi koruyucu etki takip eden bircok hayvan calismasi ile gosterilmis ve
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hipoksik 6nkosullamanin potansiyel bir non-farmakolojik tedavi yontemi oldugu ileri

stiriilmiistiir (Verges ve ark., 2015).

1.2.3. Hipoksik Onkosullama ve HIF

Akut veya tekrarli hipoksik kosullama, uygulamayi takiben gen ekspresyon
profilinde cesitli degisimlere neden olur. Genomik diizeyde meydana gelen bu
cevaptan temelde hipoksi ile indiiklenen faktor (HIF-1) sorumludur. HIF-1 hiicresel
oksijen homeostazisinde temel regiilatdr gorevi goren bir transkripsiyon faktoriidiir.
HIF-1 eksikligi olan farelerde iskemi ile indiiklenen kardiyoprotektif cevabin
kaybolmasi, HIF-1 ve hedef genlerinin iskemik/hipoksik kosullamadaki roliiniin
Oonemini gostermektedir (Cai ve ark., 2008). Belaidi ve ark. (2007), yaptiklari
sicanlarla yaptiklart ¢alismada HIF-1 aktivasyonunu engelleyerek akut aralikli
hipoksiyi (AH) takiben gelisen kardiyoproteksiyon cevabini ortadan kaldirmislardir
(Belaidi ve ark., 2007). Yakin zamanlarda yapan bir diger calismada HIF-1
inhibisyonunun AH kaynakli néroproteksiyonu da engelledigi gosterilmistir (Huang
ve ark., 2014). Nitrik oksidin 6nkosullamada ve vazodilatator etkilerine bagli olarak
gelisen sitoproteksiyonda kritik rol oynadigi bilinmektedir. Ayni zamanda
mitokondri fonksiyonunu da modiile eder (Murillo ve ark., 2011). Gess ve ark.
(1997), HIF-1’in ve bir HIF-1 hedef geni olan indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(iINOS) geninin akut AH uygulamasii takiben upregiile oldugunu ve NO’nun
kardiyoprotektif etkilerin olusmasina katki sagladigini gostermislerdir (Gess ve ark.,
1997). HIF-1’e ek olarak, apoptotik yolaklarin regiilasyonunu saglayan GATA-4’iin
de akut AH uygulamasim takiben farelerde, bcl-2 ve bcl-x(L) gibi antiapopitotik

genlerin ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (Park ve ark., 2007).

Her ne kadar reoksijenasyonu takiben HIF-1 hizla yikima ugrasa da AH’nin tiim
viicutta yol ac¢tigi HIF-1 aktivasyonu AH maruziyetinden sonra da devam eder. Bu
stiregen aktivasyon tekrarli desatiirasyon-oksijenasyon sikluslar1 sonucunda artan
oksidatif stres ile aciklanmaktadir. ROS HIF-1’in oldukca potent bir uyaricisidir;
hem HIF-1a proteinin ekspresyonunu arttirarak hem de PHD-bagimli HIF-1

degradasyonunu azaltarak HIF-1 aktivitesini arttirir. HIF-1 tarafindan upregiile
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edilen diger koruyucu genlerin yani sira uzun donem hipoksik uygulama VEGF,
anjiyopoietin ve platelet-kaynakli biiyiime faktorleri gibi anjiyogenik cevapta rol alan
faktorlerin de upregiilasyonunu saglar (Semenza, 2009). Kronik AH’ya maruz kalan
sicanlarin sol ventrikiil kapilleritesinde 1,5 kat artig gdsterilmis ve buna bagl olarak
izole kalplerde koroner akimin pre-iskemik kosullarda arttigi bildirilmistir. Bu artis
I/R hasar1 sonrasi toparlanmaya da katki saglamistir (Zhong ve ark., 2002).
Anjiyogenezde meydana gelen bu artis sadece sitoproteksiyona katkida bulunmakla
kalmaz ayn1 zamanda proteksiyonun akut kosullama protokolleriyle elde edilen

siireden daha uzun olmasini agiklar.

Iskemik dokularda hiicreleri hipoksinin yol acgtif1 zarardan korumaya yénelik
yolaklar aktive eden HIF sisteminin tedavi veya koruyucu amacli aktive edilmesi stk
uygulanan bir stratejidir. HIF cevabimi indiikleyebilmek icin bir dizi metod
onerilmektedir. Bunlar arasinda aralikli hipoksi uygulamasi ile yapilan HIF
indiiksiyonu, HIF’in genetik aktivasyonu, CoCl2 gibi hipoksi durumunu taklit eden
ajanlarin kullanimi, DMOG gibi prolil hidroksilaz blokdérlerinin kullanimi ve ilimh

egzersiz uygulamasi ile HIF-1 arttirimi sayilabilir (Tekin ve ark., 2010).

1.3.  HIF-VEGF-Anjiyogenez Aksi

Oksidatif fosforilasyon yapan canlilar icin kesintisiz oksijen destegi oldukca
yasamsaldir. Oksijenin viicuda dagilimi ile ilgili sistemlerin (solunum ve dolagim
sistemi) oksijen diizeyi ile kontrol edildigi fikri olduk¢a eskiye dayanmaktadir. J.S.
Haldane’in yaklasik yiiz yil oncesinde ventilasyonun yiikselti ile birlikte arttigim
gosterdigi caligmalar1 bu alanda bir ilktir. Giinliimiizde artik sadece solunum ve
dolagim sisteminin degil tiim sistemlerin hem hiicresel hem de sistemik diizeyde

oksijen diizeyinden etkilendikleri bilinmektedir.
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1.3.1. Hipoksi ile Indiiklenen Faktor (HIF)

Hipoksi “oksijen azlig1” anlamimna gelmektedir. Dokularin fizyolojik O2
konsantrasyonlar1 doku tipine gore degiskenlik gostermekle birlikte atmosferik
oksijen basmcindan farklidir. Ornegin arter kanimin normal PO2’si %14 iken
miyokardiyum i¢in bu oran %10’dur. Iskelet kasinda %35, kemik iligi, timiis bezi ve
kikirdak dokuda ise %1’in dahi altina diismektedir (Krock ve ark., 2011; Yun ve ark.,
2005). Oksijenin ilgili dokudaki fizyolojik diizeyinin altina diigmesine “doku
hipoksisi” ad1 verilir. Hipoksinin hiicresel diizeydeki etkilerinin agiga ¢ikmasindaki
temel aract molekiil HIF (Hypoxia Inducible Factor) molekiiliidiir. Ilk kez Semenza
ve Wang (1992),’1n yaptig1 oncii ¢alisma ile Hep38 insan hepatoma hiicrelerinin
niikleuslarinda kesfedilmistir (Semenza ve Wang, 1992). Kesfedilen molekiiliin
hipoksi ile diizeyinin arttig1 ve eritropoietin’in gen bolgesini aktive ettigi gosterilmis,
“Hypoxia-induced-enhancer” olarak isimlendirilmistir. Ay arastirmacilarin
yaptiklar1 takip eden yaymlarda Hipoksi ile Indiiklenen Faktdér (HIF) olarak

adlandirilarak bugiinkii ismini almistir (Wang ve Semenza, 1993).

HIF molekiilii a (O2 labil, Oz sensitif) ve B (O2 bagimsiz) alt birimlerinden olusan bir
heterodimerdir. HIF o’nin ii¢ adet izoformu vardir. Bunlar HIF-1a, HIF-2a (EPAS1
= Endothelial PAS Domain Protein 1) ve HIF-3o’dir. HIF-1B, aril hidrokarbon
reseptoriiniin niikleer translokatérii (ARNT) geninin bir iirliniidiir. ARNT geninin
774 ve 789 amino asitten olusan iki adet ARNT izoformunu kodladig: bilinmektedir
(Hoffman ve ark., 1991). ARNT proteini (HIF-1p), hipoksi kosulunda HIF-la ile
birleserek HIF molekiiliinii olusturur. HIF-1loo ve HIF-1f’nin tek basina DNA
baglama yetenegi yoktur, fonksiyonel olmalar1 i¢in dimer olusturmalar

gerekmektedir.

HIF-1a ile oksijen konsantrasyonu arasindaki iliski bircok deneysel caligma ile
incelenmistir. Semenza ve ark. (1997),’min yaptiklari c¢alismada oksijen
konsantrasyonunun %20’den %0,5’e diismesinin HIF- 1a ve HIF-1f alt birimlerinin
baglanma hizini iistel olarak arttirdigi ortaya konulmustur (Semenza ve ark., 1997).

Hem hipoksik hem de non-hipoksik hiicrelerde HIF-1B, HIF-la’ya kiyasla asiri
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miktarda bulunur. Bu nedenle HIF molekiiliiniin olusumunda HIF-1o miktar1 hiz
kisitlayici basamaktir (Jiang ve ark., 1996). Blot hibridizasyon teknigi kullanilarak
yapilan caligsmalarda HIF-1 mRNA’simin beyin, kalp, bobrek, pankreas, akciger,
karaciger, plasenta ve iskelet kasi da dahil olmak iizere tiim insan dokularinda

bulundugu gosterilmistir (Wiener ve ark., 1996).

Hiicre i¢i, HIF-1a diizeyi normoksiye yaklasildik¢a azalan hipoksik kosullarda artan
ozelliktedir. Normoksik kosullarda HIF-lo’nin iizerinde bulunan oksijen-bagiml
degradasyon (ODD) bdéliimiindeki iki spesifik prolin rezidiisii prolil-4 hidroksilaz
grubu iceren enzimler (PHD) tarafindan hidroksillenir. von Hippel Lindau tiimor
baskilayict geninin {iriinii (pVHL) isimli protein bu hidroksiprolin rezidiilerine
baglanir (Ivan ve ark., 2001; Jaakkola ve ark., 2001; Salceda ve Caro, 1997). Bu
baglanma asetil transferaz enzimini etkileyerek ayni bodlgenin lizin rezidiilerinin
asetillenmesine yol acar (Jeong ve ark., 2002). pVHL-ODD baglanmasi ve takip
eden modifikasyonlar molekiiliin ubiquitin-ligaz kompleksi ile iliski kurarak
ubikutinlenmesine yol agar. Coklu ubikuitinlenme 26S ribozomlar i¢in bir etiket
olusturarak HIF-o’nin proteozomal degradasyonuna neden olur (Tanimoto ve ark.,

2000; Cockman ve ark.,2000).

Proteolitik degradasyona ek olarak, bir baska oksijen bagimli diizenleme
mekanizmasi da HIF-1’i inhibe eden faktor (FIH-1) iizerinden gergeklesir.
Normoksik kosullarda FTH-1 HIF-1a’nin C terminal aktivasyon boliimiinde bulunan
asparjinil-803 rezidiisiinii f-hidroksilasyona ugratir. C terminal aktivasyon bolimii
HIF-1o’nin bir transkripsiyonel koaktivatér olan p300 ile iliski kurdugu boliimdiir,
bu boliimiin hidroksilasyonu HIF-1a nin koaktivatorleri ile iliskisini engeller (Lando

ve ark., 2002).

Hipoksik kosullarda stabilize olan HIF-1a sitoplazmadan niikleusa go¢ ederek HIF-
1B ile heterodimer olusturur. Olusan kompleks, DNA iizerinde bulunan ve hedef
genlerin promoter bolgelerini igeren hypoxia-response element (HRE) sekanslarina

baglanir. HIF-a tek basina memeli hiicrelerindeki proteinlerin %?2’sinden fazlasini
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kontrol eder (Bkz Sekil 1.1). Bu nedenle HIF-1a ¢ogu kardiyoprotektif stratejinin

merkezinde yer almaktadir (Hirota ve Semenza, 2006).

HIF-1
transcriptio
HRE_

Anjiyogenezis Biiyiime ve Sagkalim Glukoz Metabolizmasi invazyon ve Metastaz Diger
EG-VEGF Cyclin G2 HK1 KRT14 DEC1,2
ENG IGF-BP1,2,3 HK2 KRT18 ETS1

LEP WAF-1 AMF/GPI KRT1S NUR77
LRP-1 TGF-a ENO1 VIM CAS
TGF-B3 TGF-p3 GLUT1 Mic2 P35srj

VEGF ADM GLUT3 CATHD ITF
VEGFR EPO GAPDH Collagentype V AK3
ADM NOS2 LDHA FN1 Ceruloplasmin
ET1 NIP3 PFKBF3 MMP2
HO1 NIX PFKL MMPS
NOS2 RTP801 PGK1 PAIL
ET1 PKM PHD1
VEGF TPI UPAR
VEGFR ALDA AMF
Transferrin ALDC C-MET
Transferrin-R LEP LRP1
MDR TGF-a

Sekil 1.3. HIF-1’in baz alt hedefleri (Hong ve ark., 2004’den degistirilerek alinmistir).

1.3.2. VEGF ve Anjiyogenezis

VEGF ve anjiyogenez HIF bir¢ok biyolojik yolaga ait genlerin ekspresyonunu
diizenler. En iyi calisilmis ve One ¢ikan hedefleri anjiyogenez ve metabolizma ile
ilgili yolaklardir. Hiicrede oksijenin en yiiksek verimde kullanimini saglamak adina
HIF fazla miktarda Oz tiiketen metabolik yolaklar yerine hiicreyi glikoliz’e
yonlendirir. Yapilan calismalar glikolitik enzimleri kodlayan genlerin hepsinin
transkripsiyonunun HIF tarafindan arttirildigini gostermektedir (Benita ve ark., 2009;
Semenza, 2012). HIF ayni zamanda mevcut oksijenin daha verimli dagilimini
saglayacak olan EPO, VEGF, VEGF reseptorleri VEGFR-1 (Flt-1) ve VEGFR-2
(KDR/ FIk-1) gibi molekiillerin de artisina neden olur (Takeda ve ark., 2004).
Oksijen homeostazisi ile ilgili bu yolaklara ek olarak HIF’in otofaji, apoptozis,
redoks homeostazisi, inflamasyon ve immiinite ile ilgili hedefleri de bulunmaktadir

(Wenger ve ark., 2005; Chi ve ark., 2006; Mole ve ark., 2009; Semenza, 2012).
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Damar olusumu vaskiilogenez ve anjiyogenez denilen iki farkli mekanizma ile
gerceklesir. Vaskiilogenez, anjiyoblastlar denilen oncii hiicrelerden yeni kan damari
olusumu olarak tanimlanir. Embriyonik gelisim sirasinda ilkin damar agi
vaskiilogenez ile olusur. Anjiyogenez terimi ise, mevcut damar agindan yeni
damarlarin olusumunu ifade eder. Anjiyogenez hem yetiskin organizmada hem de

embriyoda gergeklesir (Carmeliet, 2000).

Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor izoformlar1 (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C ve
VEGF-D) anjiyogenezi kontrol eden temel molekiillerdir (Park ve ark., 1993).
Hipoksi ve/veya HIF-1 ile indiikklenen anjiyogenez cevabi, HIF-1’in VEGF nin temel
uyarani olmasi nedeniyle VEGF-bagimlidir. Hipoksik kosullardaki HIF birikimi
temel proanjiyogenik faktor olan VEGF’yi direkt olarak upregiile eder (Forsythe ve
ark., 1996; Liu ve ark., 1995). VEGF Flt-1 ve KDR/FIk-1 reseptorlerini aktive ederek
damar olusum kaskadini baslatir (Gerber ve ark., 1997; Waltenberger ve ark., 1996).

Memelilerde {i¢ adet VEGF reseptorii tanmmlanmistir. VEGF-R1 hematopoietik hiicre
gelisiminde, VEGF-R2 vaskiiler endotelyal hiicrelerin gelisiminde, VEGF-R3 ise
lemfatik endotelyal hiicre gelisinde gorev alir. Gen susturma calismalart ile bu
reseptorlerin selektif aktivasyon durumlarindaki davraniglart incelenmis ve damar
endotelinde VEGFR-2’nin VEGF sinyalinin biiyiik bir boliimiinii ileten temel

reseptor oldugu ortaya konmustur.

VEGF reseptori, hiicre yiizeyinde yer alan tirozin kinaz ile kenetli bir reseptordiir.
VEGFR-1 (Flt-1) hematopoietik kok hiicrelerde, makrofajlarda ve vaskiiler
endotelyal hiicrelerde bulunurken, VEGFR-2 (Flk-1/KDR) vaskiiler endotelyal
hiicrelerde ve lemfatik endotelyal hiicrelerde bulunur. VEGFR-3 (Flt-4)iin

ekspresyonu ise lemfatik endotelyal hiicreler ile sinirlidir.

Hipoksi devam ettigi siirece, VEGF reseptorlerine baglanarak damarlanmay1
uyarmaya devam eder. Ek olarak VEGF’nin PIGF ve FGF gibi diger proanjiyogenik

faktorler lizerinden de damarlanmay1 uyardig bilinmektedir.
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Kardiyomiyosit spesifik PHD2 eksikligi olan farelerde kalbin kapiller yogunlugunda
bir artis oldugu bilinmektedir. Bu artis miyokardiyal infarktiis durumunda
kardiyoprotektif etki gosterir (Holscher ve ark., 2011). Kalpte giigli HIF
aktivasyonunun oldugu diger fare modellerinde de benzer bulgular elde edilmistir
(Holscher ve ark., 2011; Lei ve ark., 2008; Minamishima ve ark., 2009; Takeda ve
ark., 2007). Transgenik PHD2 gt/gt farelerinde PHD2 ekspresyonu Kkardiyak
endotelyal hiicrelerde %76, kardiyak fibroblastlarda %77 ve kardiyomiyositlerde
%93 oraninda azalma gosterir. Bu azalma HIF-la ve HIF-2a’nin kalpteki
stabilizasyonunu arttirir.  Bu hayvanlarin  kalbinde bir kapillerite artisina
rastlanmamakla birlikte koroner damarlarin anlamli diizeyde genisleme gosterdigi
bildirilmistir. Bu genisleme iskemik hasarda kalp fonksiyonlar1 iizerinde koruyucu
etki saglamistir (Kerkela ve ark., 2013). Yapilan bir diger ¢alismada, PHD1, PHD2
ve PHD3 KO farelerin anjiyogenik fenotipleri aragtirtlmistir. PHD1 ve PHD3 KO
farelerde herhangi bir anjiyogenik fenotip bozukluguna rastlanmazken PHD2 KO
farelerde kan damarlarinin yogunlugunun artig1 gosterilmistir. Bu bilgiler 15181nda
PHD2’nin anjiyogenezin major negatif diizenleyicisi oldugu ileri siiriilmustiir (Wu ve
ark., 2008).

1.3.3. Prolil Hidroksilazlar:

[Ik HIF prolil-4-hidroksilaz grubu iceren enzim (PHD) Caenorhabditis elegans adl
canlidan 2001 yilinda izole edilmistir (Epstein ve ark., 2001). PHD’ler demir ve 2-
oksoglutarat-bagimli dioksijenazlar siiper ailesinin bir iiyesidir. Takiben ii¢ adet
insan ortholog izoformu tanimlanmis ve PHDI1 (prolil hidroksilaz [HPH]3), PHD2
(EGLN1, HPH2) ve PHD3 (EGLN3, HPHI) olarak isimlendirilmistir. Dordiincii bir
PHD formu olarak PHD ile iliskili protein (PH-4) 6ne siiriilmiis ancak fonksiyonel
ozellikleri heniiz agikliga kavusturulamamistir (Oehme ve ark., 2002). Ug bilinen
PHD izoformu da (PHD1, PHD2, PHD3) molekiiler oksijen varliginda HIF-a alt
birimini hidroksiller. PHD tarafindan katalizlenen enzimatik reaksiyonlarda Fe** ve

2-0ksoglutarat ile birlikte molekiiler oksijen de kofaktdr olarak goérev alir. Oksijen
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diizeyi PHD’nin aktivitesi ile dogrudan iligkilidir. Bu sayede PHD molekiilleri

hiicrede bir oksijen diizeyi sensorii olarak gorev yaparlar.

PHD1, PHD2 ve PHD3 degisken diizeylerde olmak kaydiyla tim dokularda bulunur
(Berra ve ark., 2006). Willam ve ark. (2006), hem normoksik hem de hipoksik
durumda yaptiklar1 6l¢timlerde Wistar cinsi sicanlarin kalp dokularinda her iic PHD
izoformunun da bulundugunu gostermisler, normoksi durumunda miktar
siralamasinin PHD2>PHD3>PHD1, hipoksi durumunda ise PHD3>PHD2>PHD1
seklinde oldugunu bildirmislerdir (Willam ve ark., 2006). PHDI1 biiyiik oranda
niikleusta bulunurken, PHD2 biiyiik oranda sitoplazmada bulunur ancak sitoplazma
niikleus arasi1 gec¢is yapabildigi de bilinmektedir (Berra ve ark., 2003). PHD3 ise
sitoplazma ve niikleusa esit oranda dagilmistir (Metzen ve ark., 2003). PHD’ler HIF-

la’y1 hem sitoplazmada hem de niikleusta degrade edebilir (Berra ve ark., 2001).

Huang ve ark. (2002), en aktif PHD izoformunun PHD2 oldugunu ve onu sirasiyla
PHD3 ve PHD1 in takip ettigini bildirmislerdir (Huang ve ark., 2002).

HIF-1a diizeyi PHD’ler tarafindan kontrol edilmektedir. Bu nedenle PHD’lerin
ekspresyon dinamikleri hiicrenin hipoksiye verdigi cevapta olduk¢a onemlidir. PHD

ekspresyonunu kontrol eden ii¢ ana yolaktan bahsetmek miimkiindiir. Bunlar:

a) Hipoksi bagiml/HIF bagmmli yolak: Hipoksinin PHD1 ve 3’iin gen
ekspresyonlar1 {izerindeki indiikleyici etkisi del Paso ve ark. tarafindan ortaya
konulmus ve hipoksinin bu etkiyi HIF iizerinden gerceklestirdigi belirtilmistir
(del Paso ve ark., 2003). Ayn1 aragtirmacilar PHD 1 ve 3 genlerinin promoter
bolgelerinde HIF’in baglandig1 bolgeler bulundugunu da saptamislardir. Ancak
PHD2’nin promoter bolgesinde boyle bir baglanma alan1 bulunmamaktadir.

b) Hipoksi bagimli/HIF bagimsiz yolak: Tipki HIF-1a molekiiliinde oldugu gibi
PHD1 ve PHD3 de proteozomal degradasyona ugrar. Seven in absentia homolog
(Siah) 1, Siah 2 ve E3 ligaz enzimi HIF’den bagimsiz olarak hipoksi ile
indiiklenir. Siahl ve Siah 2 PHD1 ve PHD2’yi degrade eder (Banerjee ve ark.,
2012).
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c) Hipoksi bagimsiz yolak: PHD ekspresyonu diger fizyolojik uyaranlardan da
etkilenmektedir. ZR75-1 meme kanseri hiicrelerinde Ostrojenin PHD1 mRNA

ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (Banerjee ve ark., 2012).

Iskemi-reperfiizyon hasari, iskemik olayin &ncesinde kalbe uygulanan kisa siireli
ilimli (sublethal) iskemi/ reperfiizyon dongiileri ile azaltilabilir. Bu uygulamaya

iskemik onkosullama (IPC) ad1 verilir.

IPC stimulusu iki farkli koruma penceresi olusturur. Ilk koruma penceresi diger
adiyla ‘klasik IPC’, IPC stimulusunu takiben ortaya ¢ikar ve 3-4 saat kadar siirer. Tk
koruma penceresi gecildikten 12-24 saat sonra protektif etkinin tekrar ortaya ¢iktig
ve 72 saat kadar devam ettigi ikinci koruma penceresi (SWOP) diger adiyla
‘gecikmis IPC’ donemine girilir (Kuzuya ve ark., 1993; Marber ve ark., 1993;
Hausenloy ve Yellon, 2010). SWOP veya gecikmis IPC’nin olusabilmesi igin
spesifik kardiyoprotektif genlerin aktivasyonu gerekmektedir. Bu genlerin

aktivasyonunda HIF-1a’nin temel mediator oldugu diisiiniilmektedir.

Gecikmis IPC’nin temel mediatoriiniin HIF-1a oldugu hipotezini destekleyen ilk
calisma Cai ve ark. (2003), tarafindan yapilmistir. Arastirmacilar kismi HIF-1a
eksikligi olan (HIF-1a+t/-) farelerde gecikmis IPC doéneminin koruyucu etkilerinin
kayboldugunu gostermislerdir (Cai ve ark., 2003). Tersine PHD’lerin genetik
inaktivasyonu veya farmakolojik inhibisyonu HIF-1 stabilizasyonunu arttirarak
iskemi-reperfiizyon hasarina toleransi arttirict etki gosterir (Hyvarinen ve ark., 2010;
Holscher ve ark., 2011). Yeni yapilan ¢alismalar HIF’in ilk koruma penceresi

déneminde de etkili oldugu yoniinde bulgular icermektedir (Cai ve ark., 2008).
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1.4. Matriks Metalloproteinazlari

Ekstraselliiler matriksin en 6nemli yapitaglarindan olan kollajenlerin, matriks
metalloproteinazlart (MMP) izole edilinceye kadar proteolitik olarak yikilmadigi
kabul edilmekteydi. ilk kez 1962 yilinda kollajenolitik aktivitesini gdzlemlenen
MMP’ler (Gross ve Lapiere, 1962), takip eden yillarda, Eisen ve ark. (1968)
tarafindan ilk defa insan dokusundan izole edilmistir (Eisen ve ark., 1968). Bu oncii
calismalar kollajenlerin statik bir iskelet yapist olmadigi, yikim ve yapim arasindaki

dengenin kontrol edildigi fikrinin ortaya atilmasini saglamstir.

MMP’ler, notral pH’da aktif olan, ¢inko igeren kalsiyum bagiml proteolitik 6zellik
tasiyan bir enzim ailesidir (Ii ve ark., 2006). MMP’ler inaktif zimojen formunda
sekrete edilirler, ekstraselliiler aralikta proteolitik degradasyona ugrayarak aktive
olurlar (Brummer ve ark., 2002). MMP’ler embriyogenez, hiicre proliferasyonu ve
motilitesi, remodelling, yara iyilesmesi ve anjiyogenez gibi siire¢lerde Onemli
gorevler istlenir (Curry ve ark., 2003; Folgueras ve ark., 2004). MMP’lerin 26
degisik formu vardir ve bu formlar1 kodlayan 24 degisik gen bolgesi tanimlanmigtir
(Mishra ve ark., 2013). Substrat secimleri, sekans benzerlikleri ve yapisal
organizasyonlarina goére omurgalilarda MMP’ler; kollajenazlar, jelatinazlar,
stromelisinler, matrilisinler, membran6z MMP’ler ve diger MMP’ler olmak {izere alt1

gruba ayrilabilir (Bkz. Cizelge 1.1).
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Cizelge 1.1. Matriks metalloproteinazlari ailesi. John ve Tuszynski (2001)’den degistirilerek
alinmustir.

Molekiiler Agirlik (kDa)

Isim Latent Form Aktif Form Substrat
Kollajenazlar
MMP-1 . .
(intersitisyal kollajenaz) 55 45 Fibriler Kollajenler
MMP-8 (nétrofil kollajenaz) 75 58 Fibriler Kollajenler
MMP-13 (kollajenaz-3) 60 48 Fibriler Kollajenler
Jelatinazlar
MMP-2 (Jelatinaz-A) 72 66 Tip L IV, V ve diger fibriler

kollajenler, jelatin

MMP-9 (Jelatinaz-B) 92 86 Tip 1V, V kollajen, jelatin

Stromelisinler

Laminin, fibronektin, non-

MMP-3 (Stromelisin-1) 57 45 fibriler Kollajenler
MMP-10 (Stromelisin-2) 57 a4 Lo tibronektin, no-
fibriler kollajenler
MMP-11 (Stromelisin-3) 51 a4 Faminin, fibronektin, non-
fibriler kollajenler
Matrilisinler
MMP-7 (Matrilisin -1) 28 19 wa - floroneldin, nor-
fibriler kollajenler
Membrantz MMP’ler
Jelatinaz A, fibriler kollajenler,
MMP-14 (MT1-MMP) 66 60 proteoglikanlar, ECM
glikoproteinleri
MMP-15 (MT2-MMP) 68 62 Jelatinaz A
MMP-16 (MT3-MMP) ? ? Jelatinaz A
MMP-17 (MT4-MMP) ? ? ?

Tim MMP’lerin ¢esitli ortak 6zellikleri vardir:

Benzer amino asit dizilimlerine sahiptirler.

Inaktif proenzim formunda salgilanirlar.

Aktivasyonlar1 proteolitik bir siire¢ veya civali bilesikler ile etkilesim sonucu
gerceklesir.

Aktif merkezlerinde bulunan ¢inko ve kalsiyum konformasyonlarini
korumalar1 ve aktiviteleri i¢in gereklidir.

Aktif enzimlerin tiimii TIMPs (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases)

tarafindan inhibe edilir, nétral pH’da aktiflerdir.

26



Bazi MMP’ler (6rnegin stromelisinler ve kollajenazlar) benzer substralara
Ozellesmistir ancak doku ekspresyon diizeyleri degiskenlik gosterir. Ayni1 matriks
bileseninin farkli lokasyon ve aktivitedeki enzimler tarafindan degrade ediliyor
olmas1 mekanizmanin hassas kontroliinii olanakli kilar. Proteoglikanlar, konnektif
dokuda hizl1 bir turnover’e sahiptir. Tersine kollajenler daha nadiren yikilir ve tekrar
yapimi zordur. Bu nedenle konnektif doku turnover’i i¢in hiz kisitlayic1 basamak

kollajen yikimi basamagidir (Shingleton ve ark. 1996).

MMP-2 (jelatinaz—A, 72-kDa tip 1V kollejenaz), Tip I, IV kollajen ve bazi non-
kollajen ekstraselliiler matriks proteinlerini yikar (Patterson ve ark., 2001). MMP-2,
fibroblastlar, keratinositler, endotelyal hiicreler osteoblastlar ve monositler gibi

bir¢ok hiicre tipi tarafindan iiretilebilir (Hashizume, 2007).

MMP-9 (jelatinaz-B, 92-kDa jelatinaz), Tip | kollajenin N-terminalinde bulunan
peptid bagini yikar. Asidik ortamda aktiftir. Ekstraselliiler matriksin kollajen bagimli
remodelling siirecinde rol oynamaktadir. MMP-9 alveolar makrofajlarda,
polimorfoniikleer 16kositlerde, osteoklastlarda, keratinositlerde ve trofoblastlarda

tiretilir (Hashizume, 2007).

TIMP’ler (tissue inhibitors of MMPs), MMP’lerin endojen inhibitorleridir (Bkz
Cizelge 1.2). TIMP’lerin dort adet alt tipi bulunmaktadir (TIMP-1, 2, 3 ve 4).
TIMP’ler, MMP’lerin iizerindeki katalitik ¢inko boliimiine 1:1 oraninda baglanarak
inhibisyona neden olurlar (21). TIMP’lerin, kardiyak fibrozis (25), anjiyogenez
(26,27) ve apoptozis (28,29) gibi siireclere etkide bulundugu gosterilmistir. Kalpte
TIMP-4 artis1, MMP-9 aktivitesini baskilayarak matriks remodelling siirecinde

onemli tol oynamaktadir (30).

MMP ve TIMP ekspresyonlar1 arasindaki dengenin bozulmasi tiimor invazyonu,
romatoid artrit, ateroskleroz, anevrizmalar, nefritler, doku iilserleri, fibrozis ve
endometriyozis gibi birgok patolojik durum ile iliskilendirilmektedir (Jaoude ve Koh,
2016).
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Cizelge 1.2. TIMP alt tipleri.

TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4
e Hepsini Hepsini Hepsini Hepsini?
inhibisyonu '
Lokalizasyonu Diffiize olabilir  Diffiize olabilir Ekstraselliler ?
matrikse bagl
Ekspresyonu Indiiklenebilir Siirekli Indiiklenebilir ?
Bobrek, plasenta,

Akciger, over,
Doku dagilimi Kemik, over beyin, testis,
kalp, plasenta

Bobrek, beyin, kolon, testis,
akciger, kalp, over  beyin, kalp, over,
iskelet kas1

1.5. Amac ve Hipotez

Diyabetli hastalar yiliksek kardiyovaskiiler komplikasyon riski tagimaktadirlar.
Kardiyovaskiiler komplikasyonlar diyabette 6nemli bir morbidite ve mortalite
nedenidir. (Haffner ve ark., 1998). Diyabetik kardiyomiyopati (DKMP) diyabetin
neden oldugu kalp damar bozukluklarindan bagimsiz bir patolojidir. Diyabetik
kardiyomiyopati diyabet hastaliginin miyokarda “hiicresel diizeyde yaptigi direkt
saldir’” olarak nitelendirilmekte ve ayr1 bir hastalik olarak kabul edilmektedir
(Murarka ve Mohaved, 2010). Ilk kez Rubler ve ark. (1972), tarafindan tanimlanan
DKMP, diyabet hastalarinda koroner arter hastaligi ve hipertansiyondan bagimsiz
olarak gelisen ventrikiiler disfonksiyon olarak ifade edilmektedir (Rubler ve ark.,

1972).

Diyabetik kardiyomiyopatide yapisal olarak sol ventrikiilde konsentrik hipertrofi ve
sol ventrikiil duvar sertliginde artis goriiliir. Sol ventrikiil diyastolik disfonksiyonu en
erken, en karakteristik ve ¢ogu zaman da tek bulgudur (Astorri ve ark., 1997).
Diyabetik kalp biyopsilerinde goriilen temel patololojik degisimler intersitisyal
fibrozis, miyosit hipertrofisi ve artmis kontraktil protein glikozilasyonudur.
Diyabetik kardiyomiyopati kompleks bir patofizyolojiye sahiptir. Hastaligin olusumu
ve gelisiminin temel nedeni glukoz metabolizmasindaki bozulma sonucu olusan
hiperglisemidir. Reaktif oksijen tiirevlerinde ve ileri glikozilasyon firiinlerindeki
arti, renin-anjiotensin-aldosteron sistemindeki degisimler, bakir metabolizmasinin

bozulmasi, kardiyak otonomik ndropati, HIF-1 (hipoksi ile indiiklenen faktor-1) ve
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VEGF (vaskiiler endotelyal biiylime faktorii) sinyal aksinda meydana gelen
degisimler ile diyabetik vaskiilopati ve mikroanjiyopati diyabetik kardiyomiyopatinin

olusumuna sinerjik olarak etkide bulunur (Hayat ve ark., 2004).

Diyabetik kardiyomiyopati deney hayvanlarinda da olusturulabilmektedir. Pankreas
beta hiicreleri igin toksik olan streptozotosin (STZ) ile deneysel olarak Tip I diyabet
olusturulan siganlarda diyabetik kardiyomiyopati gelismektedir (Joffe ve ark., 1999;
Hoit ve ark., 1999; Trost ve ark., 2002). Diyabet olusumunu takiben, 5. haftada bazal
kontraktil  disfonksiyonun  basladigi, 6. haftadan itibaren  diyabetik

kardiyomiyopatinin tamamen gelistigi gosterilmistir (Hoit ve ark., 1999).

Diinyada yaklasik 140 milyon kisi yliksek irtifa (deniz seviyesinden 2500 m ve
yukaris1) kosullarinda yasamaktadir. Yiksek irtifada yasamin ve hipoksiye
maruziyetin kardiyoprotektif oldugu cesitli caligmalarla belgelenmistir. Hipoksinin
koruyucu etkisini sinamak adina literatiirde c¢esitli siddet ve siirede farkli bircok
hipoksi protokolii kullanildig1 goériilmektedir. Dong ve ark. (2003), 42 giin boyunca,
5000 metreye denk gelen, giinde 6 saatlik hipobarik hipoksi uyguladiklar: si¢anlarda,
30 dakikalik iskemi/reperfiizyon protokolii sonrasinda aralikli hipoksi grubundaki
toparlanma yanitinin kontrole gére 6nemli derecede gii¢lii oldugunu bildirmislerdir
(Dong ve ark., 2003). Ding ve ark. (2005), kac¢ giin giinde 6 saat, 5000 metrelik
yiikseklige denk aralikli hipoksi uyguladiklar: siganlarla yaptiklar1 calismada, aralikli
hipoksi uygulamasinin iskemi/reperfiizyon hasarini azalttigini, postiskemik sol
ventrikiil performasmi gelistirdigini gdstermislerdir (Ding ve ark., 2005). Ozetle,
literatiirdeki genel kani aralikli hipoksinin iskemi/reperfiizyon hasarini azalttig1 ve

kardiyak fonksiyonlarda iyilesmeye yol actig1 yoniindedir.

Hipoksinin hiicre ici etkilerinin ortaya ¢ikisinda HIF (Hipoksi ile Indiiklenen Faktor)
molekiiliiniin basat bir role sahip oldugu bilinmektedir. Tiim hiicrelerde bulunan HIF
molekilunin HIF-1, HIF-2 ve HIF-3 olarak adlandirilan izoformlar1 bulunmaktadir.
Heterodimer yapisinda bir transkripsiyon faktorii olan HIF-1 molekiiliiniin o ve 3
olmak {izere iki alt birimi tanimlanmistir. HIF-1p, hiicrede hipoksiden bagimsiz ve

yogun olarak eksprese edilirken, HIF-1a oksijen varhiginda prolil-4 hidroksilaz
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domain (PHD) enzimi tarafindan hizla degrade edilir. Hipoksik kosullarda oksijeni
bir kofaktoér olarak kullanan PHD enzimi inaktif hale gelir ve degradasyondan
kurtulan HIF-1a B alt birimi ile birleserek HIF-1 molekiiliinii olusturur. Bu olaya
“HIF stabilizasyonu” ad1 verilir. Stabilize olan HIF-1 molekiili genomda bulunan
HRE (hypoxia response element) bolgeleri iizerinde etkili olarak hiicredeki birgok
proteinin transkripsiyonunu modifiye eder (Rabinowitz, 2013). HIF molekiiliinii
oksijen varliginda degrade eden PHD enzimlerinin ii¢ izoformu (PHD1, PHD2 ve
PHD3) bulunmaktadir (Greijer ve ark., 2005). Kalpte her ii¢c PHD izoformu da
bulunmakla birlikte PHD2 ve PHD3’iin ekspresyonu daha yogundur (Rocha S,
2007).

Damarlanma (anjiyogenez) embriyodan yetiskine uzanan gelisim siirecinde kritik bir
Ooneme sahip oldugu gibi yetiskin bireyde dokunun oksijen ihtiyacinin karsilanmasi
ve yara iyilesmesi gibi siireclerde de rol almaktadir. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime
Faktorii (VEGF) anjiyogenezin ana kontroloriidir. VEGF arterleri, venleri ve
lenfatikleri olusturan mikro ve makroanjiyogenik hiicreleri etkileyen potent bir
mitojendir (Neufeld ve ark., 1999). Ek olarak VEGF, yeni damar olusumundaki ilk
asama olan “tomurcuklanma” asamasinda uyaric1 gorevi gormekte, anjiyogenez i¢in
kritik bir adim olan vaskiiler permeabilitenin arttirllmasinda gorev almaktadir
(Ferrara ve ark., 2003). Cesitli hiicre i¢i ve hiicre dis1 faktorlerden etkilenen VEGF
gen ekspresyonunun temel diizenleyicisi oksijen konsantrasyonudur. HIF’in alt
hedefi olan VEGF’nin hipoksik durumda transkripsiyonunun arttig1 bilinmektedir.
HIF-VEGF sinyal aksi doku oksijen ihtiyacina yonelik anjiyogenezin regiilasyonu

acisindan fizyolojik bir dneme sahiptir.

HIF molekiiliiniin diger bir alt hedefi olan matriks metalloproteinazlari (MMPs)
ekstraselliller matriks degradasyonunda kritik rol {istlenen ¢inko bagimli
endopeptidazlardir. Onemli bir ekstraselliiler matriks bileseni olan kollajenler dahil
olmak iizere bir¢ok ekstraselliiler martiks proteinini ytkan MMP’ler, TIMPs (Tissue
inhibitor of matrix metalloproteinases) ad1 verilen inhibitdr proteinler tarafindan siki

kontrol altinda tutulmaktadir. MMP/TIMP dengesi ekstraselliller matriksin
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yapim/yikim dengesini belirlerken, bu dengenin bozulmasi hipertansif kalp

yetmezligi ve kardiyak hipertrofi gibi bir¢ok patolojiye neden olmaktadir.

Diyabetik hastalarda vaskiiler patolojilerin sik goriildiigii ve miyokardiyal iskemiye
kars1 gelisen anjiyogenik yanitin bozuldugu bilinmektedir (Abaci ve ark., 1999). Bu
bozulmanin en énemli nedeninin, HIF ekspresyonunun azalmasi ve/veya hipoksi ile
indiiklenen HIF cevabindaki bozulma oldugu kabul edilmektedir (Heather ve Clarke,
2011). HIF’in 6nemli bir alt hedefi olan VEGF, HIF cevabi ile damarlanma
arasindaki iligkiyi kuran temel molekiildiir. Diyabetik ratlarda yapilan deneysel
calismalarda kardiyak VEGF mRNA ve proteinin diyabetiklerde diislis gosterdigi ve
buna bagli olarak kalpte kapiller yogunlugun azaldigi saptanmistir (Thangarajah ve
ark., 2009). HIF sinyalizasyonunda meydana gelen bozulma diyabete bagli oksidatif
stres artisi ile de iliskilendirilmektedir (Palmer ve Clegg, 2014).

DKMP’de miyokardiyal kollajen tip I, III ve VI’nin kalp dokusunda biriktigi ve
intersitisyal ve perivaskiiler fibrozise yol a¢tigi, bu birikimin sol ventrikiil sistolik ve
diyastolik fonksiyon bozukluklar1 ile korelasyon gosterdigi bildirilmektedir (Hua ve
Nair, 2015). DKMP’de goriilen fibrozisin diyabetik kalpte MMP ekspresyon/
aktivitesinde meydana gelen azalma ile iligkili oldugu ifade edilmektedir (Mishra ve
ark., 2013). Bu azalma, HIF sinyalizasyonunda meydana gelen bozulmaya ek olarak
diyabete bagli oksidatif stres artisi ile de iliskili goriinmektedir (Uemura ve ark.,
2001).

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) hiicrede artist ve hiicrenin
antioksidan savunma sistemlerinin kapasitesinin asilmasi ile gerceklesen bir hiicresel
hasarlanma tiiriidiir. ROS hiicrede protein, lipit, DNA ve membrana bagl c¢oklu
doymamuis yag asitleri gibi bir¢ok yasamsal makromolekiilde hasara yol acar (Giacco
ve Brownlee, 2010). Diyabetle birlikte gelisen hiperglisemi ROS {iretimini ve ileri
glikozilasyon iirtinleri (AGEs) nin olusumunu arttirir. AGEs, kollajen lifler arasinda
capraz kopriiler olusturarak miyokardiyal sertlige ve fibrosize neden olur (Osawa ve
Kato, 2005). ROS artisinin yol actig1 hiicre 6liimii, anormal kardiyak remodelling’e

sebep olarak diyabetik kardiyomiyopatide goriilen karakteristik fonksiyonel ve
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morfolojik anomalilere sebep olur (Miki ve ark., 2013). Ote yandan diyabette gelisen
oksidatif stres hiicre i¢i kalsiyum homeostazisini etkileyerek kontraktilitede ve HIF-
PHD-VEGF yolag: iizerinden damarlanmada bozulmaya neden olur, MMP’lerin

aktivasyonunu etkileyerek fibrozis gelisimini hizlandirir.

Sonug¢ olarak; araliklt hipoksinin HIF aracili kardiyoprotektif etkisi ile ilgili
caligmalar dikkate alindiginda, aralikli hipoksi uygulamasinin diyabetik kalpte HIF-
VEGEF sinyal yolagini ve damarlanma artigini indiikleyerek ve MMP aktivasyonunu
diizenleyerek kalbin mekanik fonksiyonunda iyilesmeye yol agabilecegini 6ngdrmek
akla uygundur. Bu nedenle calismamizda kronik aralikli hipoksi uygulamasinin
diyabetik kalpte kontraktil performans; PHD, VEGF ve MMP protein diizeyleri;
damarlanma ve redoks statusu iizerindeki etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.
Fonksiyonda beklenen olasi iyilesmenin altinda yatan mekanizmanin incelenen
protein diizeyleri, damarlanma ve oksidan-antioksidan dengede meydana gelmesi
beklenen degisiklikler ile iliskili olabileceginin literatiir bilgisi 1s181nda tartisilmasi

planlanmistir.

Dolayisiyla ana hipotezimiz, 42 giin siireli aralikli hipoksi uygulamasinin diyabetik
kalp fonksiyonlar1 iizerinde iyilestirici etki gosterecegi yoniindedir. Bu olasi
iyilestirici etkiye dair mekanizmanin agiklanmasina yonelik olarak kalp dokusu

orneklerinde asagidaki molekiiler ve histolojik incelemelerin yapilmasi planlanmistir:

1) HIF hedef proteinleri arasinda yer alan ve anjiyogenezin major diizenleyici
molekiilii olan VEGF protein seviyeleri

2) Kapiller yogunluk

3) HIF sinyal yolagimin regiilatorii olan PHD2 ve PHD3 protein diizeyleri

4) Kardiyak fibroziste 6nemli role sahip olan MMP-2 ve MMP-9 protein diizeyleri

5) Redoks statusu

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu’nun raporuna gore diinyada her 11 yetiskinden
birisi diyabetlidir ve diyabet ve diyabete bagli hastaliklar diinya saglik harcamalarin
%12’sini  olusturmaktadir.  (IDF, 2015). Diyabetin en stk  goriilen
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komplikasyonlarindan biri olan diyabetik kardiyomiyopati toplum saglig1 agisindan
biiyiik bir 6nem arz etmektedir. Diyabetik kardiyomiyopatiye kars1 koruyucu ve/veya
tedavi edici yontemlerin gelistirilmesi hastalarin yasam kalitesini olumlu yonde
etkileyecektir. Aralikli hipoksinin, STZ ile indiiklenen tip I diyabetli ratlarda gelisen
diyabetik kardiyomiyopatiye kars1 koruyucu etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi

DKMP patofizyolojisinin daha iyi anlagilmasi i¢in 6nemlidir.

Literatiirde, diyabetik kardiyomiyopati veya aralikli hipoksi uygulamasinin
kardiyoprotektif etkileri ile ilgili ¢ok sayida yayina rastlamak miimkiindiir. Ancak
diyabetik kardiyomiyopatideki fonksiyon bozukluguna karst aralikli hipoksinin
koruyucu etki gosterecegi iddiasin1 ortaya koyan bir calismaya rastlanmamustir.
Arastirmamiz, bu yoniiyle literatiire yeni ve 0zgiin bulgu katabilme potansiyeli

tagimaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda kullanilan Wistar albino (Rattus norvegicus) cinsi sicanlar Ankara
Universitesi Deney Hayvanlar1 Egitim ve Arastirma Laboratuvari’ndan temin edildi.
Laboratuvarimiza getirilen deney hayvanlar1 bir haftalik adaptasyon siirecinin
ardindan deneylere dahil edildi. Hayvanlar 12 saatlik aydinlik/karanlik dongiisii, 22
°C sicaklik %50 bagil neme sahip olan 6zel bir odada muhafaza edildi. Hayvanlar
standart sigan pelet yemi ile ad libitum olarak beslendi, igme suyu olarak ad libitum

musluk suyu verildi.

Calismamizda kullanilan hayvanlar icin Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurulu’ndan izin alind1 (Ek 1).

2.1.1. Fonksiyonel Calismalarda Kullanilan Hayvanlar

Sol ventrikiil fonksiyonu 6l¢iimii i¢in alinan 64 adet 10 haftalik Wistar albino (Rattus
norvegicus) cinsi erkek sigan daha 6nce Anabilim Dalimiz laboratuvarlarinda yapilan

calismalardaki mortalite oranlar1 baz alinarak dort gruba, farkli sayilarda, rastgele

dagitild:
1. Kontrol (n=13) (K)
2. Kontrol + Aralikli Hipoksi Uygulamasi (n=16) (AH)
3. Diyabet (n=16) (DM)
4. Diyabet + Aralikli Hipoksi Uygulamasi (n=19) (DM+AH)

Deneyler sonunda her gruptan on tane (n=10) hayvandan analiz edilebilecek

fonksiyon verisi alindu.
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2.1.2. Molekiiler Calismalarda Kullanilan Hayvanlar

Molekiiler c¢alismalar igin, alinan 39 adet 10 haftalik Wistar albino (Rattus

norvegicus) cinsi erkek siganlar rastgele dort gruba ayrildi:

Kontrol (n=10) (K)

Kontrol + Aralikl1 Hipoksi Uygulamasi (n=10) (AH)
Diyabet (n=9) (DM)

Diyabet + Aralikli Hipoksi Uygulamasi (n=10) (DM+AH)

A wnp e

Deneyler sonunda, diyabet grubunda dokuz (n=9) diger gruplarda onar tane (n=10)

hayvandan doku elde edildi.

2.2. Deneysel Tip I Diyabet Olusturulmasi

Laboratuvara adaptasyon periyodunun ardindan deneysel Tip I diyabet olusturmak
icin 11 haftalik hayvanlara tek doz (50 mg/kg) Streptozotosin (STZ) intraperitoneal
(i.p.) olarak enjekte edildi. Bir hafta sonra (12. hafta) kan glukoz diizeyleri 6l¢iilerek
300 mg/dL ve lizeri degerlere sahip sicanlar diyabetli kabul edilerek calismaya

alindu.

2.3. Hipoksi Protokolii

12.haftadan itibaren hipoksi uygulamasina tabi tutulacak gruplar (AH ve DM+AH
gruplar1) hipobarik hipoksik kamarada 42 giin boyunca, giinde 6 saat, 3000 metreye
denk, 69,3 kPa’lik (520 mmHg, =%14 O2) basingta tutuldular. Kontrol ve diyabet

gruplarindaki siganlar ayni siire kafeslerinde bekletildi.
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2.4. Hayvanlarin Sakrifikasyonu

42 giinliik deney protokoliiniin sonunda fonksiyonel ve molekiiler incelemelerde
kullanilacak dokular1 elde etmek iizere; hayvanlar terminal kan sekeri 6lgiimiiniin
ardindan, heparinli sodyum tiyopental (50 mg/kg) ile anestezi edildi. Agrili uyarana
yanit vermedikleri anlagildiktan sonra sonra gégiis kafesleri agilarak, kalpleri hizli bir
sekilde cikartildi. Fonksiyon calismasi yapilacak kalpler Langendorff diizenegine
asildi. Molekiiler incelemelerde kullanilacak kalplerde sol ventrikiil ayrilarak sivi
azot icerisinde donduruldu ve bir eppendorf tiipline konularak -80 °C’de saklandi.
Toraksa dolan kan kirmizi kapakli biyokimya tilipiine alinarak santrifiij edildi. Elde

edilen serum oksidan status Ol¢iimlerinde kullanilmak {izere -80 °C’de saklandi.

2.5. Langendorff Yontemi ile Kalp Fonksiyonlarmin Olgiilmesi

42 giinlik deney periyodunun ardindan kuyruktan terminal kan sekeri ol¢iimii
yapilan hayvanlar, heparinli sodyum tiyopental ile (50 mg/kg) anestezi edildi. Agrili
uyarana yanit vermedikleri anlasildiktan sonra sonra gogiis kafesleri agilarak,
kalpleri hizli bir sekilde ¢ikartilip, dnceden karbojen ile gazlanmis (%95 Oz ve % 5
CO2), soguk ve diisiik Ca?* igeren modifiye Krebs-Henseleit ¢ozeltisi (mM: 119
NaCl, 4,8 KCI, 1,8 CaClz, 1,2 MgSOs, 1,2 KH2PO4, 20 NaHCOs, ve 10 Glukoz, ve
pH 7.4) igine alind1. Bu ¢dzeltinin icerisindeyken kalp agirlig: tartildi.

Kalpler Langendorff sistemine, bir kaniil yardimiyla, aorttan takildi. Dokunun
canliligimi korumasi icin, kaniilden belirli bir hizda akan, siirekli karbojen ile
gazlandirilan ve sicakligi 37°C’de tutulan modifiye Krebs-Henseleit ¢ozeltisi ile
kalbe siirekli retroperfiizyon yapildi. Sag ve sol atriyum cerrahi makas yardimiyla
kesilerek uzaklastirildi. Hemen ardindan bir pens yardimiyla atriyoventrikiiler (AV)
diiglimiin bulundugu interventrikiiler septum bolgesi sikistirilarak AV diigimi
lezyona ugratildi. islemin basaris1 kalp frekansinda meydana gelen dramatik azalma
ile teyit edildi. I¢i su dolu elastik bir balon kalbin sol ventrikiiliine yerlestirildi.

Balonun i¢ basinci veya diyastolik basing ~ 10 mmHg olacak sekilde ayarlandi.
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Bu islemlerin ardindan kalbin stabilizasyonu i¢in 30 dakika beklendi. 30 dakikalik
stabilizasyon periyodunun ardindan, sabit hizda atim igin; kaniile ve kalbin apeks
bolgesine baglanan elektrotlar yardimiyla kalbe 24 mV genlikte, 5 Hz frekansta (300
atim/dakika) siirekli uyar1 verildi. Sol ventrikiil basing gelisimi (LVDP) ve aorta
basinct bir analog-dijital sistem yardimi (MP 35, Biopac System) ile online olarak
bilgisayara kaydedildi. Basing gelisim hizi (kasilma, +dP/dt), basing bozulum hizi
(gevseme, -dP/dt) LVDP degerinin iizerinde yapilan islemler ile hesaplandi.

Bazal fonksiyonel Ol¢iimlerin ardindan kalp dokularma  reseptdr agonisti olan
1soproterenol (ISO) uygulanarak inotropik rezerv 6l¢iimii yapildi. En diistik doz olan
101 mol/L dozundan baglayarak sirasiyla 10°, 102,107, 10 ve 10 mol/L dozlart
uygulandi. Uygulanan ilacin yikanmasi i¢in dozlar arasinda sirasiyla 10, 15, 20 ve
30ar dakika beklendi. Agonist uygulamasini takiben alinan maksimal LVDP

yanitlariyla olusturulan doz-yanit egrisi gruplar arasinda karsilagtirildi.

Langendorff yonteminin ardindan sol ventrikiil lateral duvarinin, apeksten basise
dogru ikinci 1/3’liikk boliimii histolojik incelemeler i¢in tamponlu formaldehit
icerisine almarak Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dalina

gonderildi.

2.6. Western Blot Yontemi ile Protein Miktar1 Tayini

Doku orneklerinden yaklagik 150 mg’lik bir parca sivi azot igerisinde havan ve
tokmak yardimiyla ufalandi. Ufalanan 6rneklerin {izerine 800 ml homojenizasyon
tamponu eklendi. Homojenizator (Glas-Col Variable Speed, Reversible
Homogenizer) yardimiyla ezilen dokular, 10.000 rpm, +4 °C’de 10 dakika santrifiij
(Hettich Zentrifugen Mikro 200R) edildi. Pelet atildi, siipernatant kullanilmak {izere

saklandi.

Orneklerin toplam protein konsantrasyonlar1 Bradford ydntemi kullanilarak 6lgiildii.

Yiikleme agamasi i¢in her ornekten 40 pg protein alindi, Laemmli Sample Buffer ile
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1:1 oraninda karistirildiktan sonra 7 dakika boyunca kaynatildi. Kaynatmanin
ardindan yiiklemeye hazir hale gelen 6rnekler sodyum dodesil siiltat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) islemi igin poliakrilamid jele sirasiyla yerlestirildi. 150
Voltluk sabit gerilimde 2 saat boyunca yiiriitiilen proteinler, PVDF membrana 400
miliamperlik sabit akim ile 1,5 saatte transfer edildi. Transfer agsamasinin ardindan
hedefe spesifik olmayan baglanma bolgelerinin kapatilmasi i¢in membran %3’lik

BSA ¢ozeltisinde 1 saat boyunca bloklama iglemine tabii tutuldu.

Bloklamanin ardindan membran +4 °C’de bir gece boyunca (=12-16 saat) primer
antikorun (anti-PHD2, anti-PHD3, anti-VEGF, anti-MMP2, anti- MMP9) igerisinde
bulundugu %3’lik BSA c¢ozeltisinde inkiibe edildi. Ideal primer antikor
konsantrasyonu yapilan 6n denemeler ile tespit edildi. Primer antikor ile inkiibasyon
asamasinin ardindan, ortamda bulunan spesifik bolgeye baglanmamis primer
antikorlar1 uzaklastirmak i¢in, membran yikama soliisyonunun (TBST soliisyonu)
igerisine konularak hafif devirde calisan sallayicida oda sicakliginda, 10 dakika
boyunca yikandi. Bu islem ii¢ kere tekrarlandi. Yikamanin ardindan membran oda
sicakliginda 1 saat boyunca sekonder antikorun igerisinde bulundugu %3’liikk BSA

cozeltisinde inkiibe edildi. Yukarida anlatilan yikama asamalari tekrarlandi.

Yikamanin tamamlanmasinin ardindan, sekonder antikorlara kenetli HRP
(Horseradish peroxidase) enziminin substratini igeren elektrokemiliiminisans
0zellikli madde membranin {izerine dokiildii. Antikorlarin baglandig: bolgelerin 151k
vermesini saglayan bu maddenin dokiilmesinin ardindan membran bir fotograf filmi
ile ayn1 kasette bekletildi. Banyo isleminden sonra fotograf filmine fikse olan
goriintii tarayici vasitasiyla dijital hale getirildi. ImageJ 1.46R analiz prograni

kullanilarak bant yogunluklar1 analiz edildi.

2.7. Total Oksidan Status (TOS) ve Total Antioksidan Status (TAS) Olciimleri

TOS ve TAS o6l¢iimleri hem serumda hem de kalp dokusunda ayri ayr1 yapildi.

Serum Ornekleri herhangi bir 6n islemden gegmeden dlgiime alinirken doku 6rnekleri
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homojenize edildi. Olgiimlerde kitin (Rel Assay Diagnostics) igerisinden ¢ikan

kilavuz esas alindi.

Homojenizasyon icin 140 mmol derisimde, asiditesi pH=7,4 olan KCI ¢ozeltisi
tampon olarak kullanildi. Homojenize edilecek doku tartildi, 1 gram dokuya 9
mililitre ¢ozelti olacak sekilde homojenizasyon tamponu eklendi. Homojenizator
yardimi ile ezilen doku 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Pelet atildi,

slipernatant serum gibi analiz edildi.

2.7.1. TAS Ol¢iimii

Orneklerin (doku ve serum) odlgiimiine gecilmeden 6nce, kitin icerisinden ¢ikan,
icerigindeki antioksidan madde derisimi belli standartin antioksidan diizeyi dlgiildii.
Gerek goriilmesi halinde standart 6l¢iimii belirli araliklarla tekrarlandi. Kitin diizgiin
calisip calismadigin1 anlamak amaciyla, sadece ilk kullanimda, kitin igerisinden
¢ikan, igerigindeki antioksidan madde derisimi belli olan QC 1 ve QC 2 maddelerinin

antioksidan diizeyleri ol¢iildii istenilen araliklarda olup olmadiklar: saptanda.

Orneklerin antioksidan diizeylerinin dl¢iimii igin 30 ul 6rnek 500 pl Reaktif 1 (R1)
ile karistirildi. 30 saniye sonra 660 nm dalga boyunda birinci absorbans degeri (A1)
olgiildii. Olgiimii takiben bu karistma 75 pl Reaktif 2 (R2) eklendi, iyice
karistirildiktan sonra 5 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan 660 nm dalga boyunda ikinci absorbans degeri (A2) dl¢tildii.

Antioksidan status asagidaki formiil kullanilarak mmol/L cinsinden hesaplandi:

AAbs Ornek veya Standart = A2-Al

[(AAbs H20) — (AAbs Ornek)]
[(AAbs H20) — (AAbs Standart)]

Sonug¢ =

39



2.7.2. TOS Ol¢iimii

Orneklerin (doku ve serum) dl¢iimiine gecilmeden once, kitin igerisinden cikan,
icerigindeki oksidan madde derisimi belli standartin oksidan diizeyi 6l¢iildii. Gerek
goriilmesi halinde standart 6l¢timii belirli araliklarla tekrarlandi. Kitin diizgiin ¢alisip
calismadigimi anlamak amaciyla, sadece ilk kullanimda, kitin igerisinden ¢ikan,
icerigindeki oksidan madde derisimi belli olan QC 1 ve QC 2 maddelerinin oksidan

diizeyleri olciildii istenilen araliklarda olup olmadiklar1 saptanda.

Orneklerin oksidan diizeylerinin 6lgiimii icin 75 ul 6rnek 500 pl Reaktif 1 (R1) ile
kanistirildi. 30 saniye sonra 530 nm dalga boyunda birinci absorbans degeri (A1)
olgiildii. Olgiimii takiben bu karisima 25 pl Reaktif 2 (R2) eklendi, iyice
karistirildiktan sonra 5 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan 530 nm dalga boyunda ikinci absorbans degeri (A2) dl¢iildi.

Oksidan status agagidaki formiil kullanilarak pmol/L cinsinden hesaplandi:

AAbs Ornek veya Standart = A2-Al
Standart Konsantrasyonu= 10 pmol/L

(AAbs Ornek )
(AAbs Standart)

Sonug¢ = x Standart Konsantrasyonu

2.7.3. Oksidatif Stres Indeksinin (OSI) Hesaplanmasi

Her denek igin dlgiilen TOS degeri TAS degerine béliinerek OSI, ilgili denek igin
OSI degeri elde edildi. OSI degerleri gruplar arasinda karsilastirildi.

2.8. Kapiller Yogunlugun Incelenmesi

Histolojik inceleme i¢in kalbin apeksinden alinan dokular tespit amaciyla 7-10 giin
tamponlanmis %10’luk formalin igerisinde bekletildi. Fikse olan dokular rutin
histolojik takip asamalaria alindi; 6ncelikle su altinda yikanarak artan derecelerde

alkol serilerinde bekletilerek dehidrate edildi. Bu islemden sonra dokular seffaflasana
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kadar ksilolde bekletildi. 4 saat 60 0C’de etiivde siv1 parafin infiltrasyonunu takiben
dokular sert parafin bloklara gémiildii. Leica RM 2125RT model sliding mikrotom
ile 5 um kalinliginda kesitler alindi. Rutin takip islemlerinden sonra sert parafin
bloklara gomiilen kalp dokularindan poli-lizin kapl lamlar iistiine 5 pm kalinliginda
alinan kesitler gece boyunca 60°C’lik etiivde deparafinize edildi. Dereceli
alkollerden gecirilerek dehidrate edilen kesitlerde sitrat tampon igerisinde
mikrodalga firinda antijen agiga c¢ikarildi. Peroksidaz enzim aktivitesini inhibe etmek
i¢cin hidrojen peroksit ile muamele edildi. Non spesifik boyamalar1 engellemek icin
bloking soliisyonunda beklettikten sonra anti caveolin-1 antikorunda 37°C de 1 saat
bekletildi (rabbit poliklonal, 1/250 diliisyon, 3238S, Cell signaling). Fosfat tampon
soliisyonu ile yikandiktan sonra sekonder antikor uygulandi (Histostain plus kit, kat
no: 858943). HRP (horse radish perodksidaz) uygulamasindan sonra kromojen
(DAB-diamino benzidin) uygulanarak antikorun goriiniir hale getirilmesi saglandi.
Cekirdek boyamasi i¢in hematoksilen kullanildi. Preparatlar entellan ile kapatilarak
mikroskop altinda incelendi. Her gruptan 6 kesitte 3 alan 40X biiyiitmede

incelenerek anti-caveolin 1 ile boyanan hiicreler sayildi.

2.9. istatistiksel Analiz

Aragtirma verilerinin istatistiksel analizi i¢in Statical Package for Social Sciences

(SPSS) siirtim 15 kullanildu.

Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi kullanilarak
belirlendi. Verilerin normal dagilim gostermesi, denek sayilarinin yeterli olmasi ve
verilerin 6l¢iim ile elde edilen nicel veriler olmasi nedeniyle parametrik testler tercih
edildi.

Arastirmamizda K, AH, DM ve DM+AH gruplart bagimsiz nicel veriler
icerdiginden, One-Way ANOVA yontemi ile ¢oklu karsilastirmaya tabi tutuldu. Fark
bulunmasi halinde Post-Hoc testi olarak kullanilan Tukey testi yardimiyla farkin

hangi gruplar arasinda oldugu tespit edildi.
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Tiim istatistiksel analizler i¢in anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

Calismamizda diyabetik ratlara kardiyoproteksiyon amaciyla uygulanan kronik
aralikli hipoksinin, kalp fonksiyonlari ile birlikte kalpte VEGF, PHD2, PHD3, MMP-
2, MMP-9 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri ile miyokardiyal damar yogunlugu ve
oksidan-antioksidan denge (serum ve miyokardiyal) tizerindeki etkileri incelenmistir.

Calismanin sonuclar1 agsagida farkli basliklar altinda sunulmustur:

3.1. Fonksiyon Calismasi icin Kullanilan Hayvanlarin Takip Degerleri

Langendorff ¢alismasi i¢in alinan hayvanlarin, baglangi¢ ve terminal viicut agirliklari
Cizelge 3.1°de verilmistir. Baslangic viicut agirligi degerlerinin homojen olmasi
hedeflenmis ise de yapilan Post-Hoc analizde AH (166,70 + 16,34) ve DM (223,30 +
53,57) gruplar1 arasinda 6nemli bir fark oldugu gézlenmistir (p<0,05). Bu durumda
deney gruplarina ait terminal agirliklarin karsilagtirilmast yerine, 42 giinliik deney
protokolii siiresince hayvanlarin viicut agirliklarinda meydana gelen degisim

ylizdelerinin kargilastirilmasinin daha uygun olacagi diistiniilmiistir.

Cizelge 3.1. Fonksiyon ¢aligmasinda kullanilan hayvanlarin baslangi¢ (Bas.) ve terminal viicut
agirhiklart (Son) (g)

K AH DM DM+AH

Bas. Son Bas. Son Bas. Son Bas. Son
1 179 240 146 196 214 226 278 271
2 188 249 176 240 - 169 213 240
3 218 223 196 - 176 285 242 275
4 158 234 176 230 272 269 230 256
5 270 343 175 214 293 270 164 205
6 165 239 167 225 241 226 162 188
7 163 235 160 214 273 312 198 222
8 - 171 173 265 265 266 239 253

9 182 232 158 204 203 205 194 -
10 160 245 140 181 149 227 198 161

187,00 241,10 166,70 218,78 231,78 24550 211,80 230,11
ORT =SS + + + + + + + +

36,35 42,00 16,34 24,90 49,20 42,36 36,25 39,09
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Hayvanlarin % viicut agirlig1 degisimi degerleri karsilastirildiginda gruplar arasinda
fark tespit edilmistir (p<0,01). Post-Hoc analiz bu farkin, K (34,84 + 15,32) ve DM
(2,63 + 8,51); K (34,84 + 15,32) ve DM+AH (8,38 + 12,56); AH (33,74 + 8,42) ve
DM (2,63 £ 8,51); AH (33,74 £ 8,42) ve DM+AH (8,38 + 12,56) gruplar1 arasinda
oldugu gostermektedir (Cizelge 3.2 Sekil 3.1).

Cizelge 3.2. Fonksiyon calismasinda kullanilan hayvanlarin viicut agirligi degisimi (%)

K AH DM DM+AH
1 34,08 34,25 5,61 -2,52
2 32,45 36,36 14,97 12,68
3 2,29 - - 13,64
4 48,10 30,68 -1,10 11,30
5 27,04 22,29 -7,85 25,00
6 44,85 34,73 -6,22 16,05
7 44,17 33,75 14,29 12,12
8 - 53,18 0,38 5,86
9 27,47 29,11 0,99 -
10 53,13 29,29 - -
ORT + SS 34,84 + 15,32 33,74 + 8,42 2,63 + 8,51 11,77 +7,90
g0, 001
| p<0,0001
[ |

— . p<0,001
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Sekil 3.1. Fonksiyon ¢aligmasi igin kullanilan hayvanlarin, deney protokolii siiresince viicut
agirliklarinda meydana gelen degisim (%)
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Hayvanlarin 1slak kalp agirliginin (KA) terminal viicut agirligina (VA) oranlanmasi
ile elde edilen KA/V A oranlar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel
acidan onemli bir fark bulunmamstir (p>0,05) (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Hayvanlarin 1slak kalp agirliklar1 (KA) (g), terminal viicut agirliklar1 (VA) (g) ve KA/VA
oranlar1 (x 10°)

K AH DM DM+AH

KA VA KANA KA VA KANVA KA VA KANVA KA VA KANA

1 1,03 240 4,29 1,01 196 5,15 095 226 4,20 138 271 5,09
2 121 249 4,86 = 240 = 0,89 169 5,27 1,02 240 4,25
3 092 223 4,13 - - - 131 285 4,60 - 275 -
4 111 234 4,74 1,05 230 4,57 133 269 4,94 113 256 4,41
5 131 343 3,82 093 214 4,35 142 270 5,26 0,94 205 4,59
6 1,03 239 4,31 112 225 4,98 122 226 5,40 0,89 188 4,73
7 1,12 235 4,77 1,11 214 5,19 136 312 4,36 1,07 222 4,82
8 0,77 171 4,50 124 265 4,68 125 266 4,70 153 253 6,05
9 1,04 232 4,48 096 204 4,71 0,83 205 4,05 - - -
10 1,06 245 4,33 0,81 181 4,48 1,10 227 4,85 0,86 161 5,34
Ort 106 241,10 4,42 1,03 218,78 4,76 117 24550 4,76 1,10 230,11 491
+ + e =5 + + B + 2= + + + +
SS 0,15 42,00 032 0,13 24,90 031 021 4236 047 024 39,09 0,58

Fonksiyon ¢alismasina dahil edilen hayvanlarin, terminal (sakrifikasyon oncesi) kan
glukoz diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel acidan 6nemli fark gostermektedir
(p<0,001). Post-Hoc analiz bu farkin K ve DM; K ve DM+AH; AH ve DM; AH ve
DM+AH gruplar1 arasinda oldugunu ortaya koymaktadir (Cizelge 3.4, Sekil 3.2).

Cizelge 3.4. Hayvanlarin terminal kan glukoz diizeyleri (mg/dl)

K AH DM DM+AH
1 116 91 520 463
2 109 89 336 446
3 88 88 350 425
4 92 114 331 600
5 101 98 450 435
6 96 95 450 323
7 112 105 568 368
8 105 113 509 372
9 91 89 440 374
10 86 99 472 494
ORT £SS 102,20 +10,20 98,10 +9,72 442,60 = 81,31 430,00 + 79,01
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Sekil 3.2. Hayvanlarin terminal kan glukoz diizeyleri

3.2. Sol Ventrikiil Fonksiyonu Olciimleri

3.2.1. Bazal Fonksiyon Ol¢iimleri

Calismanin bazal fonksiyon Olgiimleri ile ilgili bulgular1 istatistiksel olarak
degerlendirildiginde sol ventrikiil fonksiyon parametrelerinin (LVDP, +dP/dt, -dP/dt)
DM grubunda; K, AH ve DM+AH gruplarina gore istatistiksel olarak énemli 6l¢iide
diisiik oldugu saptanmustir (Cizelge 3.5, 3.6; Sekil 3.3, 3.4).
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Cizelge 3.5. Sol ventrikiil gelisimsel basinci (LVDP) degerleri (mmHg).

K AH DM DM + AH
1 63,42 61,63 44,06 42,79
2 54,63 70,97 50,71 48,54
3 71,87 73,72 39,59 75,46
4 60,20 60,89 25,01 50,52
5 45,86 54,37 36,38 61,29
6 59,59 75,82 32,77 63,01
7 69,35 65,42 27,10 74,29
8 65,35 73,29 37,43 55,79
9 63,77 55,49 34,33 52,54
10 67,59 71,61 38,36 49,02
ORT =SS 62,16 £ 7,62 66,32 + 7,86 36,57 + 7,54 5733 + 11,02
p<0,0001
80_ p<0,0001
p<0,0001
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Sekil 3.3. Sol ventrikiil gelisimsel basinci ortalama degerleri (LVDP). (ort+SH)
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Cizelge 3.6. Basing gelisim hizi (+dP/dt) ve basing bozunum hiz1 (-dP/dt) degerleri (mmHg/s).

K AH DM DM + AH
+dP/dt -dP/dt +dP/dt -dP/dt +dP/dt -dP/dt +dP/dt -dP/dt
1859,19  -181820  1878,84  -1740,03 141521 -1367,10  1247,88  -1160,04
1803,69  -1736,09 230971  -2486,74 109831  -997,20 187822  -1688,34
223414  -2300,79 235354  -2544,08 110657 -1060,44  1997,75  -1524,02
1504,66  -1544,79 175230  -1849,83 81001  -74317  1320,98  -1312,26
1512,09  -1436,12 142790 -1619,86 134303  -1094,96 224974  -2090,32
1631,63  -1672,32 229879  -243533 101392  -869,84 199331  -1493,08
218247  -2317,04 244101  -2207,43 81314  -787,92  2157,03  -2214,18
200550  -1889,63 248337  -2621,37 111063  -1038,96 139848  -1487,77
183428  -1850,98 159337  -154658 114301  -1033,16 165671  -149938
1932,66  -1848,86  2014,69  -194323 128825  -1116,02 113531  -1130,22
1850,03  -184148 205535  -209945 111421  -1010,88 170354  -1559.96
+ + + + + + + +
252,26 285,23 376,62 407,72 202,11 179,57 405,13 356,90
p<0,0001
- —
3000 peogon
p<oo1
o 2000- -|-
[
T 1000- X
£ S &
= 0 + ?’ Y O
5 0 Mo
> -1000- D
o Q
-c *
+1 -2000- pml
<001
-3000- ¥
p<0,0001
L |

p<0,0001

Sekil 3.4. Basing gelisim hiz1 (+dP/dt) ve basing bozunum hizi (-dP/dt) ortalama degerleri.
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3.2.2. inotropik Rezerv Ol¢iimleri

B agonist isoproterenol uygulamasi ile saptanan doz-cevap degerleri (Cizelge 3.7),
doz-cevap egrileri (Sekil 3.5) ve ECso (maksimal yanita neden olan konsantrasyonun
%350 si) degerler1 (Cizelge 3.8) asagida verilmistir. ECso degerleri gruplarin
regresyon katsayilar1 baz alinarak karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel

olarak énemli bir fark bulunmamastir (p>0,05).

(;izelge 3.7. Isoproterenoliin artan dozlarina v'erilen yanit artisi (% artig olarak verilmistir. % artis =
[[lag uygulamasi ile elde edilen LVDP degeri/ Ilag uygulamasi éncesi LVDP degeri] x 100 — 100).

1000 M 10°M 10°M 107 M 10°M 105M
K1 0,91 30,49 46,44 66,98 127,53 134,10
K2 2,58 17,51 41,56 90,96 123,20 148,41
K3 0,18 8,09 33,67 55,02 83,66 115,53
K4 1,33 11,93 24,56 66,81 97,27 131,50
K5 0,31 11,48 24,08 44,26 81,18 118,05
K6 2,37 14,07 20,73 40,66 101,36 148,72
K7 0,94 11,04 21,75 46,45 88,56 119,66
K8 2,60 14,02 32,44 67,18 98,99 123,72
K9 1,82 22,73 37,53 100,12 141,36 165,89
K10 2,95 8,99 26,05 68,15 104,86 149,86
Ort+SS  1,60£1,00 15,04£6,91 30,88+8,86 64,66£19,42 104,80£19,90 135,54+16,94
AH1 2,14 15,92 25,20 38,27 60,85 75,38
AH2 0,04 19,62 21,57 50,79 91,93 96,27
AH3 0,38 9,16 17,33 39,50 58,22 75,82
AH4 0,18 5,07 20,96 61,51 93,58 121,14
AH5 1,16 3,37 25,56 48,16 70,78 116,03
AH6 0,24 16,80 38,82 45,65 95,21 130,35
AH7 0,89 19,84 29,59 52,83 116,26 141,42
AHS8 0,96 12,29 13,16 49,96 56,25 74,74
AH9 0,92 15,48 32,66 71,79 128,55 129,62
AH10 0,54 25,60 38,87 60,52 148,86 174,18
Ort+SS  0,76x0,62 14,32+6,93 26,37+8,64 51,90£10,33 92,05£31,64 113,50+32,90
DM1 3,65 12,94 27,08 88,22 107,99 136,20
DM2 0,59 10,69 17,18 66,02 92,57 128,06
DM3 2,95 6,36 13,41 60,04 91,31 130,42
DM4 3,96 6,81 22,59 41,88 108,63 97,22
DMS5 2,11 14,68 21,19 33,00 67,75 72,51
DM6 3,96 5,79 19,55 49,46 158,48 104,23
DM7 3,32 17,16 23,90 44,11 62,12 137,71
DM8 1,52 8,77 23,03 44,73 93,30 111,04
DM9 0,41 9,67 18,61 63,61 66,33 88,98
DM10 0,58 10,19 22,61 70,16 71,00 104,81
Ort+SS 231145 10,31£3,71 20,92+3.87 56,12+16,51 91,95£28,94 111,12+21,75
DM+AH 1 0,49 19,09 31,92 79,11 90,54 150,41
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Cizelge 3.7. Devam. Isoproterenoliin artan dozlarina verilen yanit artis1 (% artis olarak verilmistir. %
artis = [Ilag uygulamasi ile elde edilen LVDP degeri/ ilag uygulamasi éncesi LVDP degeri] x 100 —
100).

DM+AH 2 0,95 10,74 30,52 71,97 120,71 105,58
DM+AH 3 0,72 18,11 24,35 54,63 55,70 90,28
DM+AH 4 0,44 12,74 36,64 69,37 94,57 113,42
DM+AH 5 0,99 19,71 25,98 61,22 98,10 120,83
DM+AH 6 1,90 11,36 27,03 66,44 110,37 138,90
DM+AH 7 1,16 8,25 13,90 70,07 74,36 84,54
DM+AH 8 1,55 16,81 31,06 59,07 66,05 108,59
DM+AH 9 5,52 17,60 31,12 71,74 105,19 129,32
DM+AH10 1,84 12,02 23,98 48,09 70,03 73,55

Ort+SS  1,56x1,48 14,64+4,06 27,65+6,21 65,17£9.33  88,56+21,21 111,54+24,34

150+
<
v 1004
—
-
<L
a
50=
>
0 T T T T 1]
-10 -9 -8 -7 -6 -5
log [I1SO]
a K A4 AH v DM DM+ AH

Sekil 3.5. Deney gruplarina ait izoproterenol doz-cevap egrileri.

Cizelge 3.8. Isoproterenol ECso degerleri (logaritmik).

K AH DM DM+AH

Log[ECso]

-6,55 -6,63 -6,87 -7,00
degerleri
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3.3. Molekiil Calismasi i¢in Alinan Hayvanlarin Takip Degerleri

Molekiil calismasi icin alinan hayvanlarin, baglangic ve terminal viicut agirliklar:

Cizelge 3.9°da verilmigtir. Deney gruplarina ait baglangi¢ viicut agirligi degerleri

arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark saptanmamuistir (p>0,05).

Cizelge 3.9. Molekiil ¢alismasinda kullanilan hayvanlarin baslangi¢ (Bas.) ve terminal viicut

agirliklar: (Son) (g)
AH DM DM+AH

Bas. Son Bas. Son Bas. Son Bas. Son

1 212 264 261 351 192 198 252 281

2 311 422 295 408 247 314 229 316

3 226 339 249 346 258 290 283 295

4 260 346 192 377 226 257 235 273

5 230 303 231 358 255 335 191 346

6 232 337 252 419 256 281 245 321

7 240 269 203 327 222 273 280 224

8 236 403 249 373 236 224 296 303

9 225 199 240 383 244 230 218 288

10 230 365 236 320 - - 250 267
240,20 324,70 240,80 366,20 237,33 266,89 247,90 291,40

Ort +SS =5 + + + + + + +

27,74 67,57 28,94 32,24 21,35 44,26 32,08 33,68

Hayvanlarin viicut agirligi degisimi (%) degerleri karsilastirildiginda ise gruplar

arasinda fark saptanmustir (p<<0,01). Post-Hoc analiz bu farkin, K (40,20 = 17,95) ve
DM (12,18 + 13,31); K (40,20 + 17,95) ve DM+AH (13,58 + 18,17); AH (48,78 +
12,24) ve DM (12,18 + 13,31); AH (48,78 + 12,24) ve DM+AH (13,58 + 18,17)

gruplari arasinda oldugu gostermektedir (Cizelge 3.10, Sekil 3.6).
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Cizelge 3.10. Molekiil ¢alismasinda kullanilan hayvanlarin viicut agirlig1 degisimi (%)

K AH DM DM+AH
1 24,53 34,48 3,13 11,51
2 35,69 38,31 - 37,99
3 50,00 38,96 12,40 4,24
4 33,08 - 13,72 16,17
5 31,74 54,98 - 81,15
6 45,26 66,27 9,77 31,02
7 12,08 61,08 - -
8 70,76 49,80 -5,08 2,36
9 - 59,58 -5,74 32,11
10 58,70 35,59 - 6,80
Ort£SS 40,20 £ 17,95 48,78 12,24 470 £ 8,64 17.78 + 14,00
p<0,05
| p<0,001 I
| | p<0,001
60+ I p<o,0001 |
1
S T
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Sekil 3.6. Molekiil ¢aligmasi igin kullanilan hayvanlarin, deney protokolii siiresince viicut
agirliklarinda meydana gelen degisim (%)

Fonksiyon ¢alismasina dahil edilen hayvanlarin, terminal (sakrifikasyon oncesi) kan
glukoz diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel agidan onemli fark gostermektedir
(p<0,001). Post-Hoc analiz bu farkin K ve DM; K ve DM+AH; AH ve DM; AH ve
DM+AH gruplar1 arasinda oldugunu ortaya koymaktadir (Cizelge 3.11; Sekil 3.7).
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Cizelge 3.11. Hayvanlarin terminal kan glukoz diizeyleri (mg/dl)

K AH DM DM+AH
1 108 104 488 560
2 120 115 485 369
3 111 96 495 445
4 110 103 589 508
5 98 114 419 483
6 125 93 513 381
7 111 87 531 448
8 94 104 566 600
9 79 92 499 600
10 115 92 - 592
Ort+SS 107,10 + 13,47 100,00 + 9,57 509,44 + 49,45 498,60 +87,84
p<0,0001
p<0,0001
p<0,0001 |
I

~ 600- p<0,0001
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Sekil 3.7. Hayvanlarin terminal kan glukoz diizeyleri
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3.4. Western Blot Yontemi ile Protein Diizeylerinin Incelenmesi

3.4.1. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Deney gruplarina ait sol ventrikiil VEGF ekspresyon diizeyleri Cizelge 3.12 ve Sekil
3.8’de belirtilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirme ile K (1,00 + 0,20) ve AH
(1,81 + 0,56), AH (1,81 + 0,56) ve DM+AH (1,29 + 0,11), DM (0,77 + 0,13) ve
DM+AH (1,29 + 0,11) gruplar1 arasinda 6nemli fark bulunmustur.

Cizelge 3.12. Sol ventrikiill VEGF protein ekspresyon diizeyleri

K AH DM DM+AH
1 0,94 1,63 = -
2 1,06 2,53 = 1,13
3 1,35 2,34 0,66 1,39
4 0,65 1,84 0,92 1,30
5 0,80 1,44 0,68 1,39
6 1,20 = 0,62 =
7 1,12 1,05 0,92 1,26
8 0,88 = 0,80 =
9 1,05 - = -
10 0,95 - - -
ORT4SS 1,00 + 0,20 1,81 £ 0,56 0,77+ 0,13 1,29 + 0,11
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Sekil 3.8. Sol ventrikiil VEGF protein ekspresyon diizeyleri

3.4.2. Prolil Hidroksilazlar (PHD2 ve PHD3)

Deney gruplarina ait sol ventrikiil PHD2 ve PHD3 ekspresyon diizeyleri Cizelge 3.13
ve 3.14 ile Sekil 3.9’da verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede PHD?2
protein diizeyinin DM+AH grubunda (0,56 + 0,19); K (1,00 + 0,12) ve AH (0,99 +
0,37) gruplarina gore, PHD3 protein diizeyinin ise DM+AH grubunda (0,65 + 0,16);
K (1,00 = 0,09), AH (0,99 £ 0,18) ve DM (1,07 £+ 0,11) gruplarina gore 6nemli

diizeyde diisiik oldugu saptanmaistir.
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Cizelge 3.13. Sol ventrikiil PHD2 protein ekspresyon diizeyleri

K AH DM DMAH
1 0,91 1,17 1,20 0,64
2 1,18 0,98 - -
3 1,00 1,14 1,09 -
4 1,11 1,66 0,63 0,78
5 0,79 0,57 - 0,69
6 1,00 0,87 0,96 -
7 1,00 0,69 0,50 0,57
8 1,00 1,28 0,51 0,35
9 - 0,54 0,61 0,30
10 - - - -
ORT+SS 1,00 £ 0,12 0,99 + 0,37 0,75 + 0,29 0,56 % 0,19

Cizelge 3.14. Sol ventrikiil PHD3 protein ekspresyon diizeyleri

K AH DM DMAH

1 1,00 1,20 1,06 0,74
2 1,00 0,76 1,10 0,63
3 1,00 1,14 1,18 0,94
4 - - - -

5 - - 1,16 -

6 1,00 = = 0,56
7 0,84 - 0,90 0,54
8 1,16 0,99 0,95 0,44
9 1,00 0,88 111 0,69
10 = = = =

ORTSS 1,00 0,09 0,99 £ 0,18 1,07 0,11 0,65+ 0,16
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Sekil 3.9. Sol ventrikiil (A) PHD2 ve (B) PHD3 protein ekspresyon diizeyleri

3.4.3. Matriks Metalloproteinazlar1 (MMP-2 ve MMP-9)

Deney gruplarina ait sol ventrikiil MMP-2 ve MMP-9 protein ekspresyon diizeyleri
Cizelge 3.15. ve 3.16. ile Sekil 3.10’da verilmistir. Yapilan istatistiksel
degerlendirmede MMP-2 protein diizeyinin K (1,00 £ 0,15) ve DM (0,70 £ 0,13);
DM (0,70 + 0,13) ve DM+AH (0,96 + 0,14) gruplari arasinda, MMP-9 protein
diizeyinin K (1,00 = 0,12) ve DM (0,74 £ 0,11); DM (0,74 = 0,11) ve DM+AH (1,01

+ 0,27) gruplar arasinda istatistiksel agidan 6nemli fark gdsterdigi saptanmigtir.

57



Cizelge 3.15. Sol ventrikiill MMP-2 protein ekspresyon diizeyleri

K AH DM DMAH
1 0,99 0,85 0,86 0,85

2 0,90 0,90 0,66 0,98

3 1,03 1,04 0,72 0,90

4 1,02 0,92 0,72 0,96

5 1,19 0,92 0,92 0,83

6 1,14 1,51 0,56 1,22

7 0,72 0,55 0,58 -

8 = 0,81 0,58 =

9 - - - -

10 = = = =
ORT=SS 1,00 £ 0,15 0,94 + 0,27 0,70 £ 0,13 0,96 + 0,14
Cizelge 3.16. Sol ventrikiil MMP-9 protein ekspresyon diizeyleri

K AH DM DMAH

1 0,80 0,75 0,66 0,77

2 0,98 0,91 0,85 0,85

3 1,12 1,13 0,85 0,99

4 1,13 1,27 0,72 1,61

5 1,07 0,95 0,61 1,18

6 1,07 0,89 - 0,86

7 0,93 0,94 - 0,92

8 0,91 0,81 - 0,89

9 - - - -

10 - - - -
ORT=SS 1,00 £ 0,12 0,96 + 0,17 0,74 £ 0,11 1,01 £ 0,27
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Sekil 3.10. Sol ventrikiil (A) MMP-2 ve (B) MMP-9 protein ekspresyon diizeyleri

3.5. Miyokardiyal Kapiller Yogunluk

Deney gruplarina ait sol ventrikiil kapiller yogunluk degerleri Cizelge 3.17 ile Sekil
3.11 ve Sekil 3.12°de verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede DM+AH
(224,00 = 37,60) grubu ile K (110,70 + 17,40), AH (146,00 £+ 28,93) ve DM (153,60

+ 19,42) gruplar arasinda 6nemli fark bulunmustur.

Cizelge 3.17. Sol ventrikiil kapiller yogunluklari (40X biiyiitmede)

K AH DM DM+AH

1 119 190 157 251
2 106 115 127 243
3 99 155 - 232
4 85 143 142 -

5 122 - 176 236
6 133 127 166 158

ORTZSS 110,70 + 17,40 146,00 + 28,93 153,60 + 19,42 224,00 + 37,60
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Sekil 3.11. Anti-caveolin 1 immiinhistokimya boyamasi. OK: damar endotel hiicreleri (Bar: 50 um).
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Sekil 3.12. Sol ventrikiil kapiller yogunluklari (40X biiyiitmede)
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3.6. Redoks Statusu

3.6.1. Serum Oksidan ve Antioksidan Status Olciimleri

Deney gruplarina ait serum oksidan ve antioksidan status Olclimleri ile serum

oksidatif stres indeksi (OSI) degerleri asagida tablo ve grafikler halinde verilmistir
(Cizelge 3.18; 3.19 ve 3.20 ile Sekil 3.13).

Cizelge 3.18. Serum Total Oksidan Status Degerleri

K AH DM DM+AH
1 6,88 7,89 8,02 6,66
2 8,23 7,25 8,70 1,77
3 10,18 9,13 4,93 10,02
4 11,81 10,29 5,36 7,45
5 8,31 10,08 7,94 8,25
6 10,07 6,69 12,78 13,53
7 5,88 7,85 8,18 6,66
8 4,58 6,16 5,74 9,47
9 7,33 9,70 9,12 15,55
10 7,70 6,90 z 7,31
Ort£SS 8,10 £2,15 8,19 £1,50 7,86 £ 2,40 9,27 £ 3,02
Cizelge 3.19. Serum Total Antioksidan Status Degerleri
K AH DM DM+AH
1 1,78 1,32 1,37 1,52
2 2,04 1,49 1,25 1,68
3 1,52 1,85 1,59 1,54
4 1,52 1,34 1,73 1,55
5 1,76 1,87 1,35 2,04
6 1,33 1,59 1,72 1,88
7 1,52 1,89 2,06 1,19
8 1,25 1,25 1,15 1,18
9 1,50 1,21 1,63 1,48
10 1,06 1,55 - 1,49
ORT £ SS 1,53 £ 0,28 1,54 £ 0,26 1,54 £ 0,29 1,56 + 0,27
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Cizelge 3.20. Serum Oksidatif Status indeksi Degerleri (OSI=TOS/TAS)

K AH DM DM+AH
1 3,87 5,96 5,85 4,37
2 4,03 4,88 6,94 4,62
3 6,71 4,93 3,11 6,50
4 7,79 7,67 3,09 4,81
5 4,73 5,38 5,87 4,05
6 7,54 4,20 7,45 7,21
7 3,87 4,16 3,98 5,60
8 3,67 4,93 4,97 7,99
9 4,89 7,99 5,99 10,52
10 7,25 4,44 - 4,90
ORT =SS 5,44 £ 1,69 5,45 £1,36 5,21 +£1,56 6,06 £ 2,03

Kan serumlarindan yapilan TAS ve TOS olgiimleri ve bu Olglimlerin birbirine

oranlanmasi (TOS/TAS) ile hesaplanan OSI degerleri agisindan istatistiksel olarak

gruplar arasinda énemli bir fark bulunmamastir.
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3.6.2. Miyokardiyal Oksidan ve Antioksidan Status Olciimleri

Deney gruplarina ait miyokardiyal oksidan ve antioksidan status Olclimleri ile
kardiyak oksidatif stres indeksi (OSI) degerleri asagida tablo ve grafikler halinde
verilmistir (Cizelge 3.21; 3.22 ve 3.23 ile Sekil 3.14).

Cizelge 3.21. Miyokardiyal Total Oksidan Status Degerleri

K AH DM DM+AH
1 12,93 14,33 16,93 11,53
2 17,49 15,49 15,91 10,19
3 14,93 13,22 22,88 16,19
4 15,26 18,14 19,35 12,93
5 12,14 15,93 18,98 14,56
6 7,21 17,43 23,21 14,19
7 17,26 14,36 17,02 14,65
8 16,23 16,11 17,26 12,19
9 : 21,58 17,58 14,70
10 15,67 17,91 - 14,84

ORT =+ SS 14,35 + 321 16,45 + 2,42 18,79 + 2,63 13,60 + 1,83

Cizelge 3.22. Miyokardiyal Total Antioksidan Status Degerleri

K AH DM DM+AH

1 1,88 1,94 1,99 1,60
2 1,86 1,85 1,89 2,00
3 1,70 1,98 2,07 2,12
4 1,80 2,30 2,07 2,13
5 1,69 1,55 1,73 1,75
6 1,71 1,97 - 1,83
7 2,16 1,58 1,73 -

8 1,58 2,01 2,09 1,80
9 - 2,40 1,73 2,25
10 1,99 1,61 - 1,79

ORT + SS 1,82+ 0,18 1,82+ 0,18 1,91+ 0,16 1,92 0,22

Cizelge 3.23. Miyokardiyal Oksidatif Status indeksi Degerleri (OSI=TOS/TAS)

K AH DM DM+AH

1 6,88 7,37 8,52 7,20
2 9,38 8,35 8,40 5,08
3 8,77 6,69 11,04 7,64
4 8,49 7,87 9,35 6,06
5 7,16 10,30 10,98 8,33
6 4,22 8,87 - 7,77
7 7,99 9,07 9,85 -

8 - 8,00 8,26 6,75
9 - 9,00 10,18 6,55
10 7,89 11,15 - 8,30

ORT =+ SS 7,60 £ 1,59 8,67 £1,33 9,57 £1,12 7,07 £1,08
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Sol ventrikiil dokusunda yapilan,

TOS olglimleri agisindan K (14,35 + 3,21) ile DM (18,79 + 2,63) ve DM (18,79 +
2,63) ile DM+AH (13,60 + 1,83) gruplar1 arasinda istatistiksel agidan 6nemli fark
bulunmustur. OSI 6l¢timleri agisindan K (7,60 + 1,59) ile DM (9,57 + 1,12) ve DM
(9,57 £ 1,12) ile DM+AH (7,07 £+ 1,08) gruplar1 arasinda istatistiksel agidan 6nemli
fark bulunmustur. TAS Olgiimleri agisindan istatistiksel olarak gruplar arasinda

Onemli bir fark bulunmamustir.
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4. TARTISMA

Tez calismamizin bulgulari; hayvan takip degerleri, sol ventrikiil fonksiyon
Ol¢iimleri, sol ventrikiil VEGF proteini ve kapiller yogunluk diizeyleri, sol ventrikiil
PHD protein diizeyleri, sol ventrikil MMP protein diizeyleri ile serum ve

miyokardiyal redoks statusu basliklar1 altinda tartisilmistir.

4.1. Hayvan Takip Degerleri (Viicut Agirhg, Kalp Agirhg ve Glukoz
Diizeyleri):

Fonksiyon ve molekiil gruplarina dahil hayvanlarin 42 giinliik deney protokolii
stiresince viicut agirliklarinda meydana gelen degisimler (%) karsilastirildiginda;
diyabetik hayvanlarin viicut agirliklarinda meydana gelen artis non-diyabetik
hayvanlara gore 6nemli derecede diisiiktiir. STZ ile indiiklenen Tip I diyabetik
hayvanlarin non-diyabetik hayvanlara gore daha diisiik viicut agirligina sahip oldugu
bilinmektedir (Chatzigeorgiou ve ark., 2009; Rees ve ark., 2005). Ote yandan,
aralikli hipoksi uygulamasinin diyabetik ve non-diyabetik hayvanlarda viicut agirlig

tizerinde etkili olmadig1 anlagilmaktadir.

Hipoksi genel olarak viicut agirlifinda azalmaya neden olur (West ve ark., 2007).
Herrera ve ark.(2015), uyguladiklart 32 giinliik aralikli hipoksi (PO2=90mmHg)
protokoliiniin sonunda, hipoksi uygulanan hayvanlarin agirliklarinin kontrol grubuna
gore %18,9 daha diisiik oldugunu ve bu farkin istatistiksel olarak énemli oldugunu
bildirmislerdir (Herrera ve ark., 2015). Park ve Suzuki (2007), 2 dakika %6’lik
PO2’yi, 2 dakika %21 PO2’nin takip ettigi aralikli hipoksi siklusunu giinde 8 saat, 1,
2 ve 4 haftalik siire boyunca uygulamislar, aralikli hipoksi grubundaki hayvanlarin
viicut agirliklar1 kontrol grubuna gore 1, 2 ve 4. haftalarda 6nemli derecede diisiik

oldugunu saptamislardir (Park ve Suzuki, 2007).

Yukarida orneklenen makalelerde uygulanan aralikli hipoksi protokollerindeki
hipoksi siddeti tez c¢aligmamizdakinden fazladir. Buradan hareketle tez

calismamizdaki hipoksinin agirlik kaybina yol acacak siddette olmadigi One
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stiriilebilir. Ek olarak, diyabetiklere uygulanan aralikli hipoksinin, istatistiksel olarak
onemli olmamakla birlikte diyabetteki agirlik kaybi egilimini azalttigi goze
carpmaktadir. Bu azalis aralikli hipoksinin glukoz metabolizmasinda olumlu yonde
etkiler yaptigin1 diisiindiirmekle birlikte, tez calismamizda bu yargiy: kesinlestirecek

sekilde beslenme takibi ve metabolik parametre dl¢limleri yapilmamustir.

Kalp agirligmmin viicut agirligmma boliinmesi ile elde edilen KA/VA oranlarinda
gruplar arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir fark saptanmamistir. Kalp hipertrofisi
diyabetik kardiyomiyopatinin karakteristik Ozelliklerinden biridir. Diyabetik
hayvanlarda kalp agirligimin onemli O6lgiide artmis oldugunu gosteren bir¢ok
calismada (Lahaye ve ark., 2010; Ooie ve ark., 2003; Ravingerova ve ark., 2000;
Riva ve ark., 1998; Subramanian ve ark., 2006) diyabet siiresi ¢alismamizdakine gore
daha uzundur. Buijs ve ark. (2005), STZ ile indiikledikleri 4 haftalik diyabet
modelinde KA/VA degerlerinin, kontrol ve diyabet gruplar1 arasinda onemli fark
gostermedigini bildirmislerdir. (Buijs ve ark., 2005). Zhang ve ark. (2002), STZ ile
indiiklenen 2 ve 8 haftalik tip I diyabetik hayvanlarla yaptiklar1 ¢alismada, 2 haftalik
diyabette KA/VA oranlariin degismedigini ancak 8. haftada diyabetiklerde kontrol
grubuna gore Onemli derecede arttigini rapor etmislerdir (Zhang ve ark., 2002).
Joyeux ve ark. (1999), STZ ile indiiklenen 9 haftalik tip I diyabet modelinde KA/VA
oraninin kontrol ve diyabet grubu arasinda dnemli fark gostermedigini bildirmislerdir
(Joyeux ve ark., 1999). Tuncay ve ark. (2007), da 4 haftalik diyabetik hayvanlarda
kontrol grubuna gore KA/VA oranlar1 arasinda onemli fark saptamamislardir
(Tuncay ve ark., 2007). Faramoushi ve ark. (2016), olusturduklar1 8 haftalik tip II
diyabet modelinde KA/VA oranmin diyabet ve kontrol grubu arasinda 6nemli fark
gostermedigini  bildirmislerdir (Faramoushi ve ark., 2016). Tez calismamizda,
diyabet gruplarinda MMP-2 ve MMP-9 diizeylerinde saptanan azalma fibrotik bir
degisime isaret etmekle birlikte, yapisal degisikliklerin heniliz kalp agirligim
degistirecek diizeye ulagsmadigi ve calismamizdaki diyabet siiresinin (6 hafta)

hipertrofi gelisimi i¢in yeterli olmadigini anlasilmaktadir.

Tez calismamizda, aralikli hipoksinin normoglisemik ve diyabetik gruplarda KA/VA
orani iizerinde etkili olmadig1 gdzlenmistir. Hipoksinin KA/VA oranina etkisi ile

ilgili literatiirde ¢ok fazla ¢calisma bulunmamaktadir. Birot ve ark. (2004), 5500 metre

66



yukseltiye denk 25 giinliik kronik hipoksi protokolii uygulamasi yaptiklari
caligmalarinda sol ventrikiil agirligi/viicut agirligi degerlerinde kontrol ve kronik

hipoksi uygulanan grup arasinda istatistiksel a¢idan 6nemli bir fark bulmamislardir

(Birot ve ark., 2004).

Fonksiyon ve molekiil gruplarina dahil hayvanlarin kan glukoz diizeyleri STZ
uygulanan gruplarda (DM ve DM+AH) STZ uygulanmayan gruplara (K ve AH) gére
yiiksek bulunmustur. Diger taraftan aralikli hipoksi uygulamasinin diyabetik ve non-
diyabetik hayvanlarda kan glukoz diizeyleri iizerinde etkisinin olmadigi

anlasilmaktadir.

4.2.  Sol Ventrikiil Fonksiyon Olciimleri:

Calismamizin bazal fonksiyon oOl¢limleri ile ilgili olarak elde edilen ve istatistiksel
olarak degerlendirilen bulgulari; diyabetin sol ventrikiil fonksiyon parametrelerinde
onemli bozulmaya neden oldugunu ve 42 giin siireyle, giinde 6 saat, yaklasik 3000 m
yiikseltiyi (520 mmHg) simiile eden hipoksi (PO2~%14) uygulamasinin diyabetik
kalpte saptanan fonksiyon bozuklugunu onleyici bir etki gosterdigini ortaya

koymaktadir.

45 mg/kg ila 200 mg/kg’lik doz araliginda STZ uygulamasi ile diyabet olusturulan ve
diyabet siireleri 1 hafta ile 6 ay arasinda degisen hayvan c¢alismalarindan elde edilen
fonksiyonel veriler; diyabetin sol ventrikiil kontraktil performansi iizerindeki
olumsuz etkisini agik¢a ortaya koymaktadir. (Abdel Aziz ve ark., 2008; Cao ve ark.,
2012; Lahaye ve ark., 2010; Ligeti ve ark., 2006; Ooie ve ark., 2003; Ravingerova ve
ark., 2000; Strniskova ve ark., 2003; Suarez ve ark., 2008; Subramanian ve ark.,
2006; Tuncay ve ark., 2007) Calismamizda LVDP ve +dP/dt degerleri literatiirdeki
net bilgiyle uyumlu sekilde diyabet (DM) grubunda kontrol (K) grubuna gore énemli
diizeyde diisiik bulunmustur. Bu bulgu STZ ile indiiklenen kardiyomiyopati
modelinin ¢alismanizda basartyla uygulandigini géstermektedir. Ote yandan, aralikli

hipoksi (AH) grubu ile kontrol (K) grubu arasinda LVDP ve +dP/dt degerleri
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acisindan herhangi bir fark goriilmezken, DM+AH grubundaki bazal fonksiyon
parametreleri DM grubuna gore 6nemli derecede yiiksek ve kontrol grubuna gore
farksiz bulunmustur. Bu sonuglardan, tez ¢alismamizdaki kronik aralikli hipoksi
uygulamasi ile saglanan hipoksik Onkosullamanin diyabetik kardiyomiyopati

siirecinde gelisen kardiyak fonksiyon bozuklugunu 6nledigi anlagilmaktadir.

Literatiirde diabetes mellitusta kronik aralikli hipoksi uygulamasinin koruyucu
etkisini inceleyen 2 ayri ¢alismaya rastlanmistir. Chen ve ark. (2016), yaptiklari
calismada STZ (60mg/kg) ile indiikledikleri 3 haftalik diyabetik ve non-diyabetik
erkek Wistar sicanlarina 3 hafta boyunca, giinde 4 saat, 3000 metre yiikseltiye
esdeger (PO2=%14) hipoksi wuygulamis ve cesitli metabolik parametreleri
incelemislerdir. Aralikli hipoksi uygulanan diyabetiklerde aclik kan sekeri
diizeylerinin normoksik diyabetiklere kiyasla onemli diizeyde diisiikk oldugunu
gosteren arastirmacilar, diyabetik hayvanlarda HOMA indeksi degerlerinin de
hipoksi uygulamasiyla kontrol degerlerine dondiigiinii bildirmislerdir. Calismada
aclik plazma insiilin degerleri ve pankreas B-hiicre miktarlar1 lizerinde ise aralikli
hipoksinin bir etkisinin olmadig1 rapor edilmistir. Aragtirmacilar fonksiyonel bir veri
ortaya koymamakla birlikte hipoksik Onkosullamanin diyabette metabolik

parametreler {izerinden gelisen koruyucu bir etkisinin olabilecegini one stirmiislerdir

(Chen ve ark., 2016).

Diyabetik sicanlara kronik aralikli hipoksi (AH) uygulamasi yapilan Faramoushi ve
ark. (2016), na ait diger ¢alismada, 2 haftalik yiiksek yagl diyeti takiben diisiik doz
STZ uygulayarak olusturulan diyabetik sicanlar 8 hafta boyunca, giinde 8-12 saat
arasinda olmak tiizere, 3400 metre yikseltiye karsilik gelen hipoksiye maruz
birakilmistir. Diyabetik hayvanlarda aclik kan sekeri, HOMA indeksi, serum
trigliserid ve kolesterol degerleri ile kardiyak GLUT4 proteini ekspresyon diizeyinin
hipoksi uygulamasi ile diizeldigi gosterilen calismada, diyabetik kalpte hipertrofi
saptanmazken, histopatolojik incelemelerde diyabetin yol ac¢tig1 kardiyak fibrozisin
diyabet+AH grubunda go6zlenmedigi rapor edilmistir. Arastirmacilar aralikli
hipoksinin kardiyoprotektif etkisini yine metabolik parametrelerdeki diizelme ile

aciklamiglardir (Faramoushi ve ark., 2016).
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Bu iki c¢alisma, diyabetin zararli etkilerinin hipoksik Onkosullama ile
Onlenebilecegine dair hipotezimiz ve tez ¢alismamizin tasarimi dikkate alindiginda
arastirmamiza benzerlik arz etmekle birlikte, kalp fonksiyonlar1 agisindan bir
inceleme icermemektedir. Caligmamizda insiilin 6l¢iimii yapilmadigi i¢in elimizde
HOMA indeksleri ile ilgili veri bulunmamakla beraber, kan sekeri diizeylerinde
hipoksi uygulamasi ile birlikte herhangi bir degisim gozlenmemistir. Bu durumda,
hipoksinin —¢alismamizda fonksiyonel verilerle gosterilen- kardiyoprotektif etkisinin
yalnizca metabolik parametreler iizerinden agiklanmasinin yeterli olmadigi ve
metabolik parametrelerden bagimsiz olarak da gelisebilecegi ileri siiriilebilir.
Calismamiz, diyabetik kardiyomiyopatide hipoksik ©Onkosullamanin koruyucu
etkisini fonksiyonel agidan gostermis olmasi ve bu etkinin altinda yatan olasi

molekiiler mekanizmalari incelemeyi amaglamasi bakimindan 6zgiinliik tasimaktadir.

Calismamizda deney gruplarinin isoproterenol (ISO) uygulamasina verdikleri
yanitlar arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir. Literatiirde diyabetik kalpteki
inotropik rezerv ile ilgili ¢eliskili sonuglar bulunmaktadir. Lahaye ve ark. (2010), ile
Tuncay ve ark. (2013), bazal kontraktil fonksiyon 6l¢iimiinii takiben 108-10° M doz
araliginda isoproterenol uygulamasi yaparak 12 haftalik diyabetik kalpte doz yanit
egrisinin saga kaydigini yani ayni dozda ISO uygulamasina verilen inotropik yanitin
azaldigini gostermislerdir (Lahaye ve ark., 2010; Tuncay ve ark., 2013). Sellers ve
Chess-Williams (2001)’a ait 14 giinliik diyabetik hayvanlarda -agonist (isopralin)
uygulayarak inotropik yanitlarin 6lgiildiigli calismada, submaksimal dozlarda
diyabetik kalplerin daha giiclii yanit verdigini belirten arastirmacilar, maksimal
dozlarda gruplar arasindaki farkin 6nemli olmadigini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda
radyoaktif ligand baglanma g¢alismasi da yapan arastiricilar diyabetle birlikte 1
reseptdor yogunlugu azalirken 2 reseptor yogunlugunda artis goézlendigini
bildirmislerdir (Sellers ve Chess-Williams, 2001). Buijs ve ark. (2005), STZ ile
indiiklenen dort haftalik diyabet modelinde tek doz isoproterenol (5,0 nM)
uygulayarak LVDP degerlerinde diyabetik ve non-diyabetik hayvanlar arasinda
onemli fark saptamamiglardir (Buijs ve ark., 2005). Ligeti ve ark. (2006), STZ ile
olusturduklar1 7 haftalik diyabet sonrasinda yaptiklar1 5,0 nm isoproterenol

uygulamasinda sol ventrikiil sistolik ve diyastoik basinglarinin degismedigini, RPP
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(Hiz Basing Carpimi) degerinin ise diyabetlilerde azaldigini1 gostermislerdir (Ligeti
ve ark., 2006). Kardiyak B-adrenoreseptor duyarliliginin 3 giinliik (Wald ve ark.,
1989) ve 2 haftalik (Foy ve Lucas, 1978) diyabet periyodunda artti§ini bildiren
caligmalar oldugu gibi kimi ¢aligmalar da [B-adrenoreseptorlerin diyabetik kalpte
hassasiyet kaybina ugradiklarini 6ne siirmektedir (Tamada ve ark., 1998; Ha ve ark.,
1999). Yukarida sozii edilen caligmalardaki celiskili sonuglar1 diyabet siiresinin
farkliligma baglamak miimkiindiir. Adrenoreseptdr alt tiplerinin incelenmesinin
hedeflenmedigi tez calismamizda, daha yiiksek ISO dozlarinin uygulanmamis olmasi
ortaya ¢ikabilecek olasi farkliliklar1 golgelemesi bakimindan g¢alismamizin eksik

yonlerinden bir tanesini olusturmaktadir.

4.3.  Sol Ventrikiil VEGF ve Kapiller Yogunluk Diizeyleri:

Calismamizin sol ventrikiill VEGF protein ekspresyon diizeyleri ve sol ventrikiil

kapiller yogunluklarina iliskin bulgularina gore:

1) VEGEF protein diizeyi DM grubunda K grubuna gore diisiik, kapiller dansite DM
grubunda K grubuna gore yliksek bulunmus olmakla birlikte ne VEGF protein
diizeyi ne kapiller dansite agisindan K grubu ile DM grubu arasinda istatistiksel
olarak Onemli bir fark saptanmamuistir. Bu veriler “diyabetin kalpte VEGF
ekspresyonu ve damarlanmada azalmaya neden olacagi” yoniindeki 6nermemizi
dogrulamamugtir.

2) Aralikli hipoksi uygulamast VEGF protein diizeylerinde non-diyabetik
hayvanlarda daha belirgin olmak tizere hem diyabetik hem non-diyabetik
hayvanlarda istatistiksel olarak 6nemli bir artisa neden olmustur.

3) Aralikli hipoksi uygulamasi diyabetik hayvanlarda damarlanmada 6nemli artisa
neden olurken, non-diyabetik hayvanlarda neden oldugu damarlanma artisi
istatistiksel olarak énemli bulunmamastir.

4) VEGEF diizeyi AH grubunda DM+AH grubuna gore, kapiller yogunluk DM+AH
grubunda AH grubuna gore daha yiiksektir.
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Diyabetik hastalarda vaskiiler patolojilerin sik goriildiigii ve miyokardiyal iskemiye
kars1 gelisen anjiyogenik yanitin bozuldugu anjiyografi (Abaci ve ark., 1999) ve
otopsi ¢alismalar1 (Yarom ve ark., 1992) ile gosterilmistir. Bu bozuklugun nedenleri
lic baslikta toplanabilir: (1) Endotel ve vaskiiler diiz kastaki bozulmalar (Caballero ve
ark., 1999; Momose ve ark., 2002; Papaioannou ve ark., 2004; Rosen ve ark., 1996)
(2) Hiperglisemiye uzun siireli maruziyetin  ekstraselliiler proteinlerin
disfonksiyonuna neden olarak yeni kan damari olusumunu engellemesi (Kuzuya ve
ark., 1998; Tamarat ve ark., 2003) (3) Miyokardiyum 6zelinde biiytime faktorlerinde
meydana gelen sinyalizasyon bozukluklar1 (Okashi ve ark., 2004; Sasso ve ark.,
2005).

VEGF hem fizyolojik hem patolojik kosullarda hipoksi ile indiiklenen anjiyogenezde
ana diizenleyici konumundadir (Ferrara, 1997; Ferrara ve ark., 2003). Literatiirde
diyabetik miyokardiyumda VEGF diizeyleri ve damarlanma degisimi ile ilgili ¢ok

sayida ¢alisma bulunmaktadir.

STZ ile indiiklenen Tip I diyabetin 12 aylik dogal seyrini inceleyen Yoon ve ark.
(2005), na ait calisma bu konudaki en uzun longitudinal ¢alismadir. Arastirmacilar
diyastolik fonksiyonun {igiincii aydan itibaren, sistolik disfonksiyona isaret eden
fraksiyonel kisalma (FS) degerinin altinci aydan itibaren bozuldugunu ve
miyokardiyal kapiller dansitenin 6. aydan itibaren, miyokardiyal kan akiminin ise 9.
aydan sonra azaldigini bildirmislerdir. Ayni ¢alismada kardiyak VEGF ve VEGF-R
protein diizeylerinde hem 2. hem 10. aydaki Ol¢iimlerde azalma gosterdigi
saptanmistir. Buna parelel olarak EPC (Endothelial Progenitor Cell) sayilar1 4, 8 ve
12. aylarda diyabetiklerde diisiis gostermistir. Ek olarak, arastirmacilar fibrozis ile
ilgili parametrelerin 8. aydan itibaren degismeye basladigini rapor etmislerdir. Bu
sonuclardan yola cikarak, diyabetik kardiyomiyopati patofizyolojisi zamansal bir
dizgeye yerlestirildiginde diyabetik kalpte goriilen ilk patofizyolojik degisimin
VEGF azalmast oldugu, bunu EPC (Endothelial Progenitor Cell) apoptozisinin
izledigi, bu noktada diyastolik disfonksiyonun tabloya eslik ettigi, siirecin kapiller
dansite azalmasi ve kardiyomiyosit apoptozisi ile devam ettigi, apopitoza ugrayan

kardiyomiyositlerin yerini fibrotik dokunun almasi ile birlikte sistolik
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disfonksiyonun gelistigi anlasilmaktadir. Ayni ¢alismada diyabetik kalpte plazmid
enjeksiyonu ile VEGF seviyelerinin arttirilmasi, fonksiyon parametrelerinde
diizelmeye ve kapiller yogunlukta artisa neden olmustur. VEGF tedavisi ile birlikte
diyabette artan apopitozis ve fibrozisin de 6niine gegilmistir (Yoon ve ark., 2005).

Literatiirde diyabette VEGF-kapillerite iliskisini inceleyen ve diyabet siiresi tez
calismamiza kiyasla uzun olan ¢alismalarin sonuglar1 her ne kadar tez ¢calismamiz ile
bire bir kargilastirilabilir olmasa da diyabet siirecinde VEGF ve kapilleritenin
degisimini ortaya koymalar1 acisindan onemlidir. Lu ve ark. (2012), STZ ile
indiiklenen 12 haftalik Tip I DM modelinde sol ventrikiil VEGF protein ve mRNA
diizeyleri ile kapiller yogunlugun diyabetiklerde diisiik oldugunu ve eritropoietin
uygulamasinin tiim bu degisiklikleri restore ettigini gostermislerdir (Lu ve ark.,
2012). Yang ve ark. (2012), STZ ile indiiklenen 18 haftalik Tip I diyabetik farelerde
sol ventrikiill VEGF mRNA ekspresyon diizeyinin diyabet grubunda diisiik oldugunu
gostermislerdir (Yang ve ark., 2012). Sasso ve ark. (2003), 90 giinliik Tip I diyabetik
ratlarda serum VEGEF protein diizeyini ve kardiyak VEGF mRNA diizeylerini kontrol
grubuna gore yiikksek oldugunu saptamiglardir. VEGFR-1 ve VEGFR-2 mRNA
diizeyleri agisindan kontrol ve diyabet gruplar arasinda onemli bir fark olmadigim
bildiren arastirmacilar, serum VEGF proteini ve kardiyak VEGF mRNA diizeyinde
meydana gelen degisimi diyabetteki glikozile hemoglobin artis1 ve nitrik oksit
seviyelerinde meydana gelen azalma nedeniyle olusan doku hipoksisine
baglamiglardir. Ayrica diyabetiklerdeki artmis VEGF diizeyleri ile diyabetik kalpte
damarlanmanin bozulmasi yoniindeki literatiir bilgisi arasindaki ¢eliski, kalpte olusan
VEGF direnci tezi ile agiklanmaya ¢alisilmistir (Sasso ve ark., 2003). Xue ve ark.
(2010), STZ ile indiiklenen 90 giinliik Tip I diyabetik farelerde sol ventrikiil VEGF
mRNA ve protein diizeyleri ile VEGFR-2 mRNA diizeyinin azaldigini, HIF
molekiiliinii overeksprese eden transgenik diyabetik hayvanlarda bu azalmanin
restore edildigini rapor etmislerdir. VEGF sinyal yolagindaki bu degisimlere paralel
olarak, diyabetik hayvanlarda kalpte kapiller yogunlukta meydana gelen azalma da
HIF overekspresyonu ile diizelmistir (Xue ve ark., 2010). Tez ¢aligmamizda
diyabetik hayvanlarda VEGF protein diizeyi ve damarlanma degisikligi goriilmemis
olmakla beraber, Xue ve ark. (2010) na ait ¢alismada diyabet siiresi (90 giin) tez
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calismamizdakinin yaklagik 2 katidir. Tez calismamizda diyabetik hayvanlarda
VEGF ve damarlanmada aralikli hipoksi ile saglanan artisin ise tipki Xue ve ark.
(2010), nmin calismasinda HIF overekspresyonu ile saglanan etkiler gibi HIF
indiiksiyonu tizerinden gerceklestigini diisiinmekteyiz. Bu noktada tez ¢aligmasinda
HIF verisinin bulunmamas: ciddi bir limitasyon olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ote
yandan Xue ve ark. (2010), HIF-1a overekspresyonunun non-diyabetik kontrol
farelerinde VEGF protein diizeyi ve kapiller yogunlukta bir degisiklige yol
acmadigini bildirmislerdir. Tez ¢caligmamizda ise aralikli hipoksi uygulamasi ile non-
diyabetik ratlarda sol ventrikiil VEGF diizeyinde meydana gelen artisa kapiller
yogunlukta bir artis eslik etmemistir. Xue ve ark. (2010)’nin bulgusuna kismi uyum
gosteren bu bulgudan, aralikli hipoksi uygulamasi ile HIF-la diizeyinde
gerceklesmesi beklenen olasi artigin damarlanma artisgina yansimayan bir VEGF

diizey artisina neden oldugu anlasilmaktadir.

Literatiirde, tez calismamizin diyabet siiresine yakin olmakla beraber sonuglari
acisindan geliskili olan yayinlar da bulunmaktadir. Thirunavukkarasu ve ark. (2013),
STZ ile indiiklenen 30 giinliik diyabette kardiyak VEGF protein diizeylerinin
kontrole gore azaldigim1 gostermislerdir (Thirunavukkarasu ve ark., 2013). Miyauchi
ve ark. (2014), STZ ile indiiklenen 4 haftalik diyabetik ratlarda kalp fonksiyonlarinin
bozuldugunu, sol ventrikiil VEGF protein ve VEGFR-2 mRNA diizeylerinin
azaldigini bildirmislerdir (Miyauchi ve ark., 2014). Jesmin ve ark. (2007), 5 haftalik
diyabetik donemi takiben yaptiklar1 6l¢tiimlerde sol ventrikiill VEGF, VEGFR-1,
VEGFR-2 mRNA ve protein seviyelerini diyabetik ratlarda kontrole gdére onemli
Olciide diisik bulmuslardir. Ek olarak aragtirmacilar sol ventrikiil kapiller
yogunlugunun da diyabet grubunda kontrole gore onemli oranda diisiik oldugunu
gostermislerdir (Jesmin ve ark., 2007). Chou ve ark. (2002), STZ enjeksiyonu ile
indiiklenen 4 haftalik diyabetik hayvanlarda miyokardiyal VEGFis4, VEGFuss,
VEGFR-1, VEGFR-2 mRNA ve plazma VEGF diizeylerinin 6nemli oranda
azaldigmi, kardiyak PECAM (damarlanma belirteci) ekspresyonunun ise
degismedigini, VEGF ve reseptorlerindeki degisimin insiilin tedavisi ile normale
dondiigiinii, diyabetteki bu degisimden insiilin eksikliginin sorumlu oldugunu

bildirmiglerdir. Bu ¢alismada kardiyak VEGF protein diizeyleri 6lgiilmemistir (Chou
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ve ark., 2002). Han ve ark. (2009), STZ enjeksiyonu ile olusturduklari1 5 haftalik Tip
I diyabetik farelerde kontraktil parametrelerde olusan bozulmayi ekokardiyografik
olarak gostermislerdir. Bu bulguya paralel olarak diyabetik kalpte VEGFis4 ve
VEGFiss proteinleri ile kapiller yogunlukta da azalma saptayan arastirmacilar,
kapiller yogunluk ile fraksiyonel kisalma arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif
yonlii bir korelasyon bildirmislerdir (Han ve ark., 2009). Yukarida sozii edilen
calismalardaki VEGF proteini ve kapiller dansite sonuglar1 ile tez c¢aligmasinin
bulgular1 arasindaki uyumsuzluk aciklanmaya (tiir farki vs) muhtagtir. Ote yandan
Han ve ark. nin c¢alismasindaki damarlanma-kontraktilite arasinda gosterilen
dogrudan iliskili, tez ¢alismamizda diyabetik hayvanlarda aralikli hipoksi uygulamasi
ile kontraktilitede saglanan diizelmenin damarlanma artisina bagli olabilecegini

destekler niteliktedir.

Literatiirde VEGF’yi bir inflamasyon belirteci olarak kullanan ve diyabetik
hayvanlarda serum VEGF degisimlerini inceleyen caligmalara da rastlanmaktadir.
Manna ve Sil (2012), STZ ile indiiklenen 5 haftalik Tip I diyabetik ratlarda plazma
VEGF diizeyinin diyabet grubunda kontrole gore artis gosterdigini saptamislardir.
Kamper ve ark. (2010), ayn1 sonucu 1 haftalik diyabet siiresinde bulgulamislardir.
VEGF’yi bir vaskiiler inflamasyon belirteci olarak tamimlayan arastirmacilar
diyabetle birlikte vaskiiler inflamasyonun arttigi yoniinde goriis bildirmislerdir.
Fonksiyon ve damarlanma bulgusu bulunmayan c¢alismalarda doku VEGF diizeyleri

de incelenmemistir (Kamper ve ark., 2010; Manna ve Sil, 2012).

Literatiirde tez ¢aligmamizdaki VEGF ve damarlanma bulgularina paralel sonuglar
iceren yayinlar da bulunmaktadir. Ma ve ark. (2006), 2 hafta ile 6 haftalik diyabet
stirecini karsilagtirdiklart calismalarinda sol ventrikiill VEGF protein diizeyinin 2
haftalik diyabet uygulamasinda kontrol grubuna kiyasla arttigini, 6. haftada ise
diistiigiinii, bu sonuca paralel olarak kapiller yogunlugun da 2. haftada arttigini, 6.
haftada ise kontrol grubuna gore farksiz oldugunu gdstermislerdir. Aragtirmacilar
iskemi-reperfiizyon (I/R) uygulamasi ile 2. haftada infarkt alaninin kontrole gore
daha kigiik oldugunu, 6. haftada ise diyabet ile kontrol grubu arasinda fark

olmadigini gostermislerdir (Ma ve ark., 2006). Damarlanma sonuglar1 tez bulgusu ile
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uyumlu olan calisma, diyabette VEGF ve damarlanmada zamana bagimli bir
degisimin varligmi ve 6. haftadaki sonuglar goz Oniline alindiginda VEGF ve
damarlanma yanitlar1 arasinda bir faz bulunabilecegini ortaya koymaktadir.
Damarlanma artisinin goriildiigii fazdaki I/R bulgular ise arastirmamizda aralikli
hipoksi uygulamasi ile kontraktilitede gozlenen restorasyonun damarlanma artisi ile
iliskili olabilecegini destekler niteliktedir. Tuo ve ark. (2008), farelerde STZ
uygulamasindan 4 hafta sonra bir¢ok anjiyogenik diizenleyici molekiilii inceledikleri
calismada, diyabetik farelerde sol ventrikiilde damarlanma bozukluguna isaret eder
sekilde anjiyogenin-2’nin (Ang-2) ve Ang-2/Ang-1 oraninin artig, Tie-2’nin azalma
gosterdigini bildirmislerdir. Sol ventrikiil VEGF protein ekspresyonu agisindan,
kontrol ve diyabet gruplari arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir. Ancak arter
ligasyonu yontemi ile hayvanlara iskemi protokolii uygulayan arastirmacilar
VEGF’nin iskemiye verdigi cevabin diyabette Onemli Olglide azaldigini
bildirmislerdir (Tuo ve ark., 2008). VEGF protein ekspresyonunun diyabetik grupta
degisim gostermemesi tez calismamiz ile paralellik gostermektedir. Calismanin
diyabetik kalpte iskemiye verilen VEGF yanitinin bozulmasimna iligkin bulgusu
hipoksi ile indiiklenen HIF cevabinin diyabette bozulmasi iizerinden tartisilmustir.
Tez caligmamizda diyabetik dokuda hipoksi ile indiiklenen VEGF yanitinin (non-
diyabetik dokudakine gore) azalmis olmasinin benzer bir mekanizma ile gerceklestigi
diistintilebilir. Bu calisma ayrica diyabetik dokuda anjiyogenezin diizenlenmesinde

diger anjiyogenik molekiillerin roliinli géstermesi agisindan 6nemlidir.

Literatiirde hipoksi uygulamasimnin VEGF ve/veya damarlanma cevabi iizerindeki
etkisini inceleyen ¢aligmalardan bazilari ise su sekildedir: Zhong ve ark. (2002), 28
giin ve 42 giinliik periyotlarda, Sprague- Dawley tipi sicanlara giinde 6 saat boyunca
5000 metreye esdeger hipoksi uyguladiklar1 ¢alismada kapiller yogunlugun hem sol
hem de sag ventrikiilde artis gosterdigini bildirmislerdir. Bazal kardiyak fonksiyonda
bir degisme gozlemlemeyen arastiricilar I/R (30 dakika iskemi/60 dakika
reperfiizyon) protokoliinii takiben hipoksi grubunda kardiyoprotektif etki
saptamislardir (Zhong ve ark., 2002). Birot ve ark. (2004), yaptiklar1 ¢alismada 5500
metreye esdeger kronik hipobarik hipoksi protokoliinii 1, 2, 4, 8, 10, 12, 15, 18, 21,

25 giin boyunca uygulayarak, hipoksinin kalp iizerindeki etkilerini zamana bagimli
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incelemislerdir. Kardiyak VEGF protein diizeylerinde fark godzlemlemeyen
arastirmacilar, VEGFiss mRNA diizeyinde 2. giinde bir artis tespit etmis, diger
giinlerde bu artisin kayboldugunu goézlemlemislerdir. Ek olarak damarlanma
parametrelerini de inceleyen arastiricilar tez ¢alismamizdakine benzer sekilde sol
ventrikiilde kapiller yogunluk ve kapiller/kas lifi oraninda degisim gostermemislerdir
(Birot ve ark., 2004). Cai ve ark. (2003), aralikli hipoksi protokolii (5 dongii seklinde
6 dakika %6 O2 + 6 dakika % 21 O2) uyguladiklart ve hipoksinin etkisini HIF
molekiilii iizerinden gosterdigi hipotezini test etmek amaciyla kardiyak HIF
ekspresyonu diisiik olan HIF-1a*" heterozigot fareler kullandiklar1 calismada;
transgenik olmayan farelerde aralikli hipoksi uygulamasinin I/R protokoliinii (30
dakika/120 dakika) takiben toparlanmada iyilesmeye neden oldugunu, HIF
heterozigot farelerde bu iyilesmenin gerceklesmedigini saptamislardir. Benzer
sekilde infarkt alaninin aralikli hipoksi uygulamasi ile birlikte kiigiildiigii, transgenik
farelerde bu etkinin gozlenmedigi bildirilmistir. Calismada kardiyak GLUT 1 ve
VEGF mRNA diizeyleri gruplar arasinda fark bulunmamistir (Cai ve ark., 2003).

Cizelge 4.1. Diyabet siiresi ile VEGF ve damarlanma iliskisi

Hafta | Diyabette VEGF ve damarlanmanin kontrole gore degisim yonii

0 STZ Enjeksiyonu
1 (Kamper M. 2010)
2 11 (MaG. 2006)
4 J L& (Chou, 2002) 4 (Miyauchi Y. 2014) <> (Tuo Q. 2008)
J (Thirunavukkarasu M. 2013)
5 1 (Han B. 2009) (Manna P. 2012) 4L L (Jesmin S. 2007)
6 Tez Calismamiz 4 & (Ma G. 2006) <> > (Yoon Y. 2005)

8 J(Yoon Y. 2005)
12 L4 4 (Xue W. 2010) 17 (Sasso FC.2003) 4 (Lul. 2012)
18  J(Yang B. 2012)
24 J(Yoon Y. 2005)
40 I (Yoon Y. 2005)

B Kardiyak VEGF protein diizeyi B Kardiyak VEGF mRNA diizeyi
O Serum/plazma VEGF diizeyi B Sol ventrikiil kapiller yogunlugu
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Tez calismamizda Tip I diyabette kalp fonksiyonlarinda gézlenen bozukluga VEGF
ve damarlanmada bir bozulmanin eslik etmedigi anlasilmaktadir. Literatiirde 6 hafta
ve daha kisa siireli diyabette VEGF diizeyi ve damarlanmanin azaldigin1 gosteren
calismalar olmakla birlikte diyabetin anjiyogenik homeostazisi etkilemesi i¢in daha
uzun siireye ihtiya¢ oldugunu ortaya koyan calismalar da mevcuttur (Tablo 4.1°de
Ozetlenmistir). Buradan hareketle diyabette anjiyogenik mekanizmanin bozuldugu
konusundaki mevcut fikir birliginin bu bozulmanin baslangi¢c zamanu ile ilgili olarak
bulunmadig1 anlasilmaktadir. Ayrica VEGF protein artiginin damarlanma cevabina
doniisiimii arasinda bir faz oldugu Ma ve ark. (2006), ¢alismasinda gosterilmistir.
Tez c¢alismamizin sonuglari, uyguladigimiz Tip I DM modelinin siiresinin
anjiyogenik homeostazisi bozmaya yeterli olmadigini, dolayisiyla diyabetik kalpte
goriilen fonksiyon bozuklugunun VEGF-damarlanma yanitindan 6nce ve bagimsiz
olarak gelistigini ve diyabette goriilen sol ventrikiil fonksiyon bozulmasinin

damarlanma iizerinden agiklanamayacagini ortaya koymaktadir.

Fizyolojik hipertrofide VEGF nin indiiklenmesiyle hipertrofiye damarlanma artigi
eslik etmekte, patolojik hipertrofide ise artan kas kitlesine yeterli damarlanma artisi
eslik etmedigi i¢in kalp yetmezligi olusmaktadir (Xue ve ark., 2010) Tez
calismamizda aralikli hipoksi uygulamasinin diyabetik hayvanlarda kalp fonksiyon
bozuklugunda restorasyona neden oldugu, bu restorasyona VEGF ve damarlanma
diizeylerinde bir artigin eslik ettigi goriilmiistiir. Kontraktilite ile VEGF-damarlanma
arasinda gosterilmis olan korelasyon dikkate alindiginda (Han ve ark., 2009)
fonksiyonel parametrelerde elde edilen diizelmenin VEGF-damarlanma artis1 ile
iligkili oldugu ileri siiriilebilir. Miyokardiyum kesintisiz enerji ve oksijen ihtiyaci
olan dokularin basinda gelir. Kalbin ana enerji kaynagi (%60-70) yag asitlerinin -
oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan ATP’dir (Neubauer, 2007). Insiilin varlig1 substrat
kullantmin1 glukoz lehine degistirir, yag asitlerinin kullanim1 %20’lere kadar diiger.
Ayrica cesitli stres durumlarinda da (6rn. hipoksi, patolojik hipertrofi, kalp
yetmezligi) bir savunma mekanizmasi olarak substrat tercihi glukoz yoniinde kayar.
Bir molekiil yag asidinin yikimi glukoza gore daha fazla ATP ac¢iga cikarmakla
birlikte, B-oksidasyon isleminde kullanilan oksijen glikolitik yola kiyasla daha

fazladir. Dokuda birim ATP {iretimi i¢in gereken oksijen miktari, glukoz yikimi ile
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tiretildiginde yag asidi oksidasyonuna gore %12 daha azdir (Bertrand ve ark., 2008).
Diyabette miyokardiyal substrat kullanimi 6nemli 6l¢iide degismekte ve glukoz
metabolizmasinda meydana gelen bozulma miyokardin yag asitlerine talebini 6nemli
Olgiide arttirmaktadir (Patterson ve ark., 2009). Bu degisim miyokardiyal oksijen
tiketimini 6nemli Ol¢lide arttirmakta ve kalbin verimini distirmektedir. Kontraktil
performansdaki azalmanin oksijen talebi ile oksijen arz1 arasindaki dengesizligin bir
sonucu olarak gerceklesmesi miimkiindiir. Aralikli hipoksi uygulamas: ile
damarlanmada saglanan artig, fazladan oksijen talebi bulunan dokuya oksijen arzinm

arttirmis ve bu yolla miyokardiyal kontraktiliteyi restore etmis olabilir.

4.4.Sol Ventrikiil PHD Diizeyleri:

Caligmamizda Western Blot yontemi ile saptanan sol ventrikiil PHD2 ve PHD3

protein diizeyi sonuglarina gore:

1) PHD2 diizeyi DM+AH grubunda K ve AH gruplarina gore 6nemli 6lgiide diisiik
bulunmustur. DM grubu ile DM-AH grubu arasinda ise fark gézlenmemistir.

2) PHD3 diizeyi DM+AH grubunda diger ii¢ gruba gore (K, AH ve DM) 6nemli
Olctide diistiktiir.

3) PHD2 ve PHD3 diizeyleri agisindan K & DM ve K & AH gruplari arasinda

onemli bir fark saptanmamugtir.

PHD’ler molekiiler oksijeni kofaktdr olarak kullanan, oksijen varliginda HIF-1la
molekiiliinii degrade eden enzim yapili molekiillerdir. Hipoksi durumunda PHD nin
katalitik aktivitesi hipoksinin siddeti ile dogru orantili olarak azalma gosterir.
Degradasyondan kurtulan HIF-1a, HIF-1f ile birleserek genomdaki HRE (Hypoxia
Response Element) bolgelerine baglanir ve protein transkripsiyonunu regiile eder. Bu
ozelliklerinden otiirii PHD’ler hiicrede adeta bir “oksijen sensorii” olarak gorev
yaparlar. Son yillarda hipoksinin etkileri ile ilgili yapilan aragtirmalar PHD’lerin HIF
regiilasyonundaki kritik roliinii giderek daha fazla 6ne ¢ikarmaktadir (Katschinski,

2009; Rabinowitz, 2013). Kalpte; normoksi durumunda en yogun bulunan PHD
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izoformu PHD2’dir. Ancak PHD3 doku hipoksisinden daha fazla etkilenmektedir
(Willam ve ark., 2006). HIF-1a. molekiiliine olan affiniteleri agisindan bakildiginda
PHD2’nin PHD3’ten daha yiiksek affiniteye sahip oldugunu sdyleyen caligsmalar
(Huang ark., 2002) oldugu gibi affinitelerini esit bulan ¢aligmalar da mevcuttur
(Tuckerman, 2004).

Literatiirde PHD’ler tarafindan regiile edilen HIF molekiiliiniin diyabette azaldigi,
diyabetik dokuda hipoksiye verilen HIF yanitinin bozuldugu ve bu degisimlerin
diyabetik kardiyomiyopatinin patogenezinde énemli bir yer tuttuguna dair ¢ok sayida
yayina rastlamak miimkiindiir (Bento ve ark., 2011; Catrina, 2014; Xiao H ve ark.,
2013). Bu nedenle diyabette kardiyak dokuda HIF stabilizasyonunun arttirilmasi
onemli bir kardiyoproteksiyon stratejisi olarak kabul gormektedir. Kido ve ark.
(2005), transgenik fareler ile yaptiklar1 ¢alismada, HIF-lo overekspresyonu olan
grupta MI (miyokard infarktiisii) sonrasi infarkt alanin kontrol grubuna gére 6nemli
Olclide kiiciildiiglinii; MI'1 takip eden 4. haftada kalp fonksiyonlarinin kontrole gére
onemli diizeyde iyilesme gosterdigini bildirmislerdir. Bu verilere ek olarak
aragtirmacilar, HIF-1o overekspresyonuyla infarkt ve peri-infarkt alanda kapiller
yogunlugu ile VEGF ve NOS diizeylerinin énemli diizeyde arttigin1 saptamiglardir
(Kido ve ark., 2005). Xue ve ark. (2010), diyabetin neden oldugu yapisal ve
biyokimyasal bozukluklarin HIF-1a overekspresyonu ile dnlendigini gostermislerdir

(Xue ve ark., 2010).

HIF stabilizasyonu i¢in CoClz, DMOG (dimetilglioksal), GSK360A gibi PHD
inhibitorleri yaninda, PHD gen ifadesinin susturulmasi (silencing) ve hipoksi
uygulamasi gibi ¢esitli PHD merkezli yontemler de kullanilmaktadir. Xi ve ark.
(2004), I/R uygulamasimni takiben miyokardiyal infarkt alaninin CoCl2 uygulanan
grupta kiiciildiigiinii ancak post-iskemik kardiyak fonksiyonunun degismedigini
bildirmislerdir (Xi ve ark., 2004). Ockaili ve ark. (2005), DMOG uygulamas1 ile
yaptiklart PHD inhibisyonu sonucunda miyokardiyal infarkt alaninda kii¢lilme ve
antiinflamatuvar etki gostermislerdir (Ockaili ve ark., 2005) Bao ve ark. (2010),

GSK360A isimli PHD inhibitoriiniin iskemi/reperfiizyon sonrasindaki toparlanma
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cevabinda iyilesmeye neden oldugunu, infarkt alanini kiiciilttiigiinii ve infarkt

alanindaki damarlanmay1 arttirdigin1 géstermislerdir (Bao ve ark., 2010).

Cai ve ark. (2003), ¢alismalarinda aralikli hipoksinin iskemi/reperfiizyon sonrasi
toparlanma cevabinda artisa neden oldugunu gostermis ve HIF-KO ratlarda bu
etkinin goriilmemesinden yola ¢ikarak aralikli hipoksinin kardiyoprotektif etkisini
HIF molekiilii tizerinden gerceklestigini one stirmislerdir (Cai ve ark., 2003). Tez
calismamizdaki aralikli hipoksi uygulamasinin temel amaci da Cai ve ark. (2003),
calismasinda oldugu gibi diyabetik kalpte HIF stabilizasyonunun arttirilmasina
yoneliktir. Calismamizda, HIF diizeyleri ile ilgili veriye sahip olmamakla birlikte,
diyabetik hayvanlarda PHD2 ve PHD3 (6nemli diizeyde) diizeylerinin aralikli
hipoksi uygulamas1 ile azaldigi, beraberinde VEGF diizeylerinin ve damar
yogunlugunun artis gosterdigi saptanmistir. Literatiir bilgisi 1s18inda bu sonuglar,
diyabetik kalpte sol ventrikiil fonksiyonunda goriilen iyilesmeden HIF stabilizasyon
artisina baglh olarak VEGF sinyalinde ve damarlanma yanitinda meydana gelen

degisimin sorumlu olabilecegini diisiindlirmektedir.

Diyabette PHD diizeylerini inceleyen az sayida calisma mevcuttur. Tip I diyabette
PHD diizeylerini inceleyen tek ¢alisma Thirunavukkarasu ve ark. (2016), tarafindan
gerceklestirilmistir.  Calismadaki tiim  gruplara miyokard infarktiisi (M)
protokoliiniin uygulandigi ve PHD protein diizeylerinin MI uygulamasindan sonra
gruplar arasinda karsilastirildigi bu ¢alismada bazal PHD degerlerine dair bir veri
bulunmamaktadir. Xia ve ark. (2015), 4 haftalik ytliksek yagli diyetin ardindan diisiik
doz STZ enjeksiyonu ile tip Il diyabet modeli olusturduklar1 ve 12 haftalik diyabetin
yol actig1 zararhi etkileri PHD3 geninin susturulmasi (silencing) yoluyla dnlemeye
calistiklar1 aragtirmalarinda, diyabetik ratlarda sol ventrikiil PHD3 diizeylerinin
kontrole gore Onemli diizeyde yiiksek oldugunu saptamiglardir. Caligmada 12
haftalik diyabetin kalp fonksiyonlarinda bozulmaya, apoptozis ve fibroziste artisa
neden oldugu goriilmiis; PHD3’lin susturulmasi diyabetin neden oldugu tiim bu
bozukluklarda restorasyona yol a¢mustir. Sonuglar, PHD3 inhibisyonunun
kardiyoprotektif etkisine isaret etmektedir. Arastirmacilar ayrica HIF-1a’nin

diyabetik ratlarda azalma gosterdigini, PHD3’iin susturulmasiyla HIF-1a diizeyinin

80



kontrol degerlerine dondiigiinii de bildirmislerdir. Ek olarak, H9c2 kardiyomiyoblast
hiicreleri ile yaptiklar1 ¢alismada kiiltiir ortaminin hiperglisemik hale getirilmesinin
ROS iiretimini ve PHD3 ekspresyonunu arttirdiini; antioksidan etkinligi bilinen N-
Asetilsistein maddesinin kiiltiir ortamina eklenmesi ile birlikte hem ROS hem de
PHD3 ekspresyonunda azalma gergeklestigini bildirmislerdir (Xia ve ark., 2015).
Diyabetik kalpteki PHD3 bulgusu tez ¢alismamiz ile uyumlu olmamakla birlikte
calismanin PHD3 inhibisyonuyla elde edilen sonuglari, tez calismamizda diyabetik
ratlarda aralikli hipoksi uygulamasi ile kalp fonksiyonlarinda gézlenen restorasyonun
PHD diizeylerinde saptanan azalmaya bagli olabilecegini diisiindiirmektedir. Ote
yandan aralikli hipoksi uygulamasinin PHD ekspresyonu ile birlikte oksidatif stresi
de azaltmis olmasi, Xia ve ark. (2015)’min PHD3’iin ROS tarafindan regiile
edildigini gosteren bulgulariyla uyumludur. Calismamiz tip I diyabetin ve aralikli
hipoksinin kalp PHD diizeyleri iizerindeki etkisini inceleyen ilk c¢aligma olmasi

baglaminda 6zgiinliik tasimaktadir.

4.5.  Sol Ventrikiill MMP Diizeyleri

Tez ¢aligmamizin sol ventrikiil MMP-2 ve MMP-9 diizeylerine iliskin istatistiksel

degerlendirmesine gore:

1) Diyabet grubunda kardiyak MMP-2 ve MMP-9 diizeylerinin kontrol grubuna
gore dnemli oranda diisiik oldugu tespit edilmistir.

2) Aralikli hipoksi diyabetik kalpte MMP-2 ve MMP-9 diizeylerindeki azalmay1
Onlemis, proteinlerin kontrol seviyesinde kalmasini saglamstir.

3) Kontrol ve aralikli hipoksi gruplari arasinda MMP-2 ve MMP-9 agisindan

istatistiksel agidan dnemli bir fark bulunmamugtir.

MMP’ler, ozellikle MMP-2 ve MMP-9, tarafindan gergeklestirilen ekstraselliiler
matriks degradasyonunda meydana gelen regiilasyon bozuklugu ateroskleroz,
konjestif kalp yetmezligi, miyokard infarktiisii ve kardiyomiyopati gibi bircok

kardiyovaskiiler patolojinin altinda yatan nedenler arasinda yer alir (Amalinei ve
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ark., 2007). Ekstraselliiler matriks sadece hiicreleri saran bir destek yap1 olarak degil
ayn1 zamanda kardiyak remodelling’i kontrol eden dinamik bir sistemdir. Kardiyak
remodelling, ekstraselliiler matriksin sentez ve degradasyonunu iceren bir siirectir ve
bu stirecc MMP’ler ve onlarin endojen inhibitorleri olan TIMPs (Tissue Inhibitors of
Matrix Metalloproteinases) molekiilleri tarafindan regiile edilir. MMP/TIMP
dengesindeki degisim bir¢ok kardiyak patoloji i¢in 6nemli bir gostergedir (Hopps ve
Caimi, 2015).

Diyabetik kardiyomiyopati ile ilgili g¢aligmalar, ekstraselliller matriksteki ana
bilesenler olan miyokardiyal kollajen tip I, III ve VI’nin kalp dokusunda biriktigini,
intersitisyal ve perivaskiiler fibrozise yol a¢tigin1 ve bu birikimin sol ventrikiil
sistolik ve diyastolik fonksiyon bozukluklar1 ile korelasyon gdosterdigini
bildirmektedir (Tschope ve ark., 2004). Diyabetik kardiyomiyopatide goriilen
fibrozisin diyabetik kalpte MMP-2 ekspresyon/aktivitesinde meydana gelen azalma
ile iliskili oldugu gosterilmis olmakla birlikte MMP-9 ile ilgili sonuglar ¢eliskilidir.
(Linthout ve ark., 2008).

Bollano ve ark. (2007), 12 haftalik tip I diyabetik ratlarda sol ventrikiil MMP-2
protein diizeyinin diyabetik kalpte 6nemli diizeyde azalmis ve miyokardiyal kollajen
miktarinin onemli diizeyde artmis oldugunu bildirmislerdir. Kardiyak hipertrofiyi
gosteren kalp agirhigi/viicut agirligt oraninin da diyabet grubunda 6nemli Olciide
yiiksek oldugu saptanmistir. Tiim bu fibrotik degisimlere sol ventrikiil fonksiyon
bozuklugu da eslik etmistir (Bollano ve ark., 2007). Tez ¢alismamizda diyabetik
kalpte hipertrofi gézlenmemis olmakla birlikte, MMP-2 bulgumuz Bollano ve ark.
(2007), nin bulgusu ile uyumludur. Tez ¢alismasindaki 6 haftalik diyabet siiresinin
MMP diizeyleri ve kalp fonksiyonu iizerinde etkili olmasina karsin, kalp agirligina

yanstyacak diizeyde bir yapisal degisiklik icin yeterli olmadig ileri siiriilebilir.

Li ve ark. (2007), 4 haftalik tip I diyabetik ratlarda serum MMP-2 ve TIMP-2
diizeylerini incelemis, serum MMP-2 diizeyinin degismedigini, serum TIMP-2
diizeyinin ise diyabetik grupta artig gosterdigini bildirmislerdir. Kalp dokusunda ise,
MMP-2 mRNA diizeyi ve MMP-2 aktivitesini diyabetik grupta azalmis bulurken;

82



TIMP-2 mRNA ekspresyonunun arttigin1 gostermislerdir. Arastirmacilar ek olarak
yaptiklar1 immiinohistokimyasal incelemede, diyabetik dokuda kardiyomiyositlerin
ve damarlarin etrafinda kollajen birikimi gergeklestigini, MMP-2/TIMP-2 orani ile
kollajen miktar1 arasinda negatif yonlii bir korelasyon bulundugunu bildirmislerdir

(Li ve ark., 2007).

Linthout ve ark. (2008), tip I diyabet modelinde farkli diyabet siirelerinde ortaya
cikan etkileri inceledikleri c¢alismada, 2 haftalik diyabette miyokardiyal kollajen
birikiminde fark bulamazken, 6 haftalik diyabette tip I ve tip III kollajen birikiminin
arttigint  saptamiglardir. Sol ventrikil MMP-9 ve MMP-2 mRNA diizeylerini
inceleyen aragtirmacilar MMP-2 mRNA’sinin 2. ve 6. haftalarda kontrol grubuna
gore Onemli derecede diisiik oldugunu, MMP-9 mRNA’sinda ise degisiklik
olmadigint bulmuslardir. Ek olarak MMP-2 aktivitesinde bir diislis gézlemlenirken,
MMP’leri inhibe ettigi bilinen TIMP-2 protein ekspresyonunun arttigini
bildirmislerdir. Ayrica zimojen formunda salgilanan MMP’leri proteolitik olarak
aktive eden MMP-14 enziminde diyabetle birlikte aktivite azalmasi1 gostermislerdir.
Makalede MMP/ TIMP dengesindeki degisim kalpteki kollajen birikiminden

sorumlu tutulmustur (Linthout ve ark., 2008).

Li ve ark. (2007), ile Linthout ve ark. (2008), nin ¢alismalarina ait bulgular tez
calismamizin MMP bulgularinin agiklanmasinda 6nemli ipuglari ortaya koymaktadir.
Bu iki ¢aligmadan elde edilen bulgular 1s181nda, tez ¢alismamizdaki MMP-2 protein
diizeyinde saptanan azalmanmn transkripsiyonel kaynakli oldugu ileri siiriilebilir. Ote
yandan, c¢alismamizda kollajen miktar1 incelenmemis olmakla birlikte MMP-2
aktivitesi ve kollajen birikimi arasinda saptanan korelasyon gbéz oniine alindiginda,
tez calismamizda da 6 haftalik diyabetin kalpte fibrozis gelisimine neden olmus
olmasi beklenir. Kardiyak fibrozis sol ventrikiil duvar sertligine ve ventrikiiler duvar
kompliyansinda azalmaya yol agarak hem sistolik hem de diyastolik disfonksiyonun
gelisimine katki koyar. Diyabetik hayvanlara uygulanan aralikli hipoksinin MMP-2
ve MMP-9 protein ekspresyonlarinda neden oldugu diizelmeyle kollajen birikimini
azalttigit ve bu antifibrotik etkinin DM+AH grubunda go6zlenen fonksiyonel

iyilesmenin altinda yatan nedenlerden biri olabilecegini diisiinmekteyiz.
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Zeydanli ve Turan (2009), STZ enjeksiyonu ile olusturulan 4 haftalik tip I diyabet
modelinde rat aortasinda vaskiiler yanitlarda bozulma, MMP-2 ve MMP-9 protein
seviyelerinde degisim olmaksizin enzim aktivitelerinde kontrole goére diizeyinde
Onemli bir azalma ve TIMP-4 seviyesinde énemli bir artis gostermigler, diyabetik rat
aortasinda meydana gelen bu degisimleri diyabetik dokudaki oksidan stresle
iliskilendirmislerdir. Arastirmacilar ek olarak antioksidan etkili Omega-3E
uygulamasinin  diyabetik aortada vaskiiler yanitlar1 diizelttigini ve enzim
aktivitelerini regiile ettigini gostermislerdir (Zeydanli ve Turan, 2009). Antioksidan
selenyum uygulamasi ile de benzer sonuclara ulasan arastirmacilar, (Zeydanh ve
ark., 2010) selenyum ve Omega-3E’nin antioksidan etkiye ek olarak MMP
aktivasyonunda regiilasyona neden olarak da etkili olabileceklerini ileri siirmiislerdir.
Taye ve ark. (2013), da tip I diyabetik ratlarda antioksidan etkinligi bilinen tempol
maddesini uygulayarak ROS’un MMP regiilasyonunda onemli bir yere sahip
oldugunu ortaya koyan bulgulara ulasmislardir (Taye ve ark., 2013). Tez
calismamizda benzer sekilde diyabetik kalpte gozlenen MMP downregiilasyonunun
redoks statusunda meydana gelen bozulma ile iligkili oldugunu ve aralikli hipoksinin
redoks statusunu diizelterek MMP diizeylerini normalize ettigini;, MMP
aktivasyonundaki regiilasyonun fibroziste sagladig1 iyilesme ile diyabetik kalpte

fonksiyon bozulmasini 6nledigini iddia etmekteyiz.

Yaras ve ark. (2008), STZ ile olusturulan 4 haftalik tip I diyabetin kalp dokusunda
yol a¢tigi mekanik ve elektriksel degisikliklere ek olarak kardiyak MMP-2 aktivite
ve protein diizeyleri ile troponin I diizeyinde azalma gostermislerdir. Arastirmacilar
potent bir MMP inhibitori olan doksisiklin uygulamasi ile MMP-2 ve troponin |
diizeylerinde diyabetin indiikledigi degisikliklerin kontrol diizeylerine dondiiglinii ve
doksisiklinin diyabetik kalpteki mekanik fonksiyon bozuklugunu (hiperglisemide bir
diizelme saglamaksizin) Ca?* homeostazisi ile ilgili parametreleri diizeltmek
suretiyle restore ettigini bildirmislerdir. Arastirmacilar diyabete bagl kalp fonksiyon
bozuklugundan kismen, oksidatif stres ile aktive olan MMP’lerin sorumlu oldugunu
ileri stirmiislerdir (Yaras ve ark., 2008). Tez calismamizdaki diyabet grubuna ait
MMP diizeyleri ve redoks statusu ile ilgili bulgular so6zii edilen calisma ile

uyumludur. Yaras ve ark. nin caligmasina benzer sekilde, MMP diizeylerindeki
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azalma diyabet grubunda redoks statusunda goriilen bozulma ile birliktedir ve
oksidatif stresle iliskili goriinmektedir. Yine tez ¢alismamizda aralikli hipoksinin
doksisiklin’in etkisine benzer sekilde MMP diizeylerini restore ettigi dikkate
alindiginda aralikl hipoksi ile kalp fonksiyonunda meydana gelen diizelmeden MMP
diizeylerinde meydana gelen normalizasyonun sorumlu tutulmasi akla uygundur.
Aralikli1 hipoksinin MMP diizeylerinde sagladigi normalizasyon, redoks statusu
lizerindeki iyilestirici etkisi ile iliskili gdziikmektedir. Ote yandan, MMP’lerin
diyabetik kalbin mekanik fonksiyonu {izerindeki olumlu etkisi, fibrozisi iyilestirmesi
yaninda Yaras ve ark. (2008), nin iddia ettigi gibi hiicresel kalsiyum homeostazisi

tizerindeki etkileri ile de iligkili olabilir.

Ayrica, MMP’lerin anjiyogenezis siirecinde etkili oldugu bilinmektedir. MMP’lerin
birgok alt tipinin degrade ettigi Tip I kollajen, perivaskiiler alandaki en &nemli
yapitaslarindan biridir. MMP’lerin dolayisiyla kollajen yikiminin baskilanmasinin
kapiller olusumunu inhibe etttigi Tarabolletti ve ark. (1995), tarafindan gosterilmistir
(Taraboletti ve ark., 1995). Qian ve ark. (1997), trombospandin-1’in (TSP-1)
anjiyogenik siire¢lere etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda, TSP-1’in diisiik
konsantasyonlarda kapiller olusumunu indiikleyici, yiiksek konsantrasyonlarda ise
baskilayic1 yonde etki ettigini gostermislerdir. Etkilerini MMP-9 regiilasyonu
tizerinden gosteren TSP-1, anjiyogenezis i¢in optimal MMP-9 aktivitesini diisiik
konsantrasyonlarda saglayabilmekte, yiiksek konsantrasyonlarda ise agirt MMP-9
aktivitesi nedeni ile damar olusumunu engellemektedir (Qian ve ark., 1997). MMP-2
ve MMP-9’un anjiyogenezis siirecindeki etkileri ile ilgili baska caligmalara da
rastlamak miimkiindiir. Braunhut ve Moses (1994), HUVECs (Human Umbilical
Vein Endothelial Cells) hiicreleri ile yaptiklar1 ¢aligmada, kiiltiir ortamina eklenen
TIMP-1 ve TIMP-2’nin kapiller olusumunu engelledigini bildirilmislerdir
(Braunhunt ve Moses, 1994). Itoh ve ark. (1998), MMP-2 KO farelerde, tiimoral

anjiyogenezin azaldig1 gostermislerdir (Itoh ve ark., 1998).

Tez calismamizda, diyabette MMP-2 ve MMP-9 protein diizeylerinde goriilen

distisii aralikli  hipoksi uygulamasi Onlemistir. Literatiirde aralikli  hipoksi
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uygulamasinin diyabette MMP/TIMP dengesi ve fibrozis iizerinde etkisini inceleyen

az sayida yayina rastlanmaktadir.

Faramoushi ve ark. (2016), yiiksek yagli diyeti takiben diisiik doz STZ enjeksiyonu
ile olusturduklar1 8 haftalik tip II diyabet modelinde koruyucu unsur olarak 3400
metreye denk kronik aralikli hipoksi protokolii uygulamislardir. Diyabetik ratlarda
sol ventrikiilde kollajen diizeylerinin arttigin1 gosteren arastirmacilar bu artigin
aralikli hipoksi uygulamasi ile restore edildigini bildirmislerdir. Bu sonuglar, tez
calismamiza olduk¢a yakin bir araliklt hipoksi protokoliiniin antifibrotik etkisini
gostermesi agisindan Onemlidir. Arastirmacilar ek olarak diyabetik hayvanlara
uygulanan kronik aralikli hipoksinin kan sekeri, trigliserit ve HOMA-indeksi
diizeylerinde ©nemli oranda bir restorasyona neden oldugunu saptamislardir.
Calismanin kan sekeri bulgusunun tez calismamizla uyumluluk gdstermemesi
diyabet modelinin farkliligindan kaynaklaniyor olabilir. Tez ¢alismamizda
miyokardiyal fibrozis lizerinde dogrudan bir inceleme bulunmamakla birlikte, aralikli
hipoksi uygulamasinin hiperglisemi {izerinde etkili olmadigi bulgusu, aralikli
hipoksinin  biyokimyasal siireclerden bagimsiz olarak da antifibrotik etki

gosterebildigine isaret etmektedir (Faramoushi ve ark., 2016).

Ote yandan, aralikli hipoksinin etkilerinden biiyiik 6l¢iide sorumlu olan HIF
molekiilii ile MMP’ler ve fibrozis arasinda iliski kuran calismalara da rastlamak
miimkiindiir. Xue ve ark. (2010), 90 giinliik tip I diyabet modelinde kardiyak fibrozis
olusumunu gosterdikleri c¢alismalarinda HIF overekspresyonu ile fibrotik etkinin
azaldigim bildirmislerdir. Calismada MMP diizeyleri incelenmemis ve antifibrotik
etkiyle iliskili olarak MMP’lerin rolii tartisiimamustir. (Xue ve ark., 2010). Ote
yandan MMP-2 ve MMP-9’un HIF’in hedef genleri arasinda oldugu bilinmektedir.
HIF stabilizasyonunda saglanan artisin MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunda artisa
neden oldugu gosterilmistir (Hong ve ark., 2004; Luo ve ark., 2006; O’Toole ve ark.,
2008, Tsai ve ark., 2016). Dolayisiyla MMP regiilasyonu {izerinde redoks statusu ile
birlikte HIF sinyal yolagmin da etkili oldugu ac¢iktir. Milkiewicz ve Haas (2005),
mekanik gerimin iskelet kaslar1 {izerindeki anjiyogenik etkisini inceledikleri

calismada da, mekanik gerim ile birlikte artan anjiyogenezin HIF-1o. mRNA ve
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MMP-2 mRNA diizeylerindeki artistan kaynaklandigini gostermislerdir (Milkiewicz
ve Haas, 2005).

Tez calismamizda diyabetin kalp dokusunda MMP-2 ve MMP-9 diizeylerini
azalttig1, aralikli hipoksi uygulamasinin bu azalmayr onledigi ortaya konmustur.
MMP’lerin aktivasyonunun diizenlenmesinde ROS’un rolii ve MMP-2 ile MMP-
9’un HIF’in hedef genleri arasinda oldugu birlikte géz oniline alindiginda, aralikli
hipoksinin hem redoks statusunu diizelterek hem de HIF stabilizasyonunu arttirarak
MMP diizeylerini normalize ettigi diistiniilebilir. MMP’lerin kardiyak remodelling
yaninda kardiyak kontraktilite ve anjiyogenezis siireglerindeki regiile edici etkileri
dikkate alindiginda, aralikli hipoksinin HIF stabilizasyonunda neden oldugu artisa ek
olarak MMP upregiilasyonuna da yol acarak diyabetik kalpteki fonksiyonel

diizelmeye katkida bulundugu ileri siiriilebilir.

4.6. Serum ve Miyokardiyal Redoks Statusu:

Calismamizda serumda ve kalp dokusunda total oksidan status (TOS) ve total
antioksidan status (TAS) olgtimleri yapilmis, bu veriler kullanilarak oksidatif stres

indeksi (OSI) degerleri hesaplanmustir:

1) Serum TOS, TAS ve OSI degerleri acisindan gruplar arasinda onemli bir fark
saptanmamigtir.

2) Miyokardiyal TAS degeri gruplar arasinda farksiz bulunmakla birlikte, TOS ve
OSI degerlerinin diyabet grubunda yiiksek oldugu, aralikli hipoksi uygulamasi ile
bu artisin kontrol seviyelerine dondiigli gosterilmistir. K ve AH gruplar1 arasinda

ise onemli bir fark bulunmamustir.

Reaktif oksijen tiirevleri (ROS); hidrojen peroksit (H202), siiperoksit (¢O2°) ve
hidroksil (¢OH") radikalleri, peroksinitrit (ONOO") gibi oksidatif strese yol agma
potansiyeline sahip molekiilleri tanimlar. ROS ¢esitli fizyolojik siire¢ler sonucunda

sitosol ve mitokondride yerlesim gosteren dort farkli enzim sistemi tarafindan
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uiretilir: Mitokondriyal elekron transport zinciri, NADPH oksidaz (NOX), ksantin
oksidaz (XO) ve endotelyal NOS (eNOS). Normal sartlarda siiperoksit dismutaz
(SOD), hemoksijenaz-1 (HO-1), rediikte glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz
(GPx) ve katalaz (CAT) gibi enzimatik, transferin, ferritin, vitamin A, vitamin E ve
vitamin C gibi non-enzimatik antioksidan savunma sistemleri tarafindan zararl
etkileri dengelenen ROS iiretiminin antioksidan savunma sistemlerinin tamponlama
kapasitesini agsmasi “oksidatif stres” olarak tanimlanir (Flippo ve ark., 2006; Lorenzo
ve ark., 2013). Tez ¢alismamizda yapilan TAS ve TOS o6l¢iimleri ile doku oksidan ve
antioksidan bilesenlerini ayr1 ayri incelemek yerine toplam potansiyel kapasitenin

Olgiilmesi hedeflenmistir.

Mitokondri ve/veya sitosol kaynakli reaktif oksijen tiirevlerinin artis1 diyabetik
kardiyomiyopati gelisiminde énemli bir role sahiptir (Yilmaz ve ark., 2015). Tuncay
ve ark. (2013), STZ ile indiiklenen Tip I DM olusturduklar1 Wistar cinsi siganlarla
yaptiklar1 ¢calismada 12 haftalik diyabeti takiben yaptiklar1 6l¢limlerde plazmada ve
sol ventrikiil homojenizatlarinda TOS degerlerinin arttigini, TAS degerlerinin ise
azalma gosterdigini saptamislardir (Tuncay ve ark., 2013). Yildirim ve ark. (2013),
benzer sekilde STZ ile indiiklenen Tip I DM olusturduklar1t Wistar cinsi siganlarla
yaptiklar1 ¢alismada 5 haftalik diyabeti takiben hem plazmada hem kalpte TOS
degerlerinin arttigini, TAS degerlerinin azaldigini bildirmislerdir (Yildirim ve ark.,

2013).

Diyabette, glukoz metabolizmasinda meydana gelen bozulmanin yol agtig
hiperglisemi hemen tiim hiicre tiplerinde ROS iiretimini arttiran bir etkiye sahiptir
(Asrih ve Steffens, 2013; Brownlee ve ark., 2005). Ayrica yliksek glukoz
konsantrasyonu AGEs (Advanced Glycation Endproducts) olusumunu da arttirir.
AGEs, kendisine 6zgii reseptorlerine (RAGE) baglanarak NOX aktivasyonuna ve
daha fazla ROS iiretimine sebep olur (Goldin ve ark., 2006). Maalouf ve ark. (2012),
NOX4’1in sol ventrikiil i¢in 6nemli bir ROS kaynagi oldugunu ve NOX4 kaynakl
ROS’un tip I diyabetin erken sathalarinda kardiyomiyopati olusumunda rol
oynadigin1 bildirmislerdir (Maalouf ve ark., 2012). Ek olarak, Ceriello (2005),

yiiksek glukoza akut maruziyetin iNOS gen ekspresyonunu arttirarak *NO, *O2” ve
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ONOO' radikallerinin olusumunu tetikledigini gostermistir (Ceriello, 2005). Reaktif
oksijen tiirevleri, bir DNA tamir enzimi olan PARP (poli-ADP riboz-polimeraz-1
enzimi) artisina neden olur. PARP koruyucu etkileri yaninda GAPDH (gliseraldehit
3-fosfat dehidrogenaz) enzimini inhibe ederek glikolitik ara {irlin birikimine ve
dolayisiyla AGEs olusumuna neden olmaktadir (Chiu ve ark., 2008; Seddon ve ark.,
2007). Yiksek glukoz konsantrasyonu ayrica heksozamin biyosentez yolagina olan
substrat akisin1 hizlandirarak ROS iiretimi ve insiilin direnci ile iligkili oldugu bilinen
N-asetilglukozamin maddesinin artisina neden olur (Rajamani ve Essop, 2010).
Diyabette artan yag asidi kullaniminin da mitokondriyal ROS iiretimini arttirdig

bildirilmistir (Boudina ve Abel, 2010).

Redoks statusundaki degisikliklerin diyabetik kardiyomiyopati patogenezinde énemli
bir rol oynadig1 bilinmektedir. Reaktif oksijen tiirevleri proteinler, lipidler ve niikleik
asitler gibi hiicre fonksiyonlar: i¢in kritik molekiilleri okside ederek hiicrede hasar
olusuma neden olur. Asir1 ROS firetimi ile kardiyak hipertrofi, fibrozis, kontraktil
disfonksiyon ve kalp yetmezligi arasinda iligki oldugu bilinmektedir (Seddon ve ark.,
2007). Ek olarak ROS ile nitrik oksit arasindaki etkilesim sonucunda agiga ¢ikan
nitrotirozin tiirevlerinin hem insan hem de hayvan kardiyomiyositlerinde apoptotik

etkiye neden oldugu gosterilmistir (Cai ve ark., 2005; Turko ve ark., 2003).

ROS’un Ca*? homeostazisi ve miyokard kontraktilitesi iizerinde etkili oldugu cesitli
caligmalarla gosterilmistir. ROS varliginda SERCA (sarco/endoplasmic reticulum
Ca?*-ATPase) proteininin 674. sistein rezidiisiinde gerceklesen irreversibl tiyol
oksidasyonu SERCA aktivitesini bozarak sarkoplazmik retikulum Ca*? geri alimm
yavaslatir (Adachi ve ark., 2004). Ying ve ark. SERCA °®™Sistein-Tiyol
oksidasyonunun diyabetik hiperlipidemik aortada arttigini, hipergliseminin insiilin ile
kontrol altina alinmasmnin SERCA’da meydana gelen bu oksidasyonu onledigini
gostermislerdir (Ying ve ark., 2008). Kuster ve ark. akut ROS maruziyetinin
sarkoplazmik Ca®* depolarmi bosalttigim1 ve SERCA2a aktivitesini inhibe ettigini
bildirmisler, bu bozulmayr SERCA iizerinde gerceklesen oksidatif tiyol
modifikasyonlarina baglamislardir (Kuster ve ark., 2010). SERCA iizerinde bildirilen

diger bir oksidatif modifikasyon ise 294/295 rezidiisiinde bulunan tirozinlerin
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nitrasyonudur (Lancel ve ark., 2010). Calismalar AGEs’in PKC aktivitesini arttirarak
Ca*? metabolizmasinda ve kardiyomiyosit kontraksiyonunda yer alan proteinlerin
fosforilasyonuna neden oldugunu da gdstermektedir (Braz ve ark., 2004; Coughlan

ve ark., 2009).

Matrix metalloproteinazlart (MMPs), hiicre disindaki matriks veya matriks dist
proteinleri yikan ¢inko-bagimli endopeptidazlardir. MMP aktivitesinin veya
MMP/TIMP dengesinin kardiyak remodelling’de ve fibrotik siireclerin gelisiminde
onemli roli oldugu bilinmektedir (Amalinei ve ark., 2007). Baz1 ¢alismalar 6zellikle
MMP-2’nin sarkomerik troponin I proteini gibi spesifik intraselliiler hedeflerinin de
oldugunu ortaya koymustur (Wang ve ark., 2002). MMP-2’nin ekstraselliiler aralikta
proteolitik olarak aktive olabildigi gibi, nitrik oksit ile siiperoksitin tepkimeye
girmesi ile ortaya ¢ikan peroksinitrit (ONOQO") radikali tarafindan non-proteolitik
olarak da aktive edilebilecegi gosterilmistir. (Viappiani ve ark., 2009). Taye ve ark.
(2013), 8 haftalik tip I diyabet modelinde, diyabetik ratlara antioksidan etkinligi
bilinen tempol maddesini uygulamislar, sol ventrikiil ROS diizeylerinde diisiis,
MMP2 aktivitesinde artis, tip IV kollajen ve énemli bir profibrotik ajan olan TGF-3
protein diizeylerinde azalma gostermislerdir. Bu sonuglar ROS’un MMP

regiilasyonunda 6nemli bir yere sahip oldugunu agik¢a ortaya koymaktadir (Taye ve

ark., 2013).

Han ve ark. (2009), STZ enjeksiyonu ile olusturduklart 5 haftalik Tip I diyabetik
farelerde kontraktil parametrelerde bozulma ve VEGF proteinleri ile kapiller
yogunlukta azalma saptamislardir. Ek olarak, diyabetik kalpte glutatyon disiilfid
(GSSGQG) diizeyinin yiiksek oldugunu ve VEGFie4 protein miktart ile GSSG miktar1
arasinda istatistiksel olarak Onemli negatif bir korelasyon bulundugunu
saptamiglardir. Bu sonuclar HIF-VEGF-anjiyogenez sinyal aksi ile oksidatif stres
arasinda bir iliski oldugunu, diyabetin bu aksa etkisini oksidatif stres artis1 tizerinden

etkili oldugunu diistindiirmektedir (Han ve ark., 2009).

Diyabetik kardiyomiyopatinin gelisiminin engellenmesine yonelik ¢calismalarda ROS

olusumunu azaltan veya antioksidan savunma sistemlerini gili¢clendiren girigimler
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onemli yer tutmaktadir (Sung ve ark., 2015). Diisiik rakimlarda yasayan saglikli
bireylerin, yiiksek irtifaya akut maruziyetlerinde serbest radikal olusumunun artigina
bagl olarak oksidatif stres olusumu gozlenmistir (Bailey ve ark., 2009; Bailey ve
ark., 2010). Yiiksek irtifada mitokondriyal elektron transport zinciri (Chen ve ark.,
2012), ksantin oksidaz, NADPH oksidaz ve nitrik oksit sentaz gibi ¢esitli ROS
kaynaklar1 (Siques ve ark., 2014) aktive olmaktadir. Ek olarak enzimatik ve non-
enzimatik antioksidan sistemlerde yiiksek irtifaya maruziyet ile birlikte tikenme
bildirilmistir (Fan ve ark., 2013; Radak ve ark., 1994). Ancak aralikli hipoksiye
maruziyet, hipoksik dnkosullama ile kalpte kardiyoprotektif etkiye neden olmaktadir.
Onkosullama organizma igin zararli bir stimulusun, diisiik dozda ve tekrarli bir
sekilde verilerek organizmanin savunma sistemleri i¢in bir uyar1 sinyali olugturmasi
ve organizmanin o stimulusa karst toleransinin gelistirilmesi esasina dayanir

(Rybnikova ve Samoilov, 2015).

Literatiirde hipoksik Onkosullamanin kardiyoprotektif etkileri ile ilgili ¢ok sayida
yaymn olmakla birlikte bu yayinlar genellikle HIF ve althedefleri {izerinden stireci
aciklamaktadir. Hipoksik Onkosullamada kardiyoproteksiyon ile oksidatif stres
arasindaki iligkiye deginen az sayida yaym bulunmaktadir. Herrera ve ark. (2015),
Wistar tipi siganlara 32 giin boyunca, 96 saatlik hipobarik hipoksiyi
(=PO2=90mmHg), 96 saatlik normoksi periyodunun takip ettigi aralikli hipoksi
protokoliinii uygulamiglardir. Deney protokollerini takiben sakrifiye edilen
hayvanlarin kalpleri Langendorff diizenegine asilmis ve 30 dakika iskemi/120 dakika
reperfiizyona maruz birakilmistir. Iskemi/reperfiizyon sonrasindaki toparlanma
cevaplarimin aralikli hipoksi grubunda kontrol grubuna gore daha iyi oldugunu
bildiren arastirmacilar, kalp dokusundaki nekrozun bir isareti olan LDH (laktat
dehidrogenaz) seviyelerinin de aralikli hipoksi grubunda kontrole goére azaldigini
saptamislardir. Bu kardiyoprotektif etkinin altinda yatan nedeni anlamak adina HIF-
la protein diizeyini saptayan arastiricilar, HIF-loa’nin aralikli hipoksi grubunda
Oonemli artis gosterdigini bildirmiglerdir. Ek olarak oksidatif stres belirteclerinden
MDA’nin aralikli hipoksi ile azalma gosterdigini, nitrotirozinin ise degismedigini
vurgulayan arastirmacilar katalaz, SOD ve GSH gibi antioksidan enzimlerin

seviyelerinde kontrole gore Onemli artis gostermislerdir (Herrera ve ark., 2015).
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Antioksidan savunma kapasitesinde Onemli bir degisiklik gostermemis olmamiz
aralikli hipoksinin bu etkiyi agirlikli olarak oksidan maddelerin olusum hizim

azaltarak yaptigini diisiindiirmektedir.

Fizyolojik konsantrasyonlarda reaktif oksijen tiirevleri hipoksiye (hem akut hem de
aralikl) kars1 adaptif cevaplarin gelisiminde birer sinyal molekiilii olarak rol alirken;
belirli konsantrasyonlarin tizerinde ROS yapisal hiicre hasarina, vaskiiler endotelyal
disfonksiyona ve kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimine neden olma potansiyeli de
tagimaktadir (Knock ve Ward, 2011). Bu nedenle hipoksinin siddeti, siklig1 ve stiresi
bir Onkosullama protokoliiniin basaris1 agisindan Onemlidir. Tez calismamizda
Onkosullama etkisini olusturmak adina goérece 1limli bir aralikli hipoksi protokolii

tercih edilmistir.

Oksidatif stresin MMP’ler aracilifiyla ve MMP’lerden bagimsiz olarak fibrotik
stireci hizlandirdigi, hiicre ici kalsiyum parametrelerini etkileyerek kontraktiliteyi
bozdugu, VEGF sinyalizasyonunu etkileyerek damarlanmayi bozdugu dikkate
alindiginda; tez calismamizda aralikli hipoksi uygulamasinin sagladigi redoks
durumundaki diizelmenin ilgili yolaklar {izerinde olumlu yonde bir degisim yapmis

olmasit beklenmelidir.
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5. SONUC ve ONERILER:

Tez calismamizdan elde edilen veriler ve literatiir bilgisi 1s181nda;

1. Aralikli hipoksi uygulamasinin diyabetik kalpte mekanik fonksiyonda

meydana gelen bozulma iizerinde 6nleyici bir etkiye sahip oldugu,

2. Bu etkinin kalpte HIF-VEGF-Damarlanma yolagi ve MMP- Kardiyak
Remodelling siirecini regiile ederek gerceklestigi ileri siiriilmektedir (Sekil
5.1).

Redoksstatusunda = = = = = = = = = = = = = = — — = 2  PHDdownregilasyonu
dizelme  =—=====-=-=-= 1
: _ -+ HIFla?
I - -
L -7 VEGF 1
- = - ’I
v £« | v
MMP ekspresyon/ aktivite T+ = = = = = = = ==== T > Damarlanma
|
v | S s v
Kardiyak fibrozis ) ¢= = = = = = = = = e e e e e e e = = > Kontraktilite
» Kalbin mekanik fonksiyonu P e—0  — |

Sekil 5.1. Kronik aralikli hipoksi uygulamasinin diyabetik kalpte fonksiyon bozulmasini 6nleme
mekanizmasinda VEGF-damarlanma yolagt ve MMP'lerin rolii (kirmizi vurgular ¢aligmanin

kisitlarina isaret etmektedir).
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5.1. Ozgiinliik

1)

2)

3)

Calismamiz diyabette aralikli hipoksi uygulayan az sayida ¢alismadan birisi olup
kullanilan molekiiler yontemler ve fonksiyonel olgiimler agisindan 6zgiinliik
tagimaktadir.

Calismamizda aralikli hipoksinin sol ventrikilde PHD ve MMP protein
diizeylerine etkisini inceleyen ilk caligmadir.

Calismamiz Tip I diyabet modelinde PHD2 ve PHD3 diizeylerini inceleyen ilk

caligmadir.

5.2. Oneriler

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Kalp HIF-1a protein diizeyinin belirlenmesi ¢alismanin yorum kabiliyetini
arttiracaktir.

Kalpte MMP aktivitesi, kollajen igerigi ve TIMP diizeylerinin incelenmesi
kardiyak remodelling’in daha ayrintili degerlendirilmesini saglayacaktir.
Kimyasal hipoksi yapan ajanlar (CoCl2 veya DMOG gibi) kullanilarak yapilacak
yeni caligmalar sistemik hipoksinin diffiiz etkileri yerine HIF indiiksiyonunun
ortaya cikaracagi etkileri izole olarak gozlemek adina faydali olacaktir.

Takip eden ¢alismalarda insiilin diizeylerinin takip edilmesi ve/veya insiilin
tedavisi alan diyabetik gruplarin eklenmesi ile insiilinin etkileri iizerine yorum
yapmak miimkiin hale gelecektir.

Takip eden calismalarda iskemi/reperfiizyon protokoliiniin eklenerek aralikli
hipoksinin toparlanma yanitlar1 {izerindeki etkisini gérmek adma yararh
olacaktir.

Miyokardiyal enerji metabolizmasindaki degisimleri anlamak adina kardiyak
GLUT1 ve GLUT4 protein diizeylerinin belirlenmesi varolan bilimsel probleme

farkli bir agidan yaklasabilme sans1 verecektir.
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OZET

Deneysel Tip I Diyabette Aralikh Hipoksinin Sol Ventrikiil Fonksiyonlar1 Uzerine
Etkisinin Incelenmesi

Diyabetlilerde sik goriilen bir patoloji olan diyabetik kardiyomiyopati Klinik olarak koroner
arter hastaligi, hipertansiyon ve kapak hastaliklarindan bagimsiz olarak miyokardiyal yap1 ve
performansta meydana gelen bozulma olarak tanimlanmaktadir. STZ ile deneysel olarak Tip
I diyabet olusturulan siganlarda, diyabet olusumunu takiben 6. haftada diyabetik
kardiyomiyopatinin tamamen gelistigi ortaya konmustur.

Aralikli hipoksinin olumlu etkilerini agiga cikarmak i¢in hipoksik Onkosullama yontemi
siklikla kullanilir. Hipoksik 6nkosullama 1limli siddetteki hipoksinin aralikli epizotlarla
uygulanmasina dayanir; organizmanin oksijen yoklugunda kullandigi vaskiiler, metabolik ve
norolojik diizlemdeki kompleks savunma stratejilerini harekete gecirmeyi amaglar.
Hipoksinin bu etkilerini HIF molekiilii tizerinden gosterdigi bilinmektedir. Tez ¢calismamizda
aralikli hipoksi uygulamasi ile HIF stabilizasyonunda artis saglayarak diyabetik
kardiyomiyopatiye kars1 6nleyici bir girisim yapilmaya ¢alisiimistir.

Calismamizda 10 haftalik Wistar albino cinsi erkek siganlar dort gruba ayrilmistir: 1)Kontrol
(K), 2)Diyabet (DM), 3) Aralikli Hipoksi (AH), 4)Diyabet+Araliklt Hipoksi(DM+AH). Tip |
diyabet olusturmak icin 11 haftalik hayvanlara tek doz (50 mg/kg) Streptozotosin (STZ)
intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edilmistir. Aralikli hipoksi uygulanan hayvanlar,
hipobarik hipoksik kamarada 42 giin boyunca, giinde 6 saat, 3000 metreye denk, 69,3 kPa’lik
(520 mmHg, =%14 O,) basingta tutulmuslardir.

Deney protokoliiniin sonunda Langendorff yontemi ile kalp fonksiyonlar1 ve inotropik rezerv
Olciimleri yapilmig, Western Blot yontemi ile VEGF, PHD2, PHD3, MMP-2 ve MMP-9
protein diizeyleri saptanmis, ayrica immiinohistokimya yontemi ile sol ventrikiil
damarlanmas1 ve serum ve kardiyak redoks statusu incelenmistir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, DM grubunda bozulan sol ventrikiil fonksiyonunun
DM+AH grubunda normal degerlere dondiigii, VEGF diizeyinin AH ve DM+AH
gruplarinda artis, PHD2 ve PHD3 diizeylerinin DM+AH grubunda diisiis gosterdigi, DM
grubunda azalmig olan MMP-2 ve MMP-9 diizeylerinin DM+AH grubunda kontrol
diizeylerine dondiigii, sol ventrikiil damarlanmasinin DM+AH grubunda artis gosterdigini,
serum TAS ve TOS degerlerinde fark bulunmazken, miyokardiyal oksidatif stresin diyabette
artis gosterdigi ve DM+AH grubunda normale dondiigii saptanmustir.

Tez calismamizdan elde edilen verilerin literatiir bilgisi 1s18inda tartisilmastyla aralikli
hipoksi uygulamasinin; VEGF-damarlanma yolagin1 indiikleyerek ve kalbin redoks
statusunu diizeltip MMP diizeylerini ve kardiyak remodelling siirecini regiile ederek tip I
diyabet modelinde kardiyomiyopati gelisimine karst koruyucu etki gosterebilecegi ve
diyabetik kalbin mekanik fonksiyonunda gosterilen diizelmenin bu koruyucu etki ile iligkili
olabilecegi sonucuna ulasilmistir.

Anahtar Sézciikler: Anjiyogenez, Aralikli Hipoksi, Diyabetik Kardiyomiyopati, MMP,
PHD, Redoks Statusu, VEGF.
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SUMMARY

Investigation of the effects of Intermittent Hypoxia on Left Ventricle Functions in
Experimental Type | Diabetes

Diabetic cardiomyopaty is a common pathology which is seen in diabetic patients. It is
described as myocardial structural and functional abnormality where there is no coroner
artery disease, hypertension or valve diseases. Diabetic cardiomyopathy develops completely
6 weeks after injection, in STZ-induced Type | diabetic rats.

Hypoxic preconditioning method is widely used to disclose the beneficial effects of
intermittent hypoxia. Hypoxic preconditioning, is repetative application of moderate hypoxic
sessions. It evokes vascular, metabolic and neurologic defense strategies which are used by
organism in oxygen deprivation. Hypoxia manifests its effects via HIF molecule. In our
study, we tried to increase HIF stabilization to prevent diabetic cardiomyopathy.

Wistar albino rats were randomly divided in four groups: 1) Control (K), 2) Diabetes (DM),
3) Intermittent Hypoxia (AH), 4) Diabetes + Intermittent Hypoxia (DM+AH). Single dose
(50 mg/kg) STZ injected (i.p) to 11-week old animals to establish Type | diabetes model.
Intermittent hypoxia group were put into hypobaric hypoxic chamber which simulates 3000
meter altitude (520 mmHg, ~14% O ), 6 hours/day for 42 days.

After experimental procedures we measured cardiac functions and inotropic reserve with
Langendorff’s method; VEGF, PHD2, PHD3, MMP-2 and MMP-9 protein levels were
determined with Western Blot method; left ventricle capillarization were measured with
immunohistochemistry method and we also examined redox status both in serum and
myocardium.

According to statistical analysis, deteriorated left ventricle function in DM group, was
restored in DM+AH group; VEGF levels were elevated in AH and DM+AH groups; PHD2
and PHD3 leves were declined in DM+AH group; declined MMP-2 and MMP-9 levels in
diabetic rats were restored in DM+AH group; left ventricular capillarity was increased in
DM+AH group; serum TAS and TOS levels were similar in all groups but myocardial
oxidative stress was elevated in DM group, this elevation was restored in DM+AH group.

According to current data and literature, we can tell that intermittent hypoxia induces VEGF-
angiogenesis pathway; restores cardiac redox status and regulates cardiac remodelling by
increasing MMP levels. If we consider all those mechanisms we can tell intermittent hypoxia
is cardioprotective and functional recovery that we observed in DM+AH group may be
related with those molecular pathways.

Key Words: Angiogenesis, Diabetic Cardiomyopathy, Intermittent Hypoxia, MMP, PHD,
Redox Status, VEGF
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