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1. GIRIS

1.1. Metabolik Sendrom

Viicuda alinan enerjinin harcanan enerjiye oraninin artmasi metabolik sendromun
olusmasina yol ag¢an en genel etkidir. Metabolik sendrom (MetS), obezite,
hiperinsiilinemi, hiperlipidemi, hipertansiyon ile karakterize olan ve kardiyovaskiiler
hastaliklar ile tip 2 diyabet i¢in ciddi risk faktorii olusturan bir patolojidir (Hanson ve
ark., 2002). Fiziksel aktivite eksikligi, dengesiz ve asir1 beslenme insiilin direncine
yol agarak MetS olusumuna zemin hazirlar (Meigs ve ark., 2002). Ilk kez 1988°de
Reaven tarafindan tanimlanmis olan MetS, “insiilin direnci sendromu” olarak da
adlandirtlir (Reaven, 1988). 1988’de hastaligin tanimlanmasindan sonra ¢esitli tani
kriteleri olusturularak hastaligin klinik teshisinin dogru ve pratik bir sekilde
yapilabilmesi i¢in gesitli organizasyonlarda ¢alisma gruplari olusturulmustur. Grundy
ve ark. tarafindan 2004 yilinda yayinlanan raporda, Amerikan Ulusal Kolesterol
Egitim Programi Ugiincii Eriskin Tedavi Panel (Adult Treatment panel 11I: ATP 11I)
kilavuzunda belirtilen kriterler ve Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan
tanimlanan kriterler birarada degerlendirilerek, gliniimiizde kabul géren MetS tani

kriterleri belirtilmistir (Cizelge 1.1) (Grundy, 2004).

Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi’nin MetS ¢alisma grubu tarafindan
2009 yilinda yayimlanan ¢alisma raporunda MetS, insiilin direnci ile baglayan
abdominal obezite, glukoz intoleransi, dislipidemi, hipertansiyon ve koroner arter
hastalig1 gibi sistemik bozukluklarin birbirine eklendigi 6liimciil bir endokrinopati
olarak tanimlanmustir. Tirkiye populasyonunda gozlenen MetS prevalansi erkeklerde
% 24-32, kadinlarda % 39-45 oranindadir (Demiral ve ark., 2006; Gundogan ve ark.,
2009; Onat, 2002; Onat ve ark., 2013; Soysal ve ark., 2005). Onat ve ark. 2013
yilinda Tirk Kardiyoloji Dernegi Arsivi'nde yaynladiklar1 ¢aligmada, Tiirk

populasyonunda (40 yas ve iizeri) MetS prevalansinin % 53 diizeyinde oldugunu ve



Tiirkiye’nin giineydogusunda bu degerin en yiiksek, Ege bolgesinde ise en diisiik
oldugunu rapor etmislerdir (Onat ve ark., 2013).

Cizelge 1.1. Metabolik sendrom tan1 kriterleri

WHO ATP I
Hipertansiyon Kan basinci > 140-90 mmHg Kan basinci >130-85 mmHg
o Trigliserit > 150 mg/dL Trigliserit > 150 mg/dL
Dislipidemi
HDL< 35-40 mg/dL HDL < 40-50 mg/dL
] Beden kiitle indeksi > 30 .
Obezite Bel ¢evresi > 102-88 cm
Bel/Kalga orani> 0,9-0,85
Glukoz Tip 2 diyabet veya bozulmus glukoz Aclik kan sekeri > 110 mg/dL
toleransi
Diger Uriner albumin atim hiz1 > 20 pg/dk
. Insulin direncine ek olarak yukaridaki -
Tant i¢in kriterlerden en az iki tanesine sahip Yu.l.( andakl. kr1terl§rden ehaz
olmak ii¢ tanesine sahip olmak

1.2. Yiiksek-Siikroz Diyeti ile Metabolik Sendrom Deney Modelinin

Olusturulmasi

Hastaliklarin gelisim nedenlerini ve patofizyolojisini incelemek amaciyla hayvan
modelleri kullanim1 olduk¢a yaygin ve kullanishdir. Bir hastaligin hayvan modeli, o
hastaligin patofizyolojik karakteristiklerinin ¢ogunu temsil ettigi durumda iyi bir
model olarak kabul edilir. Metabolik sendrom (MetS) deney modelleri erigim, tireme
ve kullanim kolayliklarinin yanisira gen haritalarinin iyi bilinmesi nedeniyle fare ve
siganlarda uygulanmaktadir (Caroline ve ark., 1998). Deney hayvanlarinda MetS
genellikle genetik manipiilasyon ya da diyet-indiikli olarak olusturulmaktadir.
Yaygin olarak kullanilmasa da diisik doz streptozotosin (20-35 mg/kg)
uygulamasinin ardindan diyet-indiiklii model ile MetS’in olusturuldugu ¢alismalara

da rastlanmaktadir (Li ve ark., 2015).

Genetik MetS Deney Modelleri;
e ob/ob Fare; 6. kromozondaki leptin geninde otozomal resesif mutasyon

tasirlar. Leptin genindeki mutasyondan 4-hafta sonra obezite, hiperinsulinemi



ve hiperglisemi olusurken 12. haftanin sonunda fareler glukoz toleransi
kazanir (Panchal ve ark., 2011; Polotsky, 2007).

e db/db Fare; 4. kromozon tizerindeki leptin reseptdr geninde mutasyon vardir.
Mutasyon nedeni ile leptin reseptorii islevsel degildir ve leptin hormonuna
yanit olusturamaz. Bu hayvanlarda insulin direnci, hiperglisemi olusmadan
gozlenir (Panchal ve ark., 2011; Sharma ve ark., 2003).

e ZDF (Zucker Diabetic Fatty) Sican; Leptin reseptor geninde mutasyon
tasirlar. Aglik kan glukoz diizeyleri yiiksektir. Insulin diizeyleri ise normalden
10-20 kat daha ytiksektir. Hipertrigliseridemi, sistolik ve diyastolik fonksiyon
bozuklugu goriiliir (Panchal ve ark., 2011; Shafrir ve ark., 2009).

e OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty) Sican; Bu sicanlarda
pankreatik asini hiicreleri kolesistokinin-1 reseptoriinden yoksun olduklar
icin besin alimini diizenleyen kolesistokinin hormonuna duyarsizdirlar. Besin
alimi1 fazla olan bu hayvanlarda 18.haftanin sonunda aglik kan glukoz
diizeyinin yiikselmesine karsin glukoz toleransi ancak 24.haftanin sonunda
olusmaktadir (Kawano ve ark., 1994).

e Goto-Kakizaki Sigcan; Bu siganlar obez degildir ve dogustan pankreatik beta
hiicreleri hasarli dogarlar. 4-haftalik iken bozulmus glukoz toleransina

sahiptirler (Portha ve ark., 2010).

Diyet-indiiklii MetS Deney Modellert;

e Yiiksek Yagh Diyet ile Indiiklenen; Genel olarak toplam enerjinin %
30’undan fazlasinda yag iceren diyetler obezite gelisimine neden olur.
Yiiksek yagh diyet ile olusturulan MetS hayvan modellerinde insulin direnci,
dislipidemi ve obezite goriilmektedir (Silva ve ark., 2006).

e Yiiksek Fruktoz iceren Diyet ile indiiklenen; Diyetteki fruktozun ana
kaynagi; siikroz, yiiksek fruktozlu misir surubu (HFCS), meyveler ve baldir.
Diyet ile alinan fruktoz, fosfofruktokinaz enzimi araciligiyla karaciger lipid
metabolizmasina direk etki etmektedir. Artmis fruktoz tiikketimi hormonel
degisimler ve inflamasyon olusumuna ek olarak plazma {irik asit diizeyini
etkilemesi nedeniyle MetS deney modeli olarak kullanilabilmektedir
(Basciano ve ark., 2005).



e Yiiksek Siikroz iceren Diyet ile Indiiklenen; Fruktozun diyet kaynagi olan
siikroz ile besleme, deney hayvanlarinda insanda olusan MetS’a en yakin
patolojilerin goézlendigi MetS deney modelidir. Siikroz, bozulmus glukoz
toleransiyla beraber plazmada artmis insulin, leptin, trigliserit, glukoz ve yag
asitleri ile MetS olusumuna yol agar (Panchal ve ark., 2011).

e Yiiksek Karbonhidrat-Yiiksek Yag Iceren Diyet ile Indiiklenen; Bu
diyette kullanilan temel karbonhidratlar siikroz ve fruktoz iken, yaglar
degiskenlik gosterir. Siikroz igerigi % 10-30, yag igerigi ise % 20-40 arasinda
kullanilmaktadir. Bu diyet ile beslenen kemirgenlerde viicut agirlik artisi,
abdominal yaglanma, hiperinsulinemi, hiperglisemi ve hiperleptinemi varlig
gosterilmigtir (Panchal ve ark., 2011). Bu model insan diyetine en yakin diyet
modellerden biri olarak gosterilse de goézlenen patolojilerin mekanistik
aciklamalarinin yapilmasi hedeflenen arastirmalar i¢in diyet heterojenitesi

dezavantaj olusturmaktadir.

MetS olusumu igin yiiksek siikroz igeren diyet ile indiiklenen deney modeli, bu
hastaligin etiyolojisine en ¢ok uyan modeldir. Yiiksek siikroz igeren diyetin tarihsel
gelisimine baktigimizda 18.yy’da Avrupa’da gergeklesen sanayi devrimi ile birlikte
insanlarin daha ¢ok basit seker igeren, karbonhidrat kaynagi besinleri tiiketmeye
basladiklar1 goriilmektedir. 1970’lerin sonlarinda teknolojinin ilerlemesi ile
kromatografik fruktoz zenginlestirilmesi gergeklesmis ve daha ekonomik olan
yiksek fruktoz igerikli misir surubu (HFCS) dretilmistir. Rafine fruktozun total
tikketim miktar1 1970°de yilda 0,3 kg iken, 2000 yilinda 14,7 kg’a ¢ikmistir. Diyet ile
alian toplam fruktozun toplam miktar1 1970°de 23,4 kg iken 2000 yilinda 29,5 kg’a
cikmis ve 1909°dan 1999 yilina kadar Amerika’daki seker tiiketimi % 64 artmistir
(Nielsen ve ark., 2002). Su anda tipik Amerikan diyetinde, yiiksek glisemik indeksli
sekerler (HFCS 42, HFCS 55, siikroz, glikoz, bal, suruplar), alinan toplam enerjinin
% 16,2’sini ve yiiksek glisemik indeksli rafine tahil tirtinleri ise enerjinin % 20’sini
olusturmaktadir (Nielsen ve ark., 2002). Bu tarz diyetin, insiilin direncine,
hiperglisemi ve hipertrigliseridemiye neden oldugu bilinmektedir. Siikroz ile
tatlandirilmis igeceklerin (STI) yaygin ve dramatik etki nedenlerinin agiklanabilmesi

icin calismalar yapilmis ve sonug olarak; bu icegeklerin fazla miktarda tiikketiminin



beyinde tokluk hissinin daha az algilanmasina ve midede kati gidalara kiyasla daha
az doluluk hissi yarattig1 i¢in kalori alimmin artmasina yol ag¢tii rapor edilmistir
(Schulze ve ark., 2004). izokalorik s1v1 ve kat1 besinlerin kilo alimu iizerine etkilerini
degerlendiren bir baska calismada ise, 450 kcal/giin igerikli STI tiiketen kisilerin,
ayni1 kalori miktarina sahip jelibon tiiketen kisilere gore daha fazla kati besin tiikettigi
ve kilo aldig1 gériilmiistiir (DiMeglio ve ark., 2000). Ayrica STI tiiketiminin kilo
artisina neden olmasi davranigsal mekanizmalar yolu ile de agiklanmaya ¢alisilmistir.
Soyle ki; kat1 besinlerin tiikketimi genellikle aglik ile uyarilirken, aglik hissetmeden de
susuzluk ya da sosyal nedenlerle kalorili igeceklerin tiiketilebildigi 6ne siirtilmiistiir
(Brownell ve ark., 2009). 8-y1l boyunca izlenen kadin katilimcilardan elde edilen
verilere gore giinde bir adet STI tiiketenlerde ayda bir adet tiiketenlere gore Tip-2
diyabet (T2DM) gelisme riski % 83 daha fazla bulunmustur (Schulze ve ark., 2004).
300,000 kisi katilimli gergeklestirilen baska bir ¢alisma sonucuna gore ise, giinde 1-2
adet STI tiiketen kisiler ayda 1 adet STI tiiketen kisilere gore % 20 daha fazla MetS
olma riski tasimaktadir (Malik ve ark., 2010). 6,000 kisi katitlimli “Framingham
Offspring Study” ¢aligmas1 giinliik STI tiiketen bireylerde tiiketmeyenlere gore
hipertrigliseridemi ve diisitk HDL kolesterol goriilme sikliginin % 22 daha yiiksek
oldugunu ortaya koymustur (Dhingra ve ark., 2007).

Yiksek siikroz igeren diyet ile besleme prosediiriiniin Kardiyak etkileri Cizelge
1.2°de 6zetlenmistir. 4-6, 8-10, 12-14 numarali kaynaklarda kullanilan yiiksek siikroz
iceren diyette siikroz igerigi % 61-77 iken 1-3, 7, 11 numarali kaynaklarda kullanilan
diyet igerikleri % 30-32 siikroz igeren igme suyundan olusmaktadir. 3-4 haftalik
yiiksek siikroz alimmin deney hayvanlarinda plazma glukoz diizeylerini
etkilemezken hiperinsulinemiye neden oldugu gosterilmistir (Davidoff, Mason, ve
ark., 2004; de Freitas ve ark., 2008; Fang ve ark., 2005; Gonsolin ve ark., 2007; Pang
ve ark., 2008). Siikroz ile beslenen si¢anlarda artmis plazma trigliserit ve LDL
kolesterol diizeyleri bu deney modelinde sistemik lipid regiilasyonunun bozuldugunu
gostermektedir (Banos ve ark., 2005; Cardenas ve ark., 2006; Davidoff, Boyden, ve
ark., 2004). Yiiksek siikroz igerikli diyet ile besleme protokolii 6-haftayr gectigi
takdirde deney hayvanlarinin viicut agirliklarinin degismedigi durumda glukoz
intoleransinin ortaya ¢iktigr rapor edilmistir (Dutta ve ark., 2001; Reiser ve ark.,



1981; Schwanke ve ark., 2006; Sumiyoshi ve ark., 2006). Kaynaklarda yalnizca bir
calismada yiiksek siikroz igerikli diyet ile beslenen siganlarda hipertansiyon
gelismedigi (Santure ve ark., 2002) gosterilirken diger ¢alismalarda disi ve erkek
siganlarda bu diyetin hipertansiyona neden oldugu rapor edilmistir (de Freitas ve
ark., 2008; Pang ve ark., 2008; Perez-Torres ve ark., 2008; Perricone ve ark., 2008).

Cizelge 1.2. Yiiksek-siikroz diyetinin kardiyak etkileri

Parametre Organizma | Etki Kaynak
Kan Basinci Sigan f 1234
Sican > 5
Kalp Agirligi Sigan, Fare ~ | 2,6,78910,11
Kardiyomiyosit Fare 1 8
Biiyiikligi Sican > 6
Sican 1 7
Kalp Atim Hiz1 Sican ! 10
Sigan — 5
Kan Pompalama Miktari Sigan 1 7
Kalp Kisalma Orani Fare ! 7
Mekanik s Sican l 2
Kalp O, Tiiketimi Sican ! 10
Kardiyomiyosit Kisalma Siiresi :g:ﬁ I 12('313
Kardiyomiyosit Gevseme Siiresi Sican 1 6,8,9,12,13
Kf;lrdl.yomlyOSIt Ca”" Transient Séniimlenme Sican, Fare 1 6.9.13.14
Stiresi
SR Ca™ Al Sican 1 7,13
SERCAZ2 Protein Sican — 79,13
Fosforile-Fosfolamban Proteini Sican < 9,13
Sican 1 7
.. Sigcan — 13
NCX Proteini Stcan ! 9
Kalp Anjiyotensin Il Sican 1 4
Kalp Antioksidanlari Sigan l 11

3

“1” yiiksek siikroz-etkisi ile olusan artig, “|”azalis ve “«<” yiiksek siikroz uygulamasinin
istatistiksel bir fark olusturmadigi durumlar1 ifade etmektedir. Referanslar; 1, Banos ve ark.
2005; 2, Cardenas ve ark. 2006; 3, deA. Freitas ve ark. 2008; 4,Pang ve ark. 2008; 5, Santure
ve ark. 2002; 6,Hintz ve ark. 2003;7, Vasanji ve ark. 2006; 8,Fang ve ark. 2005; 9, Dong ve
ark. 2006; 10, Gonsolin ve ark. 2007; 11, Diniz ve ark. 2008; 12, Davidoff ve ark. 2004; 13,
Wold ve ark. 2005; 14, Dutta ve ark. 2001.



1.3. Metabolik Sendrom ile Olusan Kardiyak Fonksiyon Bozuklugunda Rol
Alan Molekiiler Mekanizmalar

Metabolik sendrom obezite, insulin direnci, hipertansiyon ve dislipidemi ile
karakterize kompleks bir metabolik patolojidir (Eckel ve ark., 2005; Gaddam ve ark.,
2011). Bu sendromun komponentlerinin kardiyovaskiiler hastaliklar, kalp yetmezligi
ve mortaliteyle iligkili oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur (Ingelsson ve ark.,
2010; Malik ve ark., 2004; Malik ve ark., 2010). MetS durumunda goézlenen
dislipidemi, insulin direnci ve hiperglisemi kardiyomiyosit metabolizmasinda
bozukluga yol acarak kardiyak fonksiyon bozuklugu ya da kalp yetmezligi
gelisimine neden olur (Sekil 1.1). Bu degisimlere paralel olarak ortaya cikan,
vaskiiler fonksiyon bozuklugu, koroner arter hastaligi ve hipertansiyon da MetS
olgusunda kardiyak fonksiyon bozuklugunun ortaya g¢ikmasina katkida bulunur
(Hanson ve ark., 2002). Metabolik sendroma sahip olan kisilerin tip-2 diyabete
(T2DM) ve kardiyovaskiiler hastaliklara yakalanma riski Sahip olmayanlara gore
sirastyla 5- ve 3-kat daha fazladir (Grundy, 2004). 34-59 yaslarindaki kadinlarin 20-
yil boyunca izlendigi bir ¢aligmada, koroner kalp hastaligi, felg ya da diyabet 6ykiisii
olmayan katilmcilarin diizenli STI tiiketiminin koroner kalp hastaligi riskini

arttirdi@1 gosterilmistir (Fung ve ark., 2009).

Metabolik Sendrom

l |

v

Obezite ve | insulin Direnci | Diyabet ve
Dislipidemi Hiperglisemi
v
Bozulmus substrat kullanimi
Bozulmus Otofaji
Mitokondriyal Disfonksiyon
Oksidatif Stres
v v
- Lipid birikimi - Glikolizasyon artisi
- LV hipertrofi - Fibroz olugumu

- Adipokin modulasyonu

KARDIYAK
DISFONKSIYON

Sekil 1.1. Metabolik sendrom durumunda kalp fonksiyon bozukluguna yol agan
mekanizmalar (Ilkun ve ark., 2013).



MetS durumunda gozlenen kardiyak fonksiyon bozuklugunun altinda yatan nedenleri
aciklamak {izere ¢esitli mekanizmalar ©One siiriilmiistir. Ornegin, klinikte
miyokardiyal trigliserit (TG) igerigi, konsentrik sol ventrikiil hipertrofisi ve sistolik
fonksiyon bozuklugu arasinda korelasyon rapor edilmistir (Szczepaniak ve ark.,
2003). Benzer sekilde obezite ya da T2DM hastalarinin kalplerinde yiiksek TG
gozlenmesi, kardiyak lipid birikiminin MetS durumunda gozlenen kalp fonksiyon
bozuklugu patogenezine katki sagladigini diistindiirmektedir (Sharma ve ark., 2003).
MetS’lu hastalarin kalp fonksiyonlarinin incelendigi ¢alismalarda sag (Tadic ve ark.,
2014) ve sol ventrikiil (Crendal ve ark.,, 2014) kasilma mekaniginin ve

senkronizasyonunun bozuldugu gosterilmistir.

Klinikte gozlenen kardiyak fonksiyon bozukluklarinin altinda yatan mekanizmalar
MetS hayvan deneyi modelleri ya da in-vitro ¢alismalar ile arastirilmaktadir. MetS
durumunda goézlenen insulin direncinin sistemik anomalilerden bagimsiz olarak kalp
fonksiyon bozukluguna yol agtigi, fare kardiyomiyositlerindeki insulin
reseptorlerinin spesifik olarak silindigi mutant farelerde (CIRKO fare) gosterilmistir
(Belke ve ark., 2002). Bu farelerde kalp performansinda bir degisim gézlenmezken,
basing artis1 (Hu ve ark., 2003), isoproterenol (McQueen ve ark., 2005) ya da
miyokardiyal infarktiis (Sena ve ark., 2009) gibi stres durumlarina verdikleri
cevaplarin kontrol durumuna gore istatistiksel olarak anlamli degisim gosterdigi
bulunmustur. Bu veriler dogrultusunda insulin direncinin obezite ya da diyabet gibi
sistemik hastaliklarin olmadigi durumda dahi kalp disfonksiyonuna yol actigi

vargisina ulasilmistir.

Yiksek siikroz igerikli diyet ile MetS deney modeli olusturulan siganlarda
ventrikiiler miyositlerin kisalma ve tekrar uzama evrelerinin kontrole gore (% 42-63)
daha yavas oldugu goriilmistiir (Davidoff, Mason, ve ark., 2004). Mellor ve ark.
2012 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada 12 hafta boyunca yiiksek fruktoz iceren diyet
ile beslenen sigan kardiyomiyositlerinde Ca®" transient siddetinin kontrole gore % 42
diisiik oldugunu, transientin soniimlenme fazi zaman sabitinin ise % 24 oraninda
uzadigint gostermislerdir (Mellor ve ark., 2012). Kalp yetmezligi durumunda

bozulmus hiicre i¢i Ca®" homeostazinin kalp performansim etkiledigi bilinmektedir.



Kalp yetmezligi deney modellerinde azalmis sarko-endoplazmik retikulum kalsiyum
ATPaz (SERCA) ve kardiyak ryanodin reseptor (RyR2) fonksiyonlari ve SERCA ve
fosfolamban seviyelerinde degisimler rapor edilmistir (Arai ve ark., 1994; Bers,
2000; Choi ve ark., 2002; Grassi ve ark., 2007; Hattori ve ark., 2000; Kim ve ark.,
2001; Li ve ark., 2005; Netticadan ve ark., 2001; Pieske ve ark., 1999; Pogwizd ve
ark., 1999; Takizawa ve ark., 1999; Yao ve ark., 2009). Bu nedenle MetS-indiiklii
olusan kalp fonksiyon bozuklugunun mekanistik agiklamasinin yapilabilmesi igin

RyR2 ve SERCA’nin aktiviteleri ve modulasyonlar1 bir ¢ok ¢alismada incelenmistir.

Ryanodin reseptorii homotetramerik yapisi ile bugiine kadar bilinen en biiyiikk iyon
kanalidir (Sekil 1.2). Reseptoriin tek bir monomeri yaklasik 5000 aminoasitten
olugsmaktadir ve toplam molekiil agirligi 2,2 MDa’dur (Inui ve ark., 1987; Lai ve
ark., 1988). Ryanodin reseptoriiniin kardiyak formu (RyR2) kardiyak kasilma-
gevseme ¢iftleniminde 6nemli bir role sahiptir (Nakai ve ark., 1990; Otsu ve ark.,
1990). Kardiyomiyositlerde plazma membran depolarizasyonu voltaj kapili L-tipi
Ca®* kanallarinin acilmasi ile ekstraseliiler stvidan hiicre igine Ca* girisine neden
olur. RyR2’lerindeki Ca?* sensorleri Ca®"’u baglayarak kanalin agilmasini saglar ve
sarkoplazmik retikulumdan (SR) Ca?* salimimi meydana gelir. Bu durum Ca®*
indiiklii Ca** salimmu olarak bilinir (Endo ve ark., 1970; Fabiato, 1983). RyR2
fonksiyonlar1 ¢esitli aksesuar proteinler ve enzimler tarafindan diizenlenmektedir.
FK506 baglayan protein (FKBP12.6) RyR2’lerine baglanarak reseptoriin
fonksiyonunu modiile eden aksesuar bir proteindir (Chelu ve ark., 2004). RyR2
fonksiyonu bazi kinazlar [Protein kinaz A(PKA), Protein kinaz G, Ca-CaM bagimh
kinaz (CaMKII)], fosfatazlar (Protein fosfatazl (PP1), PP2) ve fosfodiesterazlar
(PDE4D3) tarafindan modiile edilmektedir (Rababa'h ve ark., 2013). Bu
modiilatorler RyR2’lerine bir platform proteini araciligiyla bagl bulunmakta ve bu
sayede etkilerini bolgesel diizeyde gosterebilmektedirler (Ruehr ve ark., 2003).
PKA, artmis adrenerjik uyarim durumunda fizyolojik stres sinyalini RyR2’lerine
ulastirmasi agisindan dnemli ve ¢ok calisilmig bir kinazdir. Yapilan ¢alismalarda kalp
yetmezligi durumunda, RyR2’lerinin PKA araciligiyla 2808. serine aminoasitinden
hiperfosforile oldugu ve RyR2 kompleksinden FKBP12.6 proteinin ayrildig
gosterilmistir (Wehrens ve ark., 2006; Xiao ve ark., 2004). FKBP12.6, RyR2’lerinin
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kapali durumlarinin stabilizasyonunu saglayan bir protein oldugu igin bu proteinin
kayb1 ile RyR2’lerinin aktivitelerinin arttigi ve Ca’" salma senkronizasyonunun
bozuldugu gosterilmistir (Marx ve ark., 2000). Ayrica hiicrede artan oksidatif stresin,
RyR2’lerinin FKBP12.6 proteinine olan afinitelerini etkileyerek veya oksidasyonuna
neden olarak reseptdr fonksiyonunu etkiledigi bilinmektedir (Andersson ve ark.,
2011). RyR2’leri PKA’nin yanisira CaMKII-aracilgiyla da RyR2’lerini 2808. serine
aminoasitinden fosforillenmektedir. CaMKIlI-aracili RyR2 fosforilasyonunun kanalin
Ca?* duyarhhigimi ve acgilma olasihigm arttirarak Kkardiyak aritmi ve kontraktil
fonksiyon bozukluklarina yol agtig1 gosterilmistir (Al ve ark., 2005; Wehrens ve ark.,
2004).

Sitoplazma

N
~
~
N

4

Sekil 1.2. Ryanodin reseptor (RyR2) makromolekiil kompleksi (Mohler ve ark., 2007).

Dincer ve ark. 2006 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmada metabolik sendromlu

kopeklerin sag ve sol ventrikiil hiicrelerinde RyR2 fosforilasyonunun arttigin1 ve bu
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artigin reseptoriin ryanodin baglama afinitesindeki azalma ve kalp performansindaki
diisiis ile korele oldugunu gostermislerdir (Dincer, Araiza, Knudson, Shao, ve ark.,
2006). S6z konusu deney hayvanlarinda dolasimda artan epinefrin ve norepinefrin
diizeyleri dikkate alinarak, MetS deney modelinde beta adrenerjik uyarim-indiiklii
PKA aktivasyonu aracilifiyla RyR2’lerinin hiperfosforile oldugu yorumlanmistir

(Dincer, Araiza, Knudson, Molina, ve ark., 2006).

Miklos ve ark. 2012 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada, 6 hafta boyunca fruktozdan
zengin diyet ile beslenen siganlarda kardiyak hipertrofi gelismesine ragmen in-vivo
ya da ex-vivo Olgiilen kardiyak hemodinamik performansin degismedigini
gostermislerdir  (Miklos ve ark., 2012). Bu sicanlarda Ca®" transientlerinin
sontimlenme  siireleri ve hizlar1 degerlendirildiginde Ca?""un eliminasyon
kapasitesinde azalma oldugu bulunmustur. Fruktoz beslemesi SERCA ve
fosforillenmis fosfolamban (pPLN) protein seviyesinde artisa neden olurken toplam
PLN protein seviyesini etkilememistir (Miklos ve ark., 2012). Kaynaklarda MetS
deney modellerinde Slgiilen SERCA ve pPLN protein miktarlar1 hakkinda geligkili
sonuglar vardir. Mellor ve ark. yayinladiklar1 ¢alismaya gore ise 12-hafta fruktoz ile
beslenen sicanlarda SERCA ve pPLN protein miktarlarinda azalma goézlenirken
PP2A’nin protein seviyesinin ise arttigi gosterilmistir (Mellor ve ark., 2012).
Aragtiricilar artmig PP2A aktivitesinin  pPLN diizeylerini azaltmasi sonucunda
SERCA aktivitesinin diisiikk bulundugu sonucuna ulagsmislardir. Clinkii PLN bazal
durumda SERCA aktivitesini engelleyen bir proteindir ancak fosforillendigi durumda
SERCA iizerindeki inhibisyonu kalkar (Mellor ve ark., 2012). SERCA aktivitesi ve
protein seviyesinin diyabet ve MetS durumunda azaldigi deney modellerinde,
hemodinamik fonksiyon bozuklugunun SERCA gen transferi ile diizelebildigi
gosterilmigtir (Connelly ve ark., 2007; Miklos ve ark., 2012). T2DM’li si¢anlarda
SERCA gen transferi ile sol ventrikiil gevseme yanitinda gézlenen uzamanin
diizelmesine ek olarak kasilmanin gerceklesmesi icin gerekli olan oksijen miktarinin
da azalmas1 metabolik regiilasyonda Ca**’un énemini gostermektedir (Sakata ve ark.,
2007).



12

1.5. Fosfodiesterazlarin Kalpteki ifade Diizeyleri ve Modiilasyonu

Hiicre i¢cinde cAMP artisina neden olan iki temel mekanizma vardir. Bunlardan ilki
adenilil siklaz (membrana bagli olarak bulunan ve ATP’nin cAMP’ye doniisiimiini
katalizleyen enzim) aktivasyonu araciligiyla cCAMP sentezinin artmasi, ikincisi ise
CAMP degradasyonunun fosfodiesteraz (PDE) inhibisyonu ile yavaslamasidir.
PDE’larin C-terminal bolgeleri katalitik, N-terminal bolgeleri ise regiilator bolgedir.
N-terminal bolge regiilator proteinler i¢in baglanma noktalari igerir ve ¢esitli kinazlar
tarafindan bu bolgedeki aminoasitler fosforillenerek enzimin aktivitesi regiile edilir
(Beavo, 1995; Conti ve ark., 1995; Manganiello, Murata, ve ark., 1995). PDE
aktivitesi kardiyomiyositlerin sitoplazma, mikrozom ve niikleus ekstraktlarinda
gozlenmistir (Ahluwalia ve ark., 1984). Kardiyomiyositlerde dort PDE ailesi
tanimlanmistir. PDE1; Ca/CaM ile aktive olan ve hem cAMP hem de cGMP’yi
hidrolize eden, PDE2; ¢cGMP ile aktive olan ve hem cAMP hem de cGMP’yi
hidrolize eden, PDE3; ¢cGMP ile inhibe oldugu bilinen ve hem cAMP hem de
cGMP’yi hidrolize eden ve PDE4; 6zellikle cAMP’yi hidrolize ettigi bilinen bir

fosfodiesteraz ailesidir (Maurice ve ark., 2003).
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Sekil 1.3. Fosfodiesteraz regiilasyonu (Zaccolo ve ark., 2007).

Yapilan calismalarda, fosfodiesterazlarin kinazlar tarafindan fosforillenmesi ile

fonksiyonlarmin diizenlendigini gdsteren bulgulara ulagilmistir. PDE1A ve PDEIB
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izoenzimlerinin protein kinaz A (PKA) ve Ca?*-Kalmodulin bagimli kinaz (CaMKII)
tarafindan  fosforillendiginde, enzimin kinetik parametrelerinde degisiklik
olmaksizin, enzimin Ca®* ve kalmoduline olan afinitesinin azaldigi gozlenmistir.
Yine bu enzimlerin kalsiyum kalmodulin bagimli bir fosfataz olan kalsinorin
tarafindan defosforile olmasi ile aktivitelerinin azaldig: gosterilmistir (Conti ve ark.,
1995; Manganiello, Murata, ve ark., 1995). Kalsinorin, bir serin/treonin fosfatazdir
ve artmus hiicre ici Ca®* konsantrasyonu ile aktive olmaktadir. Zhu ve ark. 2010
yilinda yayinladiklar1 makalelerinde, kalsinorinin direkt olarak PDE4D’nin protein
ifade diizeyinin ve aktivitesini regiile ettigini gdstermiglerdir. Kalsindrin inhibitorii
varliginda PDE4D’nin yar1 Omriiniin 4 saatten 1 saate distiigiinii gozlemis ve
enzimin degradasyonu {izerinde de kalsindrinin etkisinin oldugunu ifade etmislerdir
(Zhu ve ark., 2010). Arastirmacilar ayrica kalsinorin ile birlikte kazein Kkinaz
1/GSK3p’ninda, cAMP sinyal iletimi iizerine negatif regiilasyon gosterdiklerini
bildirmislerdir. PDE4D3’in, N-terminal bolgesinin 54. serin aminoasitinden PKA
tarafindan fosforillendigi zaman cAMP’yi hidrolize etme etkisinde artis gozlenirken,
13. serin aminoasitinden fosforillendiginde mAKAP proteinine baglanma olasiliginin
arttigr gosterilmistir (Carlisle Michel ve ark., 2004). Kinazlarin diginda siklik
niikleotitler de PDE’larin modiilatorleri olarak bilinmektedir. Ornegin, PDE2 cGMP
ile aktive olup cAMP’yi hidrolize eden bir fosfodiesterazdir. Bu modiilasyonun,
cGMP bagiml bir yolak ile, enzimin cAMP’ye olan afinitesinin artmasi sonucunda
gerceklestigi diisiiniilmektedir. Ortamda diisiik konsantrasyonda cGMP bulundugu
deney kosullarinda enzim aktivitesinin 2-6 kat arttigi gosterilmistir (Lugnier ve ark.,
1993; Muller ve ark., 1992). Goriildiigii gibi PDE’larin fonksiyonlart Kinazlar,
fosfatazlar ve siklik niikleotitler tarafindan modiile edilmektedir. Kalp kasi fonksiyon
bozuklugunun altinda yatan nedenlere fosfodiesterazlarin katkisini degerlendirirken
tim bu modiilatérleri gdz  Onlinde  bulundurarak  olast  etkilesimler

degerlendirilmelidir.
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1.6. Fosfodiesterazlarm Kardiyak Fonksiyonu ve Ca’* Homeostaz Uzerine
Etkileri

Siklik niikleotit fosfodiesterazlar (PDE), ikincil haberci olan cAMP ve ¢cGMP’yi
hidrolize ederek hiicre i¢i sinyal yolaklarinda oOnemli gorevler alirlar. PDE
aktivitesinin degistigi durumlarda obezite, insulin direnci, hipertansiyon ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin gozlendigi bilinmektedir (Francis ve ark., 2011,
Lugnier, 2006). Etkisi incelenmek istenilen enzimin spesifik inhibitorii kullanilarak
yapilan fonksiyon deneyleri, fosfodiesterazlarin kalpte inotropik ve lusiotropik
yanitlara neden oldugunu gostermistir. PDE3 inhibitorlerinin kullanildigi deneylerde
PDE3 inhibitérii kullanimiyla bazal Ca®* akim siddetinde artis gdzlenmistir
(Kajimoto ve ark., 1997; Malecot ve ark., 1986; Matsui ve ark., 1999). Arastirmacilar
gbzlenen bu artisin kanalin iletkenliginin artmasiyla olusmus olabilecegini
onermislerdir. Bir PDE3 inhibitorii olan milrinon uygulamasiyla hiicre i¢i cAMP
konsantrasyonunun % 50, Ca®* akimlarinin ise % 43 arttig1 gosterilmistir (Olson ve
ark., 1987). PDE3 inhibitérlerinin Ca®* akimlarini arttirmalarinin yamsira aksiyon
potansiyeli siddeti, siiresi ve kalp atim hizin1 da arttirdig1 gosterilmistir (Fujino ve
ark., 1988). Ayrica PDE3 inhibitorlerinin SR Ca?* miktarinda artisa neden oldugu
veya ryanodin duyarli mekanizma ile Ca**  salimmni arttirarak inotropik yanit
olusturdugu gosterilmistir (Holmberg ve ark., 1991; Lancaster ve ark., 1997; Malecot
ve ark., 1985; McGarry ve ark., 1994; Morgan ve ark., 1986). PDE inhibitorlerinin
SR Ca* salmmm PKA bagimli RyR2 fosforilasyonu yoluyla arttirdiklari
onerilirken (Hain ve ark., 1995; Perchenet ve ark., 2000), deponun Ca?* miktarinda
gozlenen artisin ise, PDE3 inhibitorleri etkisiyle aktivitesi artmis olan, PKA’nin
fosfolambani fosforile etmesi sonucunda, Ca* pompasinin iizerindeki fosfolamban
inhibisyonunun kalkmasi ile pompanin sitozolden depoya daha fazla Ca®* tagimasi
yoluyla oldugu diistiniilmektedir (Edes ve ark., 1995; Morgan ve ark., 1986; Yano ve
ark., 2000). McGarry ve ark. 1994 yilinda yaptiklari ¢alismada PDE inhibitori
kullanimimin RyR2 kanallarinin agilma olasiligin1 etkileyerek de Ca?* salimmin

etkilediklerini 6ne siirmiislerdir (McGarry ve ark., 1994).
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Sekil 1.4. Fosfodiesterazlarin hiicre i¢i Ca®* homeostazindaki yeri. NCX; sodyum kalsiyum
degistokuscusu, SERCA; sarkoendoplazmik retikulum Ca* ATPaz, PMCA; plazma
membran Ca®* tagiyict ATPaz, PP2A; protein fosfataz 2A, TNNC; troponin C, TNNI;
troponin | (Maurice ve ark., 2014).

PDES3 inhibitorii kullaniminda oldugu gibi, PDE4 inhibitoriiniin kullanimi ile de L-
tipi Ca®" akimlarinin (LTKK) ve aksiyon potansiyeli atesleme oranmnin arttigi rapor
edilmistir (Marcantoni ve ark., 2009). PDE4 izoformunun ratlarda sarkolemma
tizerinde (Okruhlicova ve ark., 1996), PDE4D’nin sarkomer Z ¢izgisinde
(Manganiello, Taira, ve ark., 1995), PDE4B’nin LTKK kompleksinde (Leroy ve ark.,
2011) ve PDE4D3’tin ise RyR2 makro molekiiler kompleksinde lokalize oldugu
gosterilmistir (Lehnart ve ark., 2005). Ayrica ¢ift boyama deneylerinde PDE4D
izoformlarmin SR’da lokalize oldugu gosterilmistir (Verde ve ark., 2001). Bu veriler
PDE4 ailesinin kardiyomiyosit kasilma fonksiyonunun diizenlenmesinde aktif rol

aldigin diisiindiirmektedir.

Klinikte PDE inhibitorlerinin kullaniminin kalp yetmezligi ve aritmi olusumuna yol
actigr gozlenmis ve bu etkinin altinda yatan mekanizmalar arastirilmistir. Bu
arastirmalardan biri olan Lehnart ve ark. 2005 yilinda yaymladiklart ¢alismada
PDE4D3’iin RyR2 kompleksi ile beraber bulundugu ve bu mikro ortamdaki PDE4D3
protein ifadesinin azalmasi ile PKA aracili RyR2 fosforilasyonunun arttigi ve

dolayisyla sizintili hale gelen kanalin Ca®* ¢ikislarimi kontrol edemedigi ve bu sayede
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kardiyak fonksiyon bozuklugunun veya aritmi gozlenme olasiliginin arttigini 6ne
stirmiislerdir (Lehnart ve ark., 2005). Molina ve ark. 2012 ise insan atriyum kasinda
PDE4’iin cAMP seviyesinin ve bu sayede LTKK’larindan ca®* girisinin kontrol
edilmesinde kritik bir roliiniin oldugunu ve PDE4 aktivitesinin azalmasi durumunda
aritmi insidansinin arttigini  gostermislerdir (Molina ve ark., 2012). Beca ve ark.
2011 yilinda yaymladiklari ¢calismada PDE4D ifade etmeyen farelerde in-vivo ve ex-
vivo kaydedilen bazal kardiyak kasilma fonksiyonlarinin, izole kardiyomiyositlerde
Olgiilen Ca*" transient siddetlerinin ve SR Ca® iceriginin arttigini gostermislerdir
(Beca ve ark., 2011). Arastiricilar bu orneklerde PLN fosforilasyon diizeylerinin
yilksek oldugunu gosterirken RyR2 fosforilasyonlarinda anlamli bir artig
gormemislerdir. Aymi arastiricilarin 2013 yilinda yaymnladiklari calismada ise
PDE3A ifade etmeyen farelerde 6l¢iilen parametrelerin PDE4D ifade etmeyen fareler
ile paralel degisim gosterdigi sonucundan yola ¢ikarak, PDE4D gibi PDE3A’nin da
SERCA fonksiyonunu regiile ederek bazal kasilmayr modiile ettigi sonucuna
varmiglardir (Beca ve ark., 2013). Kardiyomiyositlerde PDE bazal aktivitesinin
gosterildigi bir bagka calismada, sinoatriyal nod hiicrelerine IBMX uygulandiginda
bazal cCAMP seviyesinin 9-kat, PKA bagimli fosfolamban fosforilasyonunu 2-kat ve
hiicrelerin atesleme hizlarin1 % 55 oraninda arttigi gosterilmistir (Vinogradova ve
ark., 2008).

PDE’larin hiicre herhangi bir uyarim altinda degil iken (bazal durum) aktivitelerinin
kasilma fonksiyonlarina yansimadigi ancak siklik niikleotitlerin artis1 ile sonuglanan
bir uyarim sonrasinda aktivitelerinin arttigin1 gosteren ¢alismalar vardir. Leroy ve
ark. 2011 yilinda yayinladiklar ¢alismada PDE4 ifade etmeyen siganlarda elektriksel
uyarim altinda Ca?* transient genliklerinde fark olmamasina ragmen isoproterenol
(ISO; B-AR reseptor agonisti) uygulamasiyla gézlenen floresan siddet artisinin PDE4
proteinini ifade etmeyen sicanlarda daha fazla oldugu gosterilmis ve B-AR
stimulasyon altinda PDE4B’nin LTKK akimlari iizerine regiilatér etki gosterdigi
vurgulanmistir (Leroy ve ark., 2011). Benzer sekilde Verde ve ark. 1999 yilinda
yayinladiklar1 ¢alismada PDE1, PDE2, PDE3 ve PDE4 inhibitorlerinin LTKK
akimlar lizerine etkileri incelenmis ve genel PDE inhibitorii IBMX uygulamasinin

bazal Ca®* akimlari iizerine % 120 ve cAMP seviyesi iizerine % 70 artig gosterdigi
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bulunmustur (Verde ve ark., 1999). Dort PDE alttipi i¢in ayri ayr1 kullanilan PDE
inhibitorleri bazal Ca®* akimlar iizerine etki gdstermezken, bazal cAMP diizeylerini
ancak % 20-30 oraninda arttirmistir. Submaksimal ISO varliginda ise dort PDE
inhibitori de Ca®* akimlarmi arttirmistir. PDE alttiplerinin ISO varliginda
gosterdikleri etkinin PDE4>PDE3>PDE2>PDE1 seklinde oldugu rapor edilmistir
(Verde ve ark., 1999).

1.7. Diyabet Modellerinde Fosfodiesteraz Aktiviteleri

Kaynaklarda deneysel diyabet durumunda gergeklestirilen PDE ¢alismasi kisithi
sayidadir ve mevcut calismalarin biiyiik ¢ogunlugunda insulinin PDE aktivitesi
tizerine etkileri incelenmistir. Bu ¢alismalarda insulinin adipoz (Loten ve ark., 1970)
ve kalp dokusundan izole edilmis cAMP’yi hidrolize eden PDE’lar1 (Senft ve ark.,
1968) aktive ettigi gosterilmistir. Das ve Chain 1972 yilinda yaptiklart ¢alismada
streptozotosin ile perfiize edilen kalplerde cAMP ve cGMP PDE aktivitelerinin %
25-35 oraninda diistiglinii ve insulin perflizyonunun azalan PDE aktivitelerini
anlamli diizeyde arttirdigim1 gostermislerdir (Das ve ark., 1972). Daha sonraki
yillarda yapilan c¢aligmalarda insulin uyariminin adipositlerde protein kinaz B (Akt)
araciligi ile PDE3 aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir (Kitamura ve ark.,
1999; Wijkander ve ark., 1998). Insulin PDE aktivitesini arttirdi1 gibi PDE’lar da
insulin salintmini arttirmaktadir. Yapilan bir ¢calismada PDE3’lin spesifik olarak
inhibisyonunun pankreas ada hiicrelerinden insulin sekresyonunu azalttig
gosterilmistir (Parker ve ark., 1995). Pankreas ada hiicrelerinde PDE3B yiiksek
oranda ifade ettirilen mutant farelerde artan insulin sekresyonu sonucunda glukoz

intoleransinin gelistigi gosterilmistir (Harndahl ve ark., 2004).

PDE4B ifade etmeyen mutant ve mutasyona ugramamis (kontrol) fareler yiiksek yag-
yiiksek siikroz igeren diyet ile 4-hafta beslenmislerdir. Besleme periyodunun
sonunda PDE4B ifade etmeyen siganlarin kilo artiglarinin ve yag doku agirliginin
daha az, adipositlerinin daha kiicliik ve serum leptin diizeylerinin kontrol grubuna

gore daha diisik oldugu goézlenmistir. Ayrica mutant farelerde diyet-indiiklii
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inflamasyonun olusumunun da azaldig1 gosterilmistir (Zhang ve ark., 2009). Sonug
olarak arastiricilar obezite ile miicadelede PDE4B’nin dikkate alinmasi gerektigini

vurgulamiglardir.

Simdiye kadar MetS, obezite, Tip 1 veya Tip 2 diyabet durumlarinda PDE’larin kalp
ifade diizeyleri ve aktiviteleri hakkinda yapilan tek ¢aligma olan Nagaoka ve ark
tarafindan 1998 yilinda yayinlanan c¢aligmada, insulin direncine sahip obez
sicanlarda kardiyak PDE3B mRNA seviyesinin 12. haftada artmis oldugu buna
karsin PDE3 ve PDE4 aktivitesinin kontrole gore farkli olmadigi gosterilmistir
(Nagaoka, Shirakawa, Balon, ve ark., 1998).

1.8. Calismanin Amaci

Bu tez calismasinin kapsami iki boliimden olusmaktadir. ilk olarak % 32 siikroz
iceren icme suyu diyetini 16 hafta boyunca uygulamanin Wistar tiirii sicanlarda
metabolik sendrom deney modelinin olusumuna neden oldugunu dogrulamak ve bu
deney modelinde kardiyak fonksiyon bozuklugunu doku ve hiicre diizeyinde

gosterebilmek amaclanmustir.

Bolim 1.7°de bahsedilen adipositler ve pankreas hiicrelerinde PDE’lar ile insulin
salmimi arasindaki iliski cesitli ¢aligmalarda incelenmistir. Fakat simdiye kadar
metabolik sendrom (MetS) ya da obezite durumundan kardiyak PDE’larin nasil
etkilendigi ve gozlenen patolojilere bu enzim ailesinin katkisinin olup olmadigi
heniiz ¢alisiimamistir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinin ikinci boliimiinde, olusturulan
deneysel MetS durumunda kardiyak PDE’larin ifade diizeylerinin, aktivitelerinin ve
kalbin kasilma fonksiyonu iizerine etkilerinin elektrofizyolojik ve molekiiler

biyolojik yontemler ile incelenmesi amaglanmistir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Tez ¢aligmasinin amacinin sematik gésterimi
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Sicanlarda Metabolik Sendrom Deney Modelinin Olusturulmasi

Calismamizda kullanilan deney hayvanlar1 igin Ankara Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay raporu almmistir (2012-5-35). Deney
hayvanlar1 (siganlar) Ankara Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Laboratuvarindan temin edilmistir. Calismalarimizda baslangi¢ agirliklar1 180-200 g
arasinda degisen, 2 aylik Wistar tiirli erkek sicanlar tercih edilmis olup, deney stiresi
boyunca bu hayvanlar her kafeste 3-adet olacak sekilde, su ve yem kisitlamasi
olmaksizin, standart deney hayvani barinma kosullarinda anabilim dalimizda bulunan
deney hayvanlar1 barinma tinitesinde tutulmustur. Calismamizda, hayvanlar iki gruba
ayrilarak, birinci gruba (kontrol) standart sican yemi ve ¢esme suyu verilirken, ikinci
gruba standart sigan yemine ek olarak % 32 oraninda (935 mM) siikroz i¢eren ¢esme
suyu verilerek yiiksek karbonhidrat icerikli diyet ile metabolik sendrom (MetS)
deney modelinin olusturulmasi hedeflenmistir (Vasanji ve ark., 2006). Bu besleme
protokoliinii 12 hafta boyunca uyguladigimizda aglik kan sekeri degerlerinin ancak
10. haftadan sonra arttigi gozlemlenmis ve kalp fonksiyonlarinda degisikliklerin
olabilmesi icin asgari besleme siiresi kaynaklar dogrultusunda, 16-haftalik besleme
stiresi olarak belirlenmistir (Aguilera ve ark., 2004; Balderas-Villalobos ve ark.,
2013; Nunes ve ark., 2013).

2.2. Sicanlarda Metabolik Sendrom Deney Modelinin  Olusumunun

Dogrulanmasi

Diinya Saglik Orgiitii ve Uluslararas1 Diyabet Federasyonu insanlarda metabolik
sendrom tani kriterlerini; glukoz toleransindaki bozulma, insulin direncinin olugsmast,
serum trigliserit ve insulin miktarlarinda artma, arteriyal kan basincinda artma veya

serum HDL diizeyinde azalma olarak tanimlamaktadir. Bu kriterlerden en az ¢
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tanesine sahip olmak metabolik sendrom tanis1 i¢in yeterli goriilmektedir. Siganlarda
yiiksek karbonhidrat-indiiklii metabolik sendrom olusumunu tespit etmek amaciyla,
siganlarda oral glukoz tolerans testi ve HOMA indeksi hesaplamalari ile insulin
direng gelisimi, serum insulin ve trigliserit diizeylerinin ol¢iimii, arteriyal kan

basinglar1 ve serum leptin-ghrelin hormonlarinin protein seviyeleri 6lglilmiistiir.

2.2.1. Oral Glukoz Toleransinin ve Insulin Direncinin Olciilmesi

Siikroz igeren su ile beslenen hayvanlarda insulin direncinin gelisip gelismedigini
anlamak i¢in, si¢anlara oral glukoz tolerans testi (OGTT) uygulanmistir. Bu deney
icin bir gece Oncesinden ag¢ birakilan hayvanlara gavaj yoluyla 1 g/kg miktarinda
glukoz verilmigtir. Kan ornekleri, glukoz verilmeden once (0. dk) ve glukoz
yiiklemesinden sonrasi, ilk 15., 30., 60. ve 120. dakikalarda hayvanlarin kuyruk
uglart kesilerek toplanmistir. Toplanan Orneklerin glukoz diizeyleri Accu-Chek
glukoz 6l¢iim cihaziyla dl¢iilmiistiir. Ayrica klinikte siklikla kullanilan “homeostasis
model assesment; HOMA” testi siganlara uygulanarak sistemik insulin direnci
gelisimi arastirilmistir. Bu test i¢in, aclik kan glukoz ve insulin diizeyleri 6l¢iilmiis,
Olgiilen bu degerler insulin direnci HOMA-IR formiiliine yerlestirilerek sistemik
insulin direnci degerlendirilmistir. (HOMA-IR=A¢lik Glukoz (mmol/L) X Aclik
Insulin (mU/l) / 22,5). Yine aym veriler kullanilarak pankreas beta hiicrelerinin
insulin sekresyon oranlart HOMA-B (HOMA-B = [20 X Aglk Insulin (mU/L)] /
[Aclik Glukoz (mmoL/L) - 3.5)] formiiliine koyularak degerlendirilmistir (Shpilberg
ve ark., 2012).

Serum insulin diizeyleri, SPI-bio marka ve A05105 katalog numarali, enzimle
baglanmis immiin deneyi (enzim-immunoassay) gerceklestirmek iizere tasarlanan bir
ticari kit kullanmilarak olclilmiistiir. Bu kitin calisma prensibi kisaca soOyledir;
isaretlenmemis (Ornekten gelen) insulin molekiilii ve asetilkolinesteraz ile
isaretlenmis insulin molekiilii (kit icerisinde bulunan), kisith sayida ve deney
ortamina sabitlenmis insulin antikoruna yarismali olarak baglanir. Asetilkolinesteraz

Ellman reaktifi ile reaksiyona girerek sar1 renkli bir bilesik olusturur.
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Spektrofotometre ile Olciilen renk yogunlugu, isaretlenmis insulinin deney
ortamindaki insulin antikoruna baglanmasiyla dogru, 6rnekten gelen isaretlenmemis
insulinin ayn1 antikora baglanmasi ile ters orantilidir. Orneklerdeki insulin miktar
her bir deney ortaminin (96 well plate, kuyu) renk yogunlugu insulin standartinin

renk yogunluguna gore karsilastirarak bagil olarak tayin edilmistir.

2.2.2. Serum Trigliserit Diizeylerinin Olciilmesi

Yiiksek siikroz icerikli diyet ile 16 hafta boyunca besledigimiz siganlarda metabolik
sendrom olusumunu tespit etmek amaciyla, besleme protokolii sonunda siganlardan
toplanan serum &rneklerinde trigliserit seviyeleri 6lgiilmiistiir. Olgiimde Cayman
marka (10010303 kod numarali) kolorimetrik kit kullanilmistir. Bu kitin ¢alisma
prensibi kisaca sOyledir; serum Orneklerinde bulunan trigliserit molekiilleri kit
iceriginde bulunan lipaz enzimi ile gliserol ve serbest yag asitlerine parcalanir. A¢iga
cikan gliserol, gliserol kinaz enzimi tarafindan fosforillenerek gliserol-3-fosfat
olusur. Olusan gliserol-3-fosfatin, gliserol fosfat oksidaz tarafindan okside edildigi
reaksiyon sonucunda dihidroksiasetonfosfat ve hidrojen peroksit agiga c¢ikar.
Peroksidazin katalizledigi bir reaksiyon ile hidrojen peroksit, 4-aminoantipirin ve
etilanizidin molekiilleri ile redoks tepkimesine girer ve bu tepkime sonucunda mor
renkli bir madde olusur. Renk yogunlugu ornekteki trigliserit miktar1 ile dogru
orantilidir. Deney gruplarindan elde edilen renk yogunluk sinyalleri trigliserit
standartindan elde edilen sinyaller ile birlikte degerlendirilerek Orneklerdeki

trigliserit miktarlar1 dl¢tilmiistiir.

2.2.3. Hemodinamik Parametrelerin Olciimii

Uyguladigimiz deney modelinden hemodinamik parametrelerin  etkilenme
diizeylerini degerlendirebilmek icin “tail cuff” yontemi (NIBP200-A noninvaziv
tansiyon 6l¢iim aleti, BIOPAC) ile kuyruktan kan basing dl¢iimii gergeklestirilmistir.
Bunun i¢in si¢anlar viicut hareketlerini kisitlayan ve “holder” olarak adlandirilan bir

sabitleyici alan igine alindiktan sonra holder, sicakhg 32°C olan bir kabine
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yerlestirilmistir. Kabinin disina kiiglik bir agikliktan ¢ikarilan kuyruklara “tail cuff
sensorii” takildiktan sonra siganlarin 1-sa boyunca bu sekilde tutularak ortama
alismalar1 ve kan basinglarinin normale donmesi beklenmistir. Hayvanlar
sakinlestikten ve damarlar1 ortam sicaklifina bagli olarak kayitlanabilir duruma
geldikten sonra arter-kan basinci 6l¢iilmiistiir. Bu diizenekte si¢anlarin sistolik kan

basinglari ile kalp atim hizlar1 kaydedilmistir.

2.2.4. Serum Leptin ve Ghrelin Hormon Protein Diizeylerinin Western-Blot

Teknigi ile Olgiilmesi

Metabolik sendrom olgusunu olusturmay1 hedefledigimiz siganlarda serum leptin ve
ghrelin diizeyleri, metabolik sendromun sistemik parametreleri olarak diisiiniilerek
Western-blot yontemi ile protein diizeyleri oOlgiilmiistiir. Bunun i¢in ilk olarak,
sicanlardan toplanan serum Orneklerinin protein miktarlart BradFord yontemi ile
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Daha sonra ilgilenilen protein miktarlarinin
Ol¢iimii icin Western-blot yontemi uygulanmustir. Elektroforez prensibine dayali
olarak c¢alisan bu yontemde, kimyasal ajanlarla negatif yiikle yiiklenmis ve primer
yapilarma indirgenmis proteinler elektrik alan altinda pozitif kutuba dogru gog
ettirilir ve molekiiler agirliklarina gore, deney ortami olan, gézenekli jel ortaminda
(SDS-PAGE) farkli bolgelerde (kDa olarak) konumlanirlar. Daha sonra, jelde
ayrilmis olan bu proteinler elektrik alan etkisiyle PVDF membrana aktarilir edilir ve
bu asamadan sonra ilgilenilen proteine spesifik antikorlar (Santa Cruz biyoteknoloji)

kullanilarak bu proteinlerin 6rnek icerisindeki miktar1 hakkinda bilgi edinilir.

2.3. Metabolik Sendromlu Sicanlarda Sistemik Oksidan ve Antioksidan

Seviyelerinin Olciilmesi

Uyguladigimiz yiiksek karbonhidrat igerikli diyet prosediiriiniin metabolik sendrom
olusturma potansiyelini ve olusan sendromda hangi parametrelerin hastalik

patofizyolojisine katkida bulundugunu anlamayr amacladigimiz bu ¢alismada,
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sicanlarin serum oksidasyon durumlarint dlgmenin ¢aligmalarimiza yol gosterecegi
diisiincesi ile serum 6rneklerinde “total antioksidan durum” ve “total oksidan durum”
Olclilmiistiir. Bunun i¢in Rel Assay Diagnostic firmasi tarafindan iiretilen RLO017
kod numarali “Total Antioxidant Status Assay Kit (TAS)” ve RL0024 kod numarali
“Total Oxidant Status (TOS)” kolorimetrik kitleri kullanilmistir. Kisaca kitlerin
calisma prensipleri soyledir; TAS deneyinde siganlardan toplanan serum Grneginin
icerisindeki antioksidanlar, deney ortamma ekledigimiz mavi-yesil renkli ABTS"
radikalini renksiz formdaki ABTS molekiiliine indirger. 660 nm dalga boyundaki
absorbans degeri Ornegin toplam antioksidan seviyesi ile ters orantilidir. Deney,
vitamin E analogu olarak bilinen bir antioksidan olan Trolox ile kalibre edilmistir.
TOS deneyinde ise serum Ornekleri icerisindeki oksidanlar, deney ortamina
ekledigimiz ferr6z iyon ¢elator kompleksini ferrik iyon haline okside eder. Olusan
ferrik iyonlar deney ortaminda bulunan kromojen ile renkli bir bilesik olusturur.
Spektrofotometrik olarak olgiilen renk yogunlugu ornekteki oksidan molekiilleri ile
dogru orantilidir. Deney bilinen bir oksidan bilesigi olan hidrojen peroksit ile kalibre

edilmistir.

2.4. Yiiksek Siikroz ile Beslenen Sican Kalplerinin Histolojik Degerlendirmesi

Yiiksek siikroz ile beslenmis sicanlarin kalp dokularinda yapisal degisimleri
incelemek amaciyla Fakiiltemiz Histoloji-Embriyoloji A.B.D’nin yardimlariyla 151k
mikroskobu ile histolojik incelemeler yapilmistir. Bu degerlendirmeler i¢in % 10’luk
tamponlu formalin (pH: 7,35) ¢ozeltisinde tespit edilen kalp dokulari sirasiyla
dereceli alkollerden gecirilerek dehidratasyona ugratilmis ve saydamlagmalari igin
ksilene aktarilmistir. Saydamlasan dokular 60°C etiivde 1-sa boyunca % 50 ksilen -
% 50 parafin ¢ozeltisinde daha sonra da 4-sa parafin ¢ozeltisinde inkiibe edilmistir.
Etliv disina ¢ikarilip parafine gomiilen dokular -18°C’de dondurulduktan sonra bir
mikrotom ile (Leica RM 2125RT model) doku 6rneginin uzun eksenine paralel
olacak sekilde 4 um kalinliginda kesitler alimmistir. Kesitler, miyositleri
goriintiilemek amaciyla Hematoksilen Eozin (HE), miyokardiyumda bag doku

durumunu goriintiillemek amaciyla ise Masson’un Trikrom boyasi (MT) ile
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boyanmigtir. Ayrica alinan 6rneklerin bir kismi dokulardaki yag birikimini tespit
edebilmek amaciyla Oil Red-O boyast ile boyanmistir. Bu boyama igin doku
kesitleri, % 4'lik PFA (paraformaldehit) ¢ozeltisinde oda sicakliginda 24-sa fikse
edildikten sonra 1,2 M siikroz ve % 0,1 PFA iceren ¢ozeltide (+4°C'de) bir gece
bekletilmis ve kriyokasetlerin iizerine kriyomatrikse gomilmiistiir. AXxioscope Al
model (Carl-Zeiss) 1sik mikroskobuyla incelenen kesitler AxioCam MRc5 (Carl
Zeiss) dijital goriintiileme sistemi ile fotograflanmistir. Kardiyomiyosit ¢aplart HE
ile boyanmis kalp dokularinin enine kesitlerinden ol¢iilmiistiir. Bu 6l¢iim ig¢in her
hayvana ait preparatlardan rastgele biri segilerek x40 objektif biiylitmesinde 5 farkli
alanda 10’ar kas lifi alan1 6l¢iimii olmak iizere, toplamda her hayvana ait 50 6l¢timiin
aritmetik ortalamasi alinmis ve daha sonra gruplardaki hayvanlara ait genel

ortalamalar hesaplanmustir.

2.5. izole organ ¢calismalari: Sol Ventrikiil ici Basing Olciimii

Deney siiresini tamamlayan siganlar, heparinli pentobarbital ile (30 mg/kg) anestezi
edildikten sonra kalpleri hizli bir sekilde ¢ikarilarak 6nceden gazlandirilmis (% 95 O;
ve % 5 CO; ile) Krebs-Hensleit ¢ozeltisi [(mM olarak): NaCl 119; KCI 4,8; CaCl,
1,8; MgSO, 1,2; KH,PO, 1,2; NaHCO3; 20; glukoz 10 ve pH: 7.,4] igerisine
alimmistir. Kalpler, cevre bag dokularindan temizlendikten sonra Langendorff
perfiizyon sistemine asilmis ve perfiizyon hizi 6 mL/dk. ve ortam sicakligi 37°C
olacak sekilde ayarlanmistir. Deneye baslamadan once sinoatriyal nod ezilerek
kalbin kendiliginden ritim iiretmesi engellenmis, yalnizca disaridan uygulanan
elektriksel uyarmm ile kasilma yamitlarmin olusmasi saglanmistir. Izole kalbin
kasilma giicii, sol ventrikiil i¢ine yerlestirilen i¢i sivi dolu bir balon ile, basing
degisimleri olarak ol¢iilmiistlir. Bir katater araciligiyla basing ¢evirecine bagli olan
balonun i¢ basinc1 20 mmHg olacak sekilde ayarlanarak bir 6n yiik olusturulmustur.
Deney gruplarindan disekte edilen kalpler, aort ve apeks kisimlarindan elektrotlar ile
baglanarak, frekans1 300 atim/dk olacak sekilde genligi 30 V, siiresi 1,5 ms olan kare
bicimli bir sinyal ile elektriksel olarak uyarilmistir. Bu kosullar altinda, kalplerin sol
ventrikiil i¢i basing degerleri 200 Hz 6rnekleme hiziyla, bir basing ¢evireci ve bir

A/D dontstiiriicti yardimiyla kaydedilmistir. Balon i¢inde uyari ile olusan basing
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degisiklikleri intraventrikiiler izovolumetrik basing degisikliklerini temsil etmektedir.
Bu veriler kullanilarak sol ventrikiil basing degisimleri (SVB), sol ventrikiil diyastol
sonu basinglar1 (SVDSB), basing degisim hizlar1 (=dP/dt) ve bu degisimlerin zaman
desenleri [sars1 egrisinin tepeye ulagsma stiresi (TP) ve maksimum genligin %50’sine

inig siiresi (DTsp) incelenmistir.

2.6. izole doku ¢alismalari: Papiller Kas izometrik Kasilmalarinin Ol¢iilmesi

Papiller kas kasilma ve gevseme yanitlarinin incelenecegi deneyler igin siganlar
heparinli pentobarbital ile (30 mg/kg) anestezi edildikten sonra kalpleri hizli bir
sekilde ¢ikarilarak 6nceden gazlandirilmis (%95 O, ve % 5 CO; ile) Krebs-Hensleit
¢ozeltisi [(mM olarak): NaCl 119, KCI 4,8, CaCl; 1,8, MgSO, 1,2, KH,PO,4 1,2,
NaHCO3; 20 ve glikoz 10, pH:7,4] igerisine alinmistir. Papiller kaslar dikkatli bir
sekilde izole edildikten sonra, kas bir ucundan igne elektrot ile banyo tabanindaki
muma sabitlenirken, diger ucu bir kuvvet gevirecine (Grass FT03) baglanmis ve
Krebs-Hensleit soliisyonu ile perfize (37°C) edilmistir. Bir maksimum-alt
gerilmenin elde edilebildigi gerilme degerine getirilen kas preparatlarinin, tonusunun
kararli bir duruma gelmesi i¢in yaklasik 30-dk beklendikten sonra, bir stimiilator
aracilig1 ile (Grass S48) 3-ms ve 0,2 Hz frekansa sahip kare bi¢imli elektriksel uyari
ile uyarilarak papiller kas seritlerinde elektriksel uyar1 ile sarsi egrileri (kasilma-
gevseme) elde edilmistir. Kasilma yanitlart bir 6n amplifikator (Grass P16) aracilig
ile 1000-kat biyiitiildikten sonra analog sinyaller bir analog-dijital cevirici
(Adventech PCL-818 PQG) araciligt ile 10-kHz o6rnekleme hizinda dijital ortama
kaydedilirken, es zamanli olarak monitorize edilmistir. Sarst egrilerinin kinetik
analizi, Microsoft Excell programi ile hazirlanan bir analiz algoritmas: ile gama-
dagilim fonksiyonuna uydurularak gerceklestirilmistir. Sarsi egrilerinin bazal
degerden ¢ikarilarak Olciilen tepe degeri (net kasilma degeri olarak), tepeye ¢ikis
stiresi (TP) ve maksimum degerin %50’sine inis siiresi (DTsg) Olgiilerek gruplar

arasinda karsilagtirma parametreleri olarak kullanilmistir.
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Fosfodiesteraz (PDE) inhibitorlerinin papiller kasi kasilma-gevsemesi {izerine
etkilerini inceledigimiz deney protokollerinde, oncelikli olarak elektriksel uyar1 ile
indiiklenen kasilmalar {izerine, PDE inhibitorlerinin etkileri incelenmistir. Bunun i¢in
yaklasik 5-dk elektriksel olarak uyarilan ve kasilma genligi kararli duruma gelen kas
dokusuna ya PDE4 inhibitorii rolipram (10 M), ya PDE3 inhibitérii milrinon (107
M) ya da genel PDE inhibitorii olan IBMX (10° M) siiperfiize edilerek, bu

inhibitorlerin kasilma-gevseme fonksiyonlar1 lizerine etkileri 6l¢tilmiistiir.

Kaynaklarda PDE inhibitorlerinin etkilerinin daha ¢ok adrenerjik uyarim altindayken
onem kazandigini vurgulayan c¢aligmalar mevcuttur (Afzal ve ark., 2011; Jurevicius
ve ark., 2003; Leroy ve ark., 2011; Mika ve ark., 2013; Weninger ve ark., 2013). Bu
nedenle papiller kas dokusu elektriksel olarak kasilirken adenilat siklaz aktivatori
forskolin (10° M) ile doku uyarilmistir. Forskolin etkisi ile gdzlenen inotropik
yanitin kararli bir degere ulagmasini takiben (yaklasik 5-dk.), PDE4 inhibitorii
rolipram (10 M), PDE3 inhibitérii milrinon (10° M) veya genel PDE inhibitorii
IBMX (10° M) ortama uygulanarak bu inhibitérlerin forskolin yanitini arttirma

diizeyleri gruplar arasinda karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

2.7. Kardiyomiyositlerin izolasyonu

Sicanlar, 16-haftalik deney siiresi sonunda, hafif anestezi altinda iken (30 mg/kg
sodyum pentobarbital) kalpleri hizli bir sekilde ¢ikarilip, soguk ve Ca** suz fizyolojik
bir c¢ozelti igerisine konularak, kollajenaz (1,2 mg/mL) perfiizyonu ile hiicre
izolasyonu yapilmistir (Yaras ve ark., 2005). Kisaca; Langendorff diizenegi
yardimiyla aorttan ters perflizyon yontemi ile once igerigi; (mM olarak) NaCl 130,
5,4 KClI, 1,4 MgCl,, 0,4 NaH,PO,4, 5 HEPES, 10 glikoz ve 20 Taurin, pH 7,4 olan ve
% 100 O; ile gazlandirilan, Ca*"suz perfiizyon ¢ozeltisi ile 5-dk boyunca perfiize
edildikten sonra, kollajenaz igeren ¢ozelti ile yaklasik 25-dk boyunca perfiize
edilmistir. Enzim perfiizyonu sonrasinda kalp bag dokusunu olusturan kollajen
proteinleri arasindaki baglar zayiflatilmis ve bu islemi takiben makas yardimiyla

mekanik olarak kalbi kiiciik pargalara ayirmak ve uygun por ¢apl filtreden gegirerek
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kardiyomiyositleri tek tek izole etmek miimkiin olmustur. Perfiizyon siiresinin
bitiminde sistemden alman kalp dokusu Ca®" icermeyen perfiizyon soliisyonu
igerisine alinmis ve mekanik olarak kiigiik pargalara ayrilmistir. Daha sonra, ince bir
filtreden gecirilerek hiicreler bir tlipiin igerisine alinmis ve izole edilen hiicreler
370C'de, ¢oOzeltideki son Ca®" miktart 1,5 mM olacak sekilde kademeli olarak 0,3-
0,5-1mM Ca?* igeren ¢ozelti ile yikanarak olii hiicrelerden arindirilmis ve deneye

hazir hale getirilmistir.

2.8. L-tipi Ca®* Kanal Akimlarim Olciimii

L-tipi Ca*? kanal akimlari (LTKK) tiim hiicre voltaj-kenetleme konfigiirasyonunda
1,5-2 MQ’luk elektrotlar kullanilarak 6lgiilmiistiir. Ol¢iimler icin kullanilan pipet
¢ozeltisi icerigi su sekildedir (mM); 110 Cs-aspartat, 20 CsCl, 1MgCl,, 5
fosfokreatin-Na,, 5 ATP-Nay, 10 EGTA ve 5 HEPES (pH=7,4). Akim kayitlar1 igin,
hiicre membran potansiyeli -80 mV voltaj degerine getirildikten sonra egimli bir
voltaj uygulamasi ile zar potansiyeli -45 mV’a kenetlenmis, bu seviyede bir siire
beklenerek voltaj kapili Na*-kanal akimlari bloke edilmistir. Sonra hiicrelerden -50
mV’tan baslamak iizere 10 mV’luk artislarla +60 mV’a 300-ms siireli depolarize
edici pulslar uygulanarak 12 farkli voltaj seviyesinde akim kayitlar1 alinmis ve
bilgisayara online kaydedilerek Clampfit 8.0 programu ile analiz edilmistir. Olgiilen
tepe degerleri 200-ms’nin sonundaki kuyruk akimlarindan c¢ikarilmistir. Her
potansiyel degeri igin elde edilen akimin voltaja gére degisim grafigi olusturularak
gruplar arasinda karsilagtirma yapilmistir. Ayrica, her hiicrenin kapasitans degerleri

deney basinda kaydedilmistir.

2.9. Hiicre I¢i Global Ca®* Degisimlerinin (Transientlerinin) Ol¢iimii

Hiicre i¢i Ca** 6lgiimlerinin yapilabilmesi i¢in izole edilen kardiyomiyositler Fura-2
AM (4 uM) ile oda sicakliginda 30-dk inkiibe edilerek boyanmustir. Fura-2 boyasi
hiicre i¢i serbest Ca®* afinitesi yaklasik 100 nM olan ratiometrik bir boyadir. 340 nm
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ile 380 nm dalga boylarinda uyarilarak 520 nm dalga boyunda emisyon yaymaktadir.
Bu boya yardimiyla hiicre ici serbest Ca®* &lgiimii  yapabilmek icin
mikrospektrofotometre cihazi kullanilarak tek hiicreden kayit alinmistir. Hiicre igi
serbest Ca** Olctim deneylerinde kullanilan banyo ¢ozeltisinin igerigi su sekildedir
(mM olarak) NaCl 130, KCI 4,8, MgSO, 1,2, CaCl; 1,5, KH,PO,4 1,2, HEPES 10 ve
glikoz 10 (pH= 7.4). iki ucuna elektrot yerlestirilmis kiivet icerisine alinan
hiicrelerden uyarilabilir olanm1 segilerek bir pencere icine alinip dnce 20-s’lik bazal
ca® sinyali kaydedilmis, sonra hiicreler 25-30 V’luk sinyal ile 0,2 Hz frekansinda
uyarilarak 200-s siireyle hiicre i¢i gecici Ca?* degisimleri (Ca®" transient)
kaydedilmistir. Arkasindan ayni pencere banyonun hiicre bulunmayan bir bolgesine
odaklanarak bir siire kayit alinip elde edilen sinyal degeri hiicre i¢i sinyalden
cikarilmigtir. Boylece, banyo ortaminin floresanindan kaynaklanabilecek giiriiltii
ortadan kaldilmustir. Goézlenen Ca®* degisimine ait sinyallerin lgiimii PTI
RatioMaster marka mikrospektroflorimetre ile yapilarak Felix (PTI) programi ile
bilgisayara kaydedilip degerlendirilmistir. Transientlerin kinetik analizi Microsoft
Excell programi ile hazirlanan bir analiz algoritmasi ile gama dagilim fonksiyonuna
uydurularak gerceklestirilmistir. ca® sinyallerinin bazal degerden ¢ikarilarak olgiilen
tepe degeri [Maksimum floresan siddeti (AFs40380)], tepeye ¢ikis siiresi (TP) ve
maksimum degerin %50’sine inig siiresi (DTsg) Olgiilerek  gruplar arasinda

karsilastirilmistir.

Fosfodiesteraz (PDE) inhibitorlerinin Ca®* transientleri iizerine etkilerini
inceledigimiz deney protokollerinde oncelikli olarak elektriksel uyari ile indiiklenen
transientler ~ iizerine PDE  inhbitorlerinin  etkileri  incelenmistir.  Izole
kardiyomiyositler elektrik alan uyarimiyla uyarilarak hiicre igi Ca®* transientlerinin
olusumu indiiklenmis ve bir siire kayitlandiktan sonra (yaklasik 3-dk) deney
ortamina PDE4 inhibitérii rolipram (10 M), PDE3 inhibitérii milrinon (10° M) veya
genel PDE inhibitrii IBMX (10° M) eklenerek, elektriksel olarak uyarilan Ca?*

transientleri lizerine fosfodiesteraz inhibitdrlerinin etkileri kayit edilmistir.

Adenilat siklaz aktivatorii forskolin (10 M) uygulamasinin kontrol ve metabolik

sendrom durumunda Ca®* transientleri iizerine gosterdigi etkilerin karsilagtirmali
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olarak degerlendirildigi deneylere ek olarak PDE inhibitorlerinin olugsmus adrenerjik
yamt tizerine etkileri de PDE4 inhibitérii rolipram (10° M), PDE3 inhibitdrii
milrinon (10° M) veya genel PDE inhibitrii IBMX (10° M) ortama uygulanarak

degerlendirilmistir.

2.10. Dinlenim Durumundaki Kardiyomiyositlerde Lokal Ca®* Sahmimlarinin
(Ca?* spark) Olgiilmesi

Enzimatik yolla izole edilen kardiyomiyositler, i¢erigi (mM olarak) NaCl 117, KCI
5,4, MgCl, 1,7, NaH,PO, 1, CaCl;, 1,8, glikoz 10, ve HEPES 10 (pH 7,4) olan
tampon ¢ozeltisine aktarilmistir. Kardiyomiyositler 4 uM Fluo-3 AM ile karanlik
ortamda 35-dk inkiibe edildikten sonra 3-kez tampon ¢ozeltisi ile yikanmistir. Deney
ortamina alinan kardiyomiyositlerin cam tabana tutunmasi beklendikten sonra, higbir
uyariya maruz birakilmayan dinlenim durumundaki hiicrelerden Leica TCS SP5 lazer
konfokal mikroskobu yardimi ile dogrusal tarama (x-t boyutunda) modunda floresan
sinyaller kaydedilmistir. Hiicreler 488 nm dalga boyunda, argon lazer ile uyarildiktan
sonra 530 nm dalga boyunda emisyonlar1 toplanmistir. Taranan dogru (512 piksel)
miyositlerin uzun eksenine gelecek sekilde ayarlanmistir. Her goriintii, 800 Hz
hizinda, 63X su immersiyonlu (NA=1,3) objektif yardimiyla oda sicakliginda (20-
22°C) kaydedilmistir. Konfokal pinhol 1-1,5 airy birime ayarlanmistir. Kaydedilen
spark Ol¢iim resimleri Imagel programi tabanli olarak ¢alisan Spark Master programi
ile analiz edilmistir. Analiz programi yardimiyla sinyalin maksimum degeri (AF/F),
tepeye ¢ikis stiresi (TP), sinyalin uzayda kapladigi alanin yarist (FWHM) ve
maksimum degerin yarisina inis siiresi (FDHM) analiz edilmistir. Bu 6l¢iimleri
takiben, kaydedilen resimlerde sparklar sayilarak her resim i¢in birim uzunluk (pum)

ve saniyede, spark frekans degerleri hesaplanmustir.

PDE inhibitérlerinin Ca®* sparklar iizerine etkileri degerlendirmek amaciyla PDE4
inhibitorii rolipram (10° M), PDE3 inhibit6rii milrinon (10° M) veya genel PDE
inhibitérii IBMX (10 M) varhginda Ca®* spark parametreleri kaydedilmistir.
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2.11. Sarkoplazmik Retikulum Ca?* Salma ve Geri Alma Fonksiyonlarinm

Olciilmesi

Izole kardiyomiyositler Fura-2 (AM; 4 uM) ile oda sicakliginda 30-dk inkiibe
edildikten sonra 340 nm ve 380 nm’de uyarilip 520 nm’de emisyon degerleri
kaydedilerek hiicre i¢inde meydana gelen anlik Ca®* degisimleri 6lgiilmiistiir.
Sarkoplazmik retikulum (SR) Ca*" miktarin belirlemek amactyla hiicrelere 10 mM
kafein uygulanmistir. Bu konsantrasyonda kafein, SR’dan Ca®* salimm gorevini
yapan ryanodin reseptor kanallarimi aktive etmektedir. Kafein uygulamasindan 6nce,
hiicre elektrik alan uygulamasi ile 0,2 Hz’de 1-dk boyunca uyarilmis, elektriksel
uyart kesildikten 1-dk sonra ortama 10 mM kafein eklenerek olusan Ca®" transienti
kaydedilmistir. Kafein uygulamasina yanit olarak gozlenen yiiksek genlikli Ca?*
transienti SR’un icerdigi kalsiyum miktar1 olarak yorumlanmistir. Transientlerin
kinetik analizi Microsoft Excell programi ile hazirlanan bir analiz algoritmas ile
gama-dagilim fonksiyonuna uydurularak gerceklestirilmistir. Ca?* sinyallerinin bazal
degerden cikarilarak olgiilen tepe degeri (kafein yaniti; AFs40/380), tepeye ¢ikis stiresi
(TP) ve maksimum degerin % 50’sine inis siiresi (DTsp) 6l¢iilerek karsilastirilmistir.
TP ve DTso degerleri hesaplanirken sirasiyla, transientin olugsma ve tepeye ulagsma
fazinin ya da tepe degerinden baslangi¢c degerine geri donme fazinin % 25-50-75-90.

degerine ulagma siireleri hesaplanmistir.

Tetracaine kullanilarak MetS ve kontrol durumlarinda RyR2 Ca?* sizinti miktarnin
belirlenebilmesi amaciyla hiicreler 1,8 mM Ca?* igeren banyo soliisyonunda 1-dk
boyunca elektriksel olarak uyarilarak Ca®** transientleri kayitlandiktan sonra
elektriksel uyarim kesilmis ve banyo soliisyonu 0 Na* 0 Ca?* (banyo soliisyonunda
NaCl ve CaCl; yerine esit derisimde NMDG ve 10 mM EGTA bulunmaktadir) igeren
banyo soliisyonuna degistirilmis ve ortama 1 mM tetracaine uygulanmistir.
Tetracaine uygulamasindan sonra yaklasik 3-dk beklenmis ve tetracaine etkisinin
stabil bir degere ulagmasi saglanmistir. Daha sonra ortamdaki tetracaine
uzaklagtirilarak 0 Na* 0 Ca?* icerikli banyo soliisyonuna 10 mM kafein

uygulanmistir. Kafein uygulamasi ile gozlenen Ca®" floresan siddetinin artis miktari,
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tetracaine uygulamasi ile gozlenen bazal Ca®" floresan siddetinin azalis miktarina

oranlanarak hiicredeki Ca?* sizinti miktar1 belirlenmistir.

SR’dan Ca®*salimimi RyR2’leri tarafindan olurken salinan Ca*"’un tekrar SR
igerisine  alinmas1  sarko/endoplazmik Ca**-ATPaz (SERCA) tarafindan
gerceklestirilmektedir. Ca®* transientlerinde sinyalin soniimlenme asamasi yani
artmis sitoplazmik Ca®" miktarinin baslangi¢ kosullarina donmesi temel olarak NCX
(Na-Ca degistokuscusu) ve SERCA fonksiyonu ile saglanmaktadir. Deney gruplari
arasinda SERCA aktivitesini karsilastirmali olarak incelemek istedigimiz deney
protokoliinde ortamdan Na* ve Ca?**u uzaklastirarak NCX etkisini elimine edilmis
ve kafein uygulamasi ile olusan Ca®" transientinin sdniimlenme devresinin yarisina
ulagma siiresi (DTsp) hesaplanarak ilgili hiicrenin SERCA aktivitesi hakkinda fikir
elde edilmistir (Balderas-Villalobos ve ark., 2013).

2.12. Western-blot Teknigi ile Protein Seviyesi Ol¢iimleri

Sicanlardan izole edilen kalp dokular1 sivi nitrojen yardimiyla pulverize edildikten
sonra her kalpten esit miktarda doku tartilarak homojenizasyon tampon c¢ozeltisi
(mM olarak) Tris-HCI (pH 7,4) 20, NaCl 150, KCI 2, EDTA 2, DTT 0,5, Proteaz
inhibe eden ¢ozelti 100, PMSF 0,4 %2 NP-40 ve %1 sodyum deoksikolat ile
homojenize edilmistir. Homojenizasyon islemi i¢in once ultraturaks aleti ile mekanik
pargalama daha sonra ise santrifiij (10,000 rpm 10-dk +4OC’de) yontemiyle
proteinlerin diger hiicre kisimlarindan ayirt edilmesi saglanmigtir. Santrifiij
sonrasinda siipernatant hem sitoplazmik hem de membran proteinlerini iceren bir
siispansiyon halinde elde edilmis ve tiim caligmalar bu kisimda yapilmistir. Western-
blot yontemine gegmeden Once her bir rnekte bulunan protein miktarlar1 Bradford
protein miktar tayini yontemi ile tespit edilmistir (Bradford, 1976). Oldukg¢a duyarl
olan bu yontem (5-100 pg/mL); organik boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik
gruplart ile etkileserek, renk olusturmasini esas alir. Yontemde temel prensip,

boyanin proteine bagl degil iken 465 nm’de maksimum absorbans verirken, protein
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ile baglandig1 zaman 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesidir.
Dolayisyla 595 nm dalga boyundaki absorbsiyon miktar1 6rnekteki protein miktari ile
dogru orantilidir. Absorbans miktar1 ile protein miktar hesabin1 yapabilmek icin
albumin protein standart grafigi olusturularak her bir 6rnekteki protein miktarlar
hesaplanmis ve ilgilenilen proteinlerin gruplar arasinda miktar karsilagtirmalarini

yapmak lizere Western-blot yontemine gecilmistir.

Ryanodin reseptor proteini haricinde kalan tim protein Ol¢limleri igin, protein
miktarlar esitlenmis olan drnekler %8-15 por capli SDS-PAGE jellere yiiklenmis ve
150 V’luk sabit voltaj altinda 2-3 sa yiiriitiilmiistiir. Daha sonra proteinler 200 mA
sabit akim altinda 1 sa siiresince PVDF membrana transfer edilmistir (Laemmli,
1970). Ryanodin reseptorii % 5 por ¢apli jelde 150 V sabit voltaj uygulamasi altinda
8-sa elektroforez edilmistir. Transfer asamasindan (30 V, gece boyu) sonra spesifik
olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in membranlar % 3 oraninda albumin igeren
TTBS soliisyonunda (% 0,1 Tween-20, 10 mM Tris ve 150 mM NaCl) 1-sa hafif
diizeyde sallanarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon periyodundan sonra membranlar
10-dk boyunca 3-kez TTBS soliisyonu ile yikanmistir. Yikama islemlerinden sonra
% 3 albuminli TTBS soliisyonu igerisinde hazirlanan birincil antikorlar ile membran
bir gece (+4°C’de) inkiibe edilmistir. inkiibasyon periyodunun sonunda tekrar TTBS
soliisyonu ile yikama protokolii membranlara uygulandiktan sonra ikincil antikor
soliisyonlar1 ile membranlar oda sicakliginda 1-sa inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
periyodunun  sonunda  tekrar  yikanan membranlar ECL  (Enhanced
Chemiluminescence) substratt olan luminol ile 1-dk inkiibe edildikten sonra
goriintiileme hassas X-1s1n1 radyografi filmleri yardimiyla yapilmistir. Elde edilen
protein bant goriintiileri Image J programinda dansitometrik olarak analiz edilmistir.
B-Aktin protein seviyesi, deney grubunda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bir fark gostermedigi i¢in (% 4 daha fazla) ilgilenilen protein diizeyleri B-Aktin
normalizasyonu gergeklestirilerek degerlendirilmistir. Fosfo-RyR2 (pRyR2; Ser2808
bolgesinde) antikoru Badrilla firmasindan diger RyR2, SERCA, FKBP12.6 (FK506
baglayan protein), f-Aktin, fosfo-CaMKII (pCaMKII; Thr286 bolgesinde), CaMKII,
fosfo-PKA (pPKA; Thr198 bolgesinde), PKA, fosfo-PLN (pPLN; Thr17 bolgesinde),
fosfo-PLN (pPLN; Serl6 bolgesinde), PLN, PDE3B, PDE4A, PDE4B, PDE4D,
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antikorlar1 Santa Cruz biyoteknoloji firmasindan fosfo-PP1A (pPP1A; Thr320
bolgesinde), PP1A, fosfo-PP2A (pPP2A; Tyr307 bdlgesinde), PP2A ve ikincil
antikorlar ise Abcam firmasindan temin edilmis ve antikor dilusyonlar1 iiretici

firmalarin 6nerdikleri araliklarda kullanilmistir.

PDE inhibitorlerinin protein fosforilasyonlar1 {iizerine etkilerini inceledigimiz
deneyler i¢in izole edilen kardiyomiyositler igerigi (mM olarak) NaCl 117, KCI 5,4,
MgCl, 1,7, NaH,PO, 1, CaCl, 1,8, glukoz 10, ve HEPES 10 (pH 7,4) olan tampon
¢oOzeltisine alinmigtir. Olusan hiicre siispansiyonundan esit hacimde tiiplere alinarak
adenilat siklaz aktivatorii forskolin (10° M), PDE4 inhibit6rii rolipram (10° M),
PDE3 inhibit6rii milrinon (10°® M) veya genel PDE inhibitorii IBMX (10™ M) ile 15-
dk boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler 1000 rpm de 1-dk
santrifiij edildikten sonra {ist tarafta kalan siv1 kisim atildiktan sonra hiicreler protein

6l¢iimii ve Western-blot uygulamasina kadar -80°C’de saklanmustir.

2.13. cAMP Ol¢iimii

Izole edilen kardiyomiyositlerin ¢cAMP miktarlari Cayman marka 581001 kod
numarali enzim immun-deney kiti ile Ol¢iilmiistiir. Kitin ¢alisma prensibi temel
olarak 6rnekten gelen serbest CAMP ile asetilkolinesteraz (AChE) enzimi ile konjuge
halde bulunan cAMP’nin kisith sayidaki cAMP antikoruna yarigmali olarak
baglanmasi prensibine dayalidir. AChE ile konjuge cAMP’nin antikora baglanma
diizeyi ornekte bulunan cAMP konsantrasyonu ile ters orantilidir. Kitin dnerdigi
ornek hazirlama protokollerine gore kalp dokusu veya izole kardiyomiyositler
homojenize edilmistir. Homojenize edilen orneklerde protein sayimmi BradFord
yontemi ile gerceklestirildikten ve protein miktarlar1 esitlendikten sonra tabani
cAMP antikoru ile kapli olan 96 kuyucuklu deney ortamina cAMP standartlar1 ve
ornekler eklenerek uygun tampon cézeltiler varliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon
periyodunun sonunda AChE enziminin substratin1 iceren Ellman kimyasali ortama

eklenerek enzimin substrati ile kimyasal tepkimeye girmesi saglanmistir. Bu
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kimyasal reaksiyon sonucunda 412 nm dalga boyunda absorblanan ve sari renk
yansitan bir kimyasal {irlin olusmaktadir. Deney sonunda 412 nm dalga boyunda
Olclilen absorbans degerleri yani renk siddeti ortamdaki AChE ile konjuge cAMP
miktar1 ile dogru, Ornekten gelen serbest cAMP miktar1 ile ters orantili olarak
degismektedir. cAMP standartinin konsantrasyon absorbans grafigi dort parametreli
lojistik fonksiyonu uyduruldugunda bu standart grafige gore Orneklerden OSlciilen
absorbans degerlerine karsilik gelen cAMP konsantrasyon degerleri belirlenerek her

bir 6rnekte bulunan cAMP miktar1 hesaplanmustir.

PDE inhibitorlerinin hiicre i¢i cAMP diizeyleri lizerine etkilerini inceledigimiz
deneyler i¢in izole edilen kardiyomiyositler igerigi (mM olarak) NaCl 117, KC1 5,4,
MgCl, 1,7, NaH,PO, 1, CaCl, 1,8, glukoz 10, ve HEPES 10 (pH 7,4) olan tampon
¢ozeltisine alinmistir. Olusan hiicre siispansiyonundan esit hacimde tiiplere alinarak
adenilat siklaz aktivatorii forskolin (10° M), PDE4 inhibit6rii rolipram (10 M),
PDE3 inhibit6rii milrinon (10°® M) veya genel PDE inhibitorii IBMX (10™ M) ile 15-
dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler 1000 rpm de 1-dk
santrifiij edildikten sonra iist tarafta kalan sivi kisim atildiktan sonra hiicreler cAMP

Olctim giiniine kadar -80°C’de saklanmustir.

2.14. istatistiksel Analizler

Tim deney sonuglar1 ortalama = SEM (standart error of mean) olarak verilmistir.
Ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamlilik seviyesi ANOVA
(TUKEY post-hoc) veya student t-testi (One tailed) kullanilarak belirlenmistir. H1
hipotezinin kabul edilmesi i¢in istatistiksel anlamlilik test degeri 0,05’den kiigiik

olarak sec¢ilmistir.
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2.15. Kullamlan Kimyasallar

NaCl, KCI, MgCl,, NaH,PQOy,, CaCl,, glukoz, HEPES, MgSQO,, EDTA, DTT, NP-40,
PMSF, NMDG, Kafein, Taurin, fosfokreatin-Na,, ATP-Na,, sodyum deoksikolat,
EGTA,Cs-aspartat, CsCl, Hematoksilen-Eozin, Masson’s Trikrom, kryomatriks ve
Oil Red-O kimyasal maddeleri Sigma (SIGMA-ALDRICH GmbH, Almanya)
firmasindan satin alinmistir. Tris, Tween-20, SDS, merkaptoetanol, PVDF membran
ve Akrilamid-bisakrilamid soliisyonu Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology, ABD)
firmasindan satin alimmistir. Kollejenaz Worthington (Worthington Biochemical
Corporation, ABD) firmasindan, IBMX, milrinon, rolipram ve forskolin ise Tocris
(Tocris Bioscience, Ingiltere) firmasindan satin alinmigtir. Fura-2 ve Fluo-3 boyasi

ise Invitrogen (Invitrogen, ABD) firmasindan temin edilmistir.



3. BULGULAR

3.1. Sicanlarda Deneysel Metabolik Sendrom (MetS) Olusturulmasi

3.1.1. Deney Hayvanlari ile ilgili Genel Parametreler
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Deneylerde baslangi¢c agirliklart 180-200 g arasinda degisen, 2 aylik Wistar tiirii

erkek si¢anlar kullanilmistir. Kontrol grubuna ait siganlarda, baslangi¢ diizeylerine

gore 16-hafta yiiksek siikroz igeren su ile besleme protokoliiniin sonunda kilo artisi

% 68 oraninda iken MetS grubunda kilo artis1 % 84’°dir. MetS grubundaki ortalama

viicut agirhik artisinin kontrol grubuna gore % 10 (P=0,012) seviyesinde farkli

oldugu bulunmustur. Bu grubun aglik kan glukoz diizeyinin ise % 34 oraninda arttig1

gozlenmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Deney hayvanlarinin genel parametreleri

Kontrol Metabolik Sendrom Yiizde Olarak Fark

Viicut agirh@ (VA) (g) ! (3;/208;2) i?/?jgg;‘ 10

Islak kalp agirhgi (KA)(g) 2 1,5+0,1 2,1+0,1%* 40,0

KA/VA (x107%) ? 4,3+0,3 5,440,5*% 25,6
Miyosit ¢ap1 (um) ? 15+0,5 14+0,4 6,1
Zar sigas1 (uF/cm?) 4 81+11 7945 1,1
Kan glukozu (mg/dl) ! 91+2 122+7* 34
Trigliserit (mg/dl) 2 3382 44L5% 32
insulin (ng/ml) 2 1,7+0,3 3,3+0,3* 94
HOMA-IR 2 9,6+1,6 27,843,8% 190
HOMA-f 2 0,543+0,099 0,489+0,086 10
OGTT(EAA)?® 592425 868+37* 47

Olgiim degerleri ortalama+SEM olarak gosterilmistir. Kontrole gore *P<0,05, (1 Nkontrol =30,
nMetS=44 ; 2nKontrol :101 nMetS:]-O; $ nKontrol :91 nMetS:8; N nKontrol :51 nMetS:6; > nKontrol :221

Niets=33).
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MetS grubunda, 1slak kalp agirligi ve kalp/viicut agirligi oraninin kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde (P<0,05) yiiksek olmasina karsin, ortalama olarak
kardiyomiyosit ¢aplarinin (mikroskopik kantitasyon) ve zar sigalarinin (patch-clamp

yontemi ile) gruplar arasinda farkli olmadigi goriilmektedir (Cizelge 3.1).

3.1.2. Sicanlarda Deneysel Metabolik Sendrom Gerg¢eklesmesinin Dogrulanmasi

16-hafta boyunca % 32 oraninda siikroz igeren ¢esme suyu ile beslenen Wistar tiirii
siganlarda metabolik sendrom (MetS) deney modelinin olusumunun dogrulanmasi
amactyla kan glukoz, insulin, trigliserit miktarlari, insulin diren¢ gelisimi ve arter
kan basinglar1 Olciilmiistiir. Yiiksek siikroz igerikli diyet ile beslenen sicanlarda
serum trigliserit miktar1 kontrol grubuna gore % 32 oraninda artis gosterirken, serum
insulin diizeyi % 94 oraninda artis gostermistir (Cizelge 3.1). Ag¢lik durumunda
artmig kan insulin diizeyleri periferde gelismis olabilecek insulin direnci ya da artmis
insulin salinimini diisiindiirmektedir. Oral glukoz tolerans testi uygulamasi ile insulin
direng gelisimi incelenen siganlarda, glukoz yiiklemesinin ardindan (15.dk) kan
glukoz diizeyi, kontrol ve MetS gruplarinda yaklagik ayni seviyeye yiikselmesine
karsin artmis glukozun uzaklastirilma hizi ve orant MetS grubunda daha diisiik

bulunmustur (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Zamana bagli oral glukoz tolerans testi sonuglar1 (A), bu verilerin normalize
edilmis hali (B), zaman araliklarindaki yiizde degisimler (C). Cubuk grafik ortalama+SEM,
*P<O;05 (nKontrol :221 nMetS:33)-

MetS grubunda kan glukoz uzaklagtirma hizinin, glukoz yiikklemesinden sonraki 15. -
30. dk, 30. — 60. dk, 60. — 120. dk zaman araliklarinda kontrole gore sirasiyla 1,7-,
1,3- ve 1,2-kat yavasladigi bulunmustur. Benzer sekilde, oral glukoz yiiklemesinin
ardindan (15.dk) kan insulin diizeyi kontrol ve MetS gruplarinda yaklasik ayni
seviyeye yiikselmesine karsin, artmis insulin miktarinin uzaklastirilma hizi1 ve oram
MetS grubunda kontrole gére daha diisiik bulunmustur (Sekil 3.2). MetS’da serum
insulin uzaklastirilma hizinin glukoz yiiklemesinden sonraki 15. — 30. dk ve 30. — 60.
dk zaman araliklarinda kontrole gore sirasiyla 3,1- ve 2,9-kat yavasladigi

bulunmustur.
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Sekil 3.2. Serum insulin seviyelerinin zamana bagli degisim grafigi (A), bu verilerin
normalize edilmis hali (B), zaman araliklarindaki yiizde degisimler (C). Cubuk grafik
ortalama+SEM, *P<0,05 (Nkontrol =10, Nyets=10).

Deney hayvanlarinda insulin direncinin gelistigini gostermenin bir diger yolu,
HOMA (homeostasis model assesment) indeks hesabidir. HOMA-IR periferde
insuline kars1 gelisen direnci gosterirken HOMA- pankreas beta hiicrelerinin insulin
salma kapasitesini gosterir. Bu degerler kontrol ve MetS gruplar igin
hesaplandiginda, insulin direnci indeksinin MetS’da kontrole gore % 190 oraninda
daha yiiksek oldugu buna karsin insulin salma kapasitesinin gruplar arasinda farkli

olmadig1 bulunmustur (Cizelge 3.1).

Hiperlipidemi, insulin direnci, artmis aglik kan glukoz degerlerine ek olarak sistolik
kan basinci artis1 da MetS tani kriterleri arasinda sayilmaktadir. Uyguladigimiz
deney protokolii sonucunda sicanlarda MetS gelistigini dogrulamak amaciyla, sigan
kuyruklarindan arter kan basinglar1 ol¢lilmiis ve Sekil 3.3’de goriildiigii gibi MetS
durumunda sistolik kan basincinin kontrol grubu degerlerine gore % 25, kalp atim

hizinin ise % 47 oraninda artmis oldugu bulunmustur.
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Sekil 3.3. Hemodinamik parametreler. Cubuk grafik ortalama+SEM, *P<0,05 (Nkonro =6,
NMets=6).

Metabolik sendrom olusturmayr hedefledigimiz sicanlarda serum leptin ve ghrelin
diizeyleri, metabolik sendromun sistemik parametreleri olarak degerlendirilerek
Western-blot yontemi ile protein diizeyleri dlglilmiis ve MetS’da ghrelin protein
seviyesinin % 30 azalirken, leptin protein seviyesinin % 32 oraninda arttigi
gbzlenmistir. Bu veriler 1s181inda uyguladigimiz yiiksek siikroz igeren diyet ile 16-
hafta boyunca besleme protokoliiniin si¢canlarda metabolik sendrom olusturdugu

dogrulanmugtir.

3.1.3. Metabolik Sendrom Gelismis Sicanlarda Sistemik Oksidatif Stresin Artisi

Uyguladigimiz deney protokoliiniin metabolik sendrom olusturma potansiyelini ve
olusan sendromda hangi parametrelerin hastalik patofizyolojisine katkida
bulundugunu anlamayi1 amagladigimiz bu calismada, sicanlarin serum oksidasyon
durumlarmin Glgiilmesinin ¢aligmalarimiza yol gosterecegi diisiincesi ile serum
orneklerinde “total antioksidan durum (TAS)” ve “total oksidan durum (TOS)”
Ol¢iilmiistiir. Sekil 3.4°de gortildiigi gibi TAS, MetS grubunda kontrole gore % 71
azalirken, TOS % 123 oraninda artis goOstermistir. Bu veriler 1s1ginda MetS

durumunda sistemik oksidatif stresin oldugu gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Serum oksidan ve antioksidan seviyelerinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi.
Cubuk grafik ortalama+SEM, *P<0,05 (Nkontrot =20, Nmets=20).

3.1.4. Kalp Dokularinda Histolojik incelemeler

Yiiksek siikroz igeren diyet ile beslenmis sicanlarin kalp dokularindaki yapisal
degisimlerin incelenmesi amaciyla doku kesitleri Hematoksilen Eozin (HE)(Sekil
3.5A-B), Masson’un Trikrom boyast (MT) (Sekil 3.5C-D) veya Oil Red-O boyasi
(Sekil 3.6) ile boyanmistir. HE ile boyanan MetS grubuna ait doku kesitleri (Sekil
3.5B) kontrol grubuna ait kesitler ile karsilastirildiginda (Sekil 3.5A) miyofibrillerin
diizenli yapisin1 kaybettigi, ondiilasyon goriiniimiiniin olustugu ve miyofibril
kayiplarmin oldugu goriilmektedir. MT ile boyanan MetS grubuna ait doku kesitleri
(Sekil 3.5D), kontrol grubuna ait kesitler ile karsilagtirildiginda ise (Sekil 3.5C) MetS
durumunda miyokardiyumda bag doku artist ve miyofibril kaybi oldugu

goriilmektedir.



43

Sekil 3.6°da MetS (Sekil 3.6B) durumunda miyokardiyal lipid birikiminin kontrol
grubuna (Sekil 3.6A) gore artmis oldugu gorilmektedir. Lipid birikimine ait
skorlama Sekil 3.6C’de verilmistir buna gore kontrol grubunda 9 kalp dokusunda 1

skor degeri, MetS grubunda 9 kalp dokusunda 20 skor degeri elde edilmistir.

C
Lipid birikimi skorlari
Kontral | 0 0 1 0 0 0 0 0
n=9
MetS 1 P 3 2 4 4 0 0 4
n=9

Sekil 3.6. Oil-Red O ile boyanmis doku kesitlerinde intrasitoplazmik lipid birikiminin 11k
mikroskobu ile incelenmesi.
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3.2. Metabolik Sendrom Gelismis Sicanlarda Kalbin Mekanik Fonksiyonu

3.2.1. izovolumetrik Sol Ventrikiil i¢i Basin¢ Degerleri

Langendorff perfiizyon sistemine yerlestirilen kalplerin 6rnek izovolumetrik sol

ventrikiil i¢i basing degisimleri Sekil 3.7A’°da verilmistir.
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Sekil 3.7. Izovolumetrik sol ventrikiil ici basing degisimlerinin in situ olarak incelenmesi.
Cubuk grafik ortalama+SEM, *P<0,05 (Nkontrot =13, Nuets=16).

Sol ventrikiil i¢i diyastol sonu basing degisimleri (SVDSB)(Sekil 3.7B, sag taraf)
kontrol (20+2 mmHg) ve MetS grubunda (29+1,4 mmHg) karsilastirildiginda
MetS’da % 47 artis bulunmustur. Elektriksel uyari ile indiiklenen sol ventrikiil igi
basing degisimi (SVB)(Sekil 3.7B, sol taraf) kontrol (768 mmHg) ve MetS
grubunda (51+4 mmHg) karsilastirildiginda ise MetS grubunda kasilma kuvvetinin
% 32 daha diisik oldugu bulunmustur. Sarsi egrilerinin zaman desenleri
incelendiginde, tepeye ulasma siiresi (TP; Sekil 3.7C, sol taraf) MetS (59+4 ms)
grubunda kontrole (48+2 ms) gore % 23 ve tepe degerinin yarisina inis siiresi (DTso;
Sekil 3.7C, sag taraf) MetS’da (47+4 ms) kontrole (37+1 ms) gore % 29 uzamistir.
Gruplar arasinda sol ventrikiill i¢i basincin artma ve azalma hizlan

karsilastirildiginda MetS grubunda (1240+£100 mmHg; 1275+157 mmHg) kontrol
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grubuna (2312+416 mmHg; -2001+224 mmHg) gore basing artisinin % 46, basing

azaliginin ise % 36 oraninda yavasladigi bulunmustur (Sekil 3.7D).

3.2.2. Papiller Kas izometrik Kasilma Degerleri

Sol ventrikiilden izole edilen papiller kasin, izometrik kosullarda kasilmalar1 kontrol
ve MetS gruplarinda incelenmis ve bulgular Sekil 3.8’de sunulmustur. Gruplara ait

ornek sarsi egrileri Sekil 3.8A’da verilmistir.
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Sekil 3.8. Elektriksel alan uyarisi ile elde edilen papiller kas kasilma-gevseme degerleri.
Cubuk grafik ortalama+SEM, *P<0,05 (Nkontro1 =11, Nuets=14).

Elektriksel olarak uyarilan papiller kas seritlerinde kaydedilen net kasilma verileri
incelendiginde MetS grubunda kasilma kuvvetinin (152420 mg), kontrol grubuna
(2914£29 mg) gore % 139 azaldigr bulunmustir (Sekil 3.8B). Sarsi egrilerinin zaman
deseni incelendiginde, tepeye ulasma siiresi (TP; Sekil 3.8C, sol taraf) MetS’da
(103+6 ms) kontrole (83+3 ms) gore % 24 uzarken, sars1 egrisinin tepe noktasindan
yarisina ulagma stiresi MetS’da (76+4 ms) kontrol grubuna (59,3+£2,9 ms) gore % 27

uzamistir.
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3.3. Metabolik Sendrom Gelismis Sican Kardiyomiyositlerinde Hiicre i¢ci Ca®*

Homeostazi

3.3.1. L-tipi Ca”* Kanal Akimlar1

Metabolik sendromun, sol ventrikiil kardiyomiyositlerinde hiicre i¢i Ca®* homeostazi
iizerine etkilerini incelemek icin, éncelikle hiicre i¢ine L-tipi Ca®* kanallar1 (LTKK)
araciligiyla ca® girisi incelenmistir. Sekil 3.9A’da voltaj kenetleme teknigi ile
olgiilen LTKK akim-voltaj (I-V) karakteristigi gorilmektedir.
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Sekil 3.9. L-tipi Ca® kanal akimlarmin akim-voltaj karakteristigi. Cubuk grafik
ortalama+SEM, (Nkontrot =4, Nuets=6).

Bu veriler incelendiginde LTKK akimlarinin ve hiicre zar sigasinin kontrol ve MetS
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde (P>0,05) farkli olmadig:

bulunmustur.

3.3.2. Metabolik Sendrom Gelismis Sican Kardiyomiyositlerinde Hiicre I¢i
Global Ca* Degisimleri (Transientleri)

Kalp kasinda kasilma-gevseme siireci hiicre igi Ca’" seviyesindeki degisimlerle
gerceklesmektedir. Elektriksel uyari altinda, LTKK’larinin agilmasi hiicre igine ca®
girisine yol acar ve hiicre i¢inde artan serbest Ca®* seviyesi, Ca** deposunu (SR)

uyararak ca® uyarlmh-Ca2+ salinimini tetikler ve diger degisimlerle birlikte kasilma
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olayr baglar (uyarilma-kasilma ¢iftlenimi). MetS’da gozledigimiz kalp kasilma-
gevseme fonksiyon bozuklugunda hiicre i¢i Ca®*’un roliinii arastirmak amaciyla,
izole kardiyomiyositlerde elektiriksel uyarim ile olusan hiicre ici global gecici Ca®*
degisimleri (transientler) incelenmistir. Sekil 3.10A’da kontrol ve MetS gruplarindan

kaydedilen érnek Ca?* transientleri ile iliskili floresans degisimleri goriilmektedir.
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Sekil 3.10. izole kardiyomiyositlerde hiicre i¢i Ca®" transientleri. Cubuk grafik
ortalama+SEM, (Nkontrot =24, Nmets=28).

Ca?* transientlerinin genlikleri gruplar arasinda karsilastinldiginda MetS’da
(0,28+0,02 au) kaydedilen genlikler kontrol grubuna (0,184+0,02 au) goére % 36
azalmigtir (Sekil 3.10B). Ca’" transientlerinin zaman desenleri incelendiginde ise
sinyalin tepe noktasina ulagma siiresi (TP; Sekil 3.10C, sol taraf) MetS grubunda
(0,3£0,02 s) kontrole (0,24+0,01 s) gore % 25 uzarken, sinyalin tepe noktasindan
yar1 degerine diisme siiresi (DTso, Sekil 3.10C, sag taraf) MetS grubunda (0,54+0,02

s) kontrole (0,42+0,02 s) gdre % 29 oraninda uzama gostermistir.
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3.3.2. Metabolik Sendromlu Sican Kardiyomiyositlerinde Lokal Ca** Salimim
(Spark) Parametreleri

Ryanodin reseptdr fonksiyonu hakkinda bilgi veren Ca?* spark bulgulart Sekil
3.11°de verilmistir. MetS’lu kardiyomiyositlerde Olglilen spark sinyal siddeti
kontrole gore % 16 azalirken (Sekil 3.11B), frekanst % 51 oraninda artmistir (Sekil
3.11C). Sinyalin tepeye ¢ikis siiresi (TP) ve sinyal genisliginin yariya inme siiresi
(FWHM) gruplar arasinda farklilik gostermezken, sinyalin tepe degerinden yariya

inme siiresi MetS’lu grupta kontrole gore %12 oraninda azalmistir.
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Sekil 3.11. Metabolik sendromlu sigan kardiyomiyositlerinde Ca®* sparklarinin uzaysal ve
zamansal 6zellikleri. Cubuk grafik ortalama+SEM, ( Nkontrol = 71, Nyers = 101).

Ca?* spark parametrelerinde gozlenen bu degisimler, MetS deney modelinin RyR2
fonksiyonlar1 iizerine etkisinin oldugunu ve MetS-indiiklii kalp fonksiyonlarinin
altinda yatan mekanizmalar1 degerlendiritken RyR2’lerinin dikkate alinmasi

gerektigini gostermektedir.
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3.3.3. Metabolik Sendromlu Sican Kardiyomiyositlerinde Sarkoplazmik

Retikulum (SR) Ca** Salma ve Geri Alma Fonksiyonlar:

Kardiyomiyositlerde Ca®* deposu olarak bilinen sarkoplazmik retikulum (SR)
kasilma-gevseme ciftleniminin regiilasyonunda ¢ok O©nemli rol {istlenmistir.
Metabolik sendrom durumunda gozlenen kasilma fonksiyon bozuklugu ve degismis
Ca’* transient parametrelerinin altinda yatan nedenin SR’m Ca’* salma-geri alma
fonksiyon bozuklugundan kaynakli olabilecegi diisiiniilerek, izole edilmis
kardiyomiyositlerde kafein yanitlari incelenmistir. Bu hiicrelerde 10 mM kafein
uygulamasmm SR’dan Ca®* salimmindan sorumlu olan ryanodin reseptdrlerini
(RyR2) uyararak depo icindeki serbest Ca’“’un sitoplazmaya salmmasma neden
oldugu ve bu sayede SR Ca®" miktarinin tespit edilebildigi onceki calismalarda rapor
edilmistir (Pieske ve ark., 1999). Bu bilgi referans alinarak yapilan 6lgtimlerde, Sekil
3.12A’da kontrol ve MetS gruplarinda kaydedilen 10 mM kafein yanitlarinin 6rnek

egrileri goriilmektedir.
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Sekil 3.12. Kardiyomiyositlerde gruplar arasi kafein yanitlarinin karsilagtirilmasi. Cubuk
grafik ortalama+SEM, (3-5 farkli hayvandan Ngonerol =16, Npes=14 ).

Fura-2 floresan boyasi ile boyanan izole kardiyomiyositlerde bazal floresan miktari,

Fura-2 boyasinin oransal 6l¢iim yapabilen (ratiometrik) bir boya olmasi nedeniyle
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hiicrelerdeki bazal Ca?* miktar hakkinda bilgi vermektedir (Sekil 3.12B, sol taraf).
MetS’da bazal Ca** miktar1 (0,39+0,01 au) kontrole (0,34+0,01 au) gére % 15
artmistir ve bu artis istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,05). Kafein yanitlari
incelendiginde ise MetS durumunda (0,43+0,03 au) gozlenen floresan siddetinin
kontrol grubuna (0,53+0,03 au) gore %19 azaldigr bulunmustur (Sekil 3.12B, sag
taraf). Kafein yanitlarinin zaman desenleri incelendiginde, kafein yanitinin olusmasi
icin gecen siire MetS’da kontrole gére anlamli diizeyde uzundur, kafein yanitinin %
90’mnin olusma stiresi MetS’da (1,05+0,09 s) kontrole gore (0,75+0,05 s) % 40
uzamistir (Sekil 3.12C, sol taraf). Kafein yanitinin soniimlenme fazi da MetS’da
daha uzun siirmektedir (Sekil 3.12C, sag taraf). MetS’da kafein yanitinin % 90’1nin
soniimlenme stiresi (15,28+1,6 S) kontrol grubuna (10,71+0,63 s) gore % 43

uzamistir.
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Sekil 3.13. Sarkoplazmik retikulum Ca**—pompa (SERCA) aktivitesinin 6l¢iilmesi. Cubuk
grafik ortalama+SEM, (Nkontrol =12, Npes=11).

SR Ca*" miktari, sarkoendoplazmik retikulum kalsiyum ATPaz (SERCA) ve RyR2
aktivitelerinin bir fonksiyonudur. MetS durumunda azalmis kafein yanitinin nedeni;
SERCA’nin hiicre i¢i Ca’"’u SR icine etkili bicimde pompalayamamasit olarak

diisiiniilerek SERCA aktivitesi gruplar arasinda karsilastirmali olarak incelenmistir.
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Sekil 3.13A’da 0 Na*-0 Ca’* ortaminda kaydedilen 10 mM kafein yanitlarinim temsili
egrileri verilmistir. 0 Na*-0 Ca?* iceren ortamda NCX bloke oldugu i¢in kafein
uyarimi ile artan sitoplazmik Ca®* biiyiik oranda SERCA tarafindan SR’a geri
pompalanarak sitoplazmadan elimine edilir bu nedenle Kkafein yanitlarinin
soniimlenme stireleri arasindaki fark SERCA aktivitesi olarak yorumlanmstir. Sekil
3.13B’de goriildigii gibi MetS’da (0,48+0,05 s) kontrole (0,66+0,05 s) gore kafein
yanit siddetinde % 27 azalma bulunmustur. Kafein yanitinin zaman deseni
incelendiginde MetS’da yanitin tepe noktasina ¢ikma siiresi (TP) (1,34+0,12 )
kontrole (0,91£0,12 s) gore % 47 uzarken (Sekil 3.13C, sol taraf), yanitin tepe
noktasindan yari degerine diisme siiresi (DTsp) MetS grubunda (11,12+0,86 S)
kontrole (6,59+0,43 s) gore % 69 uzamistir (Sekil 3.13C, sag taraf).

Ryanodin reseptorleri SR’dan Ca?" salarak kasilmay1 baglatmasi bakimindan kasilma
fonkisyonunun regiilasyonunda olduk¢a Onemli bir yere sahiptir. Yapilan
caligmalarda hiperfosforile, okside ya da aksesuar proteinleri ile interaksiyonu
bozulmus olan RyR2’lerinin kardiyak patofizyoloji gelisimine biiylik katki sagladigi
ve bu reseptorii hedef alan tedavi yaklagimlarinin basarili sonucglar verdigi
gosterilmigtir (Elliott ve ark., 2011). RyR2’leri hiperfosforile olduklart durumda
sizintili konuma gecerler ve Ca’* salma koordinasyonu goreceli olarak ortadan kalkar
(Marx ve ark., 2000; Wehrens ve ark., 2006). MetS’da &lciilen artmuis bazal Ca®*
diizeyleri ve azalan SR Ca?" miktar1 bu deney modelinde RyR2’lerinin bozulmus
kasilma fonksiyonlarina katkida bulunabilecegini diisiindirmis ve izole

kardiyomiyositlerde RyR2 sizint1 oranlar tetracaine uygulamasi ile incelemistir.
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Sekil 3.14. Kontrol ve Metabolik sendrom (MetS) durumunda Ca®* sizinti miktarinin
belirlenmesi Cubuk grafik ortalama+SEM, (Nkontrot =8, Nmers=11).

Sekil 3.14A’da 0 Na*-0 Ca®* ortaminda 1 mM tetracaine uygulamast ile RyR2 Ca®*
sizinti miktar1, bazal Ca®* floresan siddetindeki azals olarak gézlenmektedir. MetS
grubunda gozlenen tetracaine yanit1 (0,044+0,007) kontrole goére (0,018+0,003) %
144 daha fazla (Sekil 3.14B, sol taraf), kafein yanitinin ise kontrole gore % 17
oraninda diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil 3.14B, sag taraf). Olgiilen tetracaine
yanitinin kafein yanitina oranlanmasi ile elde edilen Ca®* sizinti miktarlari Sekil
3.14C’de verilmistir. Buna gore MetS’da Ca?* sizinti miktar (0,087+0,02) kontrole
(0,026+0,004) gore % 235 yiiksek bulunmustur.
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3.4. Western-blot Bulgulari

3.4.1. Metabolik Sendromlu Sican Kalp Dokusunda Sarkoplazmik Retikulum

Ca®*-Salimim ve Ca®"-Geri Alimmminda Rol Alan Protein Miktarlar

Yapilan ¢aligmalarda RyR2’lerinin hiperfosforile olmasi ile sizintili duruma gectigi
rapor edilmistir (Wehrens ve ark., 2006). MetS durumunda bazal Ca** floresan ve
Ca’*-sizinti artist bu deney modelinde RyR2’lerinin hiperfosforile durumda
olabilecegini diisiindiirmektedir. Homojenize kalplerde RyR2’lerinin fosforilasyon
diizeyleri incelendiginde MetS durumunda bu degerin kontrole gore yaklasik 6-kat
arttig gorillmiistiir (Sekil 3.15A).

A Kon MetS B Kon MetS
pRyRZ(Ser2808)| * | 565 kDa FKBP12.GE 12 kDa
RyR2 : 565 kDa B-Aktin | | 42 kDa
0.8 0.4-
£
o . £
g 0.6 Z 031
=3 = *
E 0.4 © 0.2
> -
B 021 % 0.1+
X
0.0 - e
Kon MetS
C

SERCA | s s | 100 kDa

B-Aktin | s s | 42 kDa

1.5

3 Kontrol
£ HEl MetS
2 0]

3

x 0.5

w

172]
0.0

Sekil 3.15. Metabolik sendromlu (MetS) sicanlarda Ca®* salimmu ile ilgili proteinlerin
biyokimyasal analizi. Cubuk grafik ortalama+SEM, (Nkentro1 =6, Nmets=6).
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RyR2’lerinin fonksiyonu aksesuar proteinleri tarafindan regiile edilmektedir. FK506
baglayan protein (FKBP12.6) RyR2’lerinin

Kardiyak aritmi ve fonksiyon bozukluklarinda bu aksesuar proteinin énemli 6l¢iide

stabilizasyonunu saglamaktadir.
azaldig@1 ve RyR2’lerinin stabilitesinin bozuldugu gosterilmistir (Yano ve ark., 2003).
Kaynak verileri ile uyumlu olarak MetS grubunda o6lgiilen FKBP12.6 protein
seviyesinin kontrole gore 2-kat azaldigi bulunmustur (Sekil 3.15B).

Uyarilma-kasilma ¢iftleniminde salinan Ca®"’un depo igerisine geri alinmas1t SERCA
tarafindan gergeklestirilir. SERCA’nin pompa fonksiyonu, hiicreye herhangi bir
uyart olmadigr bazal durumda, fosfolamban (PLN) proteini tarafindan inhibe
durumdadir. Artmig beta adrenerjik uyarim altinda PLN’mn protein kinaz A (PKA)
tarafindan fosforile olmasi ile PLN’1n SERCA {izerindeki inhibisyonu kalkar. Sekil
3.13°de goriildiigii gibi SERCA aktivitesi MetS durumunda azalmaktadir. Bu etkinin
altinda yatan neden arastirilmak iizere dncelikle SERCA protein seviyesi homojenize
kalp dokularinda 6lgiilmiis ve MetS grubunda bu degerin kontrole gore istatistiksel

olarak anlamli bir degisime ugramadig1 goriilmiistiir (Sekil 3.15C).
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Sekil 3.16. Kalp homojenatlarinda farkli amino asit bolgelerinden fosforillenen fosfolamban

(PLN) seviyeleri. Cubuk grafik ortalama+SEM, (Nkontro1 =6, Nets=6).
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SERCA fonksiyonunu regiile eden PLN fosforilasyon ve protein miktar
incelendiginde ise (Sekil 3.16), PLN’1n toplam protein miktarinin ve Ca-kalmodulin
Kinaz II (CaMKII) tarafindan 17. threonine aminoasitinden fosforilasyonunun kontrol
ve MetS gruplar arasinda farkli olmadigi (Sekil 3.16A-B-D) buna karsin PKA
tarafindan 16. serine aminoasitinden fosforile olan formunun protein miktarinin
(Sekil 3.16C) ve fosforilasyon diizeyinin (Sekil 3.16E) MetS grubunda kontrole gore

1,5-kat azaldig1 gézlenmistir.

3.4.2. Metabolik Sendromlu Sican Kalp Dokusunda Ryanodin Reseptor (RyR2)

Fosforilasyonunda Rol Alan Kinaz ve Fosfatazlar

Kardiyak ryanodin reseptorlerinin (RyR2) PKA ve CaMKII tarafindan fosforile
oldugu bilinmektedir. Sekil 3.15A’da goriildiigii gibi MetS durumunda RyR2
fosforilasyonu artmaktadir. Bu artis MetS durumunda PKA velveya CaMKII

aktivasyonun artmis olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 3.17. Metabolik sendromlu (MetS) sigan kalbinde RyR2 fosforilasyonundan sorumlu
PKA ve CaMKII'nin fosforilasyon diizeyleri. Cubuk grafik ortalama+SEM, (Nkentor =6,

nMetS=6)-
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Sekil 3.17°de kontrol ve MetS gruplarina ait homojenize kalp dokularinda CaMKII
(Sekil 3.17A) ve PKA (Sekil 3.17B) protein ve fosforilasyon diizeyleri verilmistir.
Buna gore MetS’da PKA fosforilasyon miktar1 kontrole goére 2-kat (Sekil 3.17B, alt
taraf), fosforile protein miktar1 (Sekil 3.17B, sol taraf) ise 1,5-kat artarken, CaMKI|I
protein miktar1 ya da fosforilasyon diizeyi gruplar arasinda farklilik géstermemistir.
Bu veriler 15181nda MetS durumunda artmis PLN ve RyR2 fosforilasyon oranlarindan
hiperaktif PKA’nin sorumlu oldugu diisiiniilebilir. Hiicre i¢inde artmis fosforilasyon
diizeyleri kinaz aktivasyonu ya da fosfataz inhibisyonu ile agiklanabilir. Protein
fosfataz 1A’nin (PP1A) 320. threonine aminoasitinden, protein fosfataz 2A’nin ise
307. tirozin aminoasitinden fosforillendiginde inhibe oldugu bilinmektedir. MetS
durumunda bu fosfatazlariin protein ve fosforilasyon diizeyleri incelendiginde,
PP1A’nin protein ve fosforilasyon diizeylerinin kontrol grubuna gore sirasiyla 1,4-
ve 1,5-kat arttigr goriilirken (Sekil 3.18A), PP2A’nin protein ve fosforilasyon

diizeylerinin gruplar arasinda fark géstermedigi goriilmistiir (Sekil 3.18B).
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Sekil 3.18. Metabolik sendromlu (MetS) sigan kalbinde RyR2 defosforilasyonundan sorumlu
PP1A ve PP2A’nin fosforilasyon diizeyleri. Cubuk grafik ortalama+SEM, (Nkontror =6,

NMets=6).
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MetS durumunda artmis RyR2, PLN ve PKA fosforilasyonlarinin nedeni olarak,
PP1A’nin inhibe formunun protein diizeyinin artmig olmasi diger bir deyisle

PP1A’nin aktif formunun protein seviyesinin azalmis olmasi gosterilebilir.

3.5. MetS Durumunda Fosfodiesteraz (PDE) Protein Seviyeleri

MetS durumunda PDE alttiplerinin protein miktarlar1 incelediginde PDE3B’nin
(Sekil 3.19A), PDE4B’nin (Sekil 3.19C) protein seviyesinin MetS grubunda kontrole
gore sirasiyla 3-kat ve 2-kat arttigi, buna karsin PDE4D’nin (Sekil 3.19D) protein
seviyesinin MetS grubunda kontrole gore 1,5-kat azaldigi gozlenmistir. PDE4A’nin

protein seviyesi (Sekil 3.19B) ise gruplar arasinda farklilik gostermemistir.
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Sekil 3.19. Metabolik sendromlu (MetS) sican kalp dokusunda fosfodiesteraz (PDE) protein
ifade seviyeleri. Cubuk grafik ortalama+SEM, (Nkontrol =10, Npets=10).
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3.6. Metabolik Sendromlu Sican Kardiyomiyositlerinde Fosfodiesterazlarin

Aktiviteleri

Fosfodiesteraz (PDE) ailesinden PDE3 ve PDE4 alttiplerinin kardiyomiyositlerde
spesifik olarak cAMP’yi hidrolize ettigi bilinmektedir. MetS durumunda PDE
protein seviyelerinde gozlenen degisimin fonksiyona yansiylp yansimadigini test
etmek amaciyla izole kardiyomiyositlerde cAMP diizeyleri incelenmistir. Kontrol ve
MetS gruplarinda 6l¢iilen cAMP diizeyleri (Sekil 3.20A) karsilastirildiginda MetS
grubunda cAMP diizeyinin kontrole gore 2,5-kat azaldig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.20. izole kardiyomiyositlerde cAMP seviyelerinin dl¢iimii. Metabolik sendrom
(MetS) grubunun kontrol grubuna goére farkinin istatistiksel degerlendirilmesi *P<0,05
(A’da); kontrol veya MetS grubuna gére *P<0,05, Fors yanitina gére °P<0,05, Rol ve Mil
yanitina gore 'P<0,05 (B’de). MetS’da gozlenen Fors ve IBMX yanitlariin kontrol
grubunda Olgiilen degerlerine goére degerlendirilmesi *P<0,05 (C’de). Cubuk grafik
ortalama+SEM, (Nkontrot =8, Nuets=8).

PDE alttiplerinin aktivitelerini incelemek amaciyla, bir adenilat siklaz aktivatorii
olan forskolin (Fors; 10°® M), bir PDE4 inhibitérii olan rolipram (Rol; 10° M), bir
PDE3 inhibitérii olan milrinon (Mil; 10° M) veya genel PDE inhibitérii olan IBMX
(10° M) ile 15-dk siiresince inkiibe edilen kardiyomiyositlerde cAMP miktarlari
(Sekil 3.20B) ol¢iilmiistiir. Kontrol grubu kardiyomiyositlerinde 6lgiillen cAMP
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diizeyleri Fors inkiibasyonu sonrasi 2,8-kat ve IBMX inkiibasyonu sonrasinda 1,7-kat
artarken, Rol veya Mil inkiibasyonu cAMP seviyesinde istatistiksel olarak anlamli
bir artisa neden olmamistir. MetS grubunda bazal durumda 6Slgiillen cAMP miktari
Fors, Rol, Mil ve IBMX uygulamalariyla sirasiyla 1,9-, 1,6-, 1,3- ve 2,4-kat artmistir
ve bu artiglar kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli seviyede (P<0,05)
farklidir (Sekil 3.20B). Kontrol grubunda IBMX-indiikli cAMP artis miktar1 Fors
yanitindan 1,6-kat daha diistik iken MetS’da IBMX uygulamasi ile elde edilen yanit
Fors yanita gore 1,3-kat fazladir (Sekil 3.20B). Sekil 3.20C’de Fors, Rol, Mil ya da
IBMX uygulamalar1 sonucunda olglilen cAMP diizeyleri, kontrol veya MetS
grubunun bazal cAMP miktarlarina gére normalize edilmistir. Kontrolde Fors- veya
IBMX-indiiklii cAMP artis1 MetS’da kontrole gore 1,4-kat fazla bulunmustur.

MetS’da Fors-indiiklii cAMP artiginin kontrole gore daha diisiik seviyede buna
karsin IBMX ile tiim PDE alttiplerinin inhibe edildigi durumda ise cAMP miktarinda
goriilen artisin daha yiliksek olmasi, MetS deney modelinde bazal durumda artmis

PDE etkinligini isaret etmektedir.

Rol ve Mil inhibitérlerinin ilgili PDE alttipleri lizerine gosterdikleri inhibisyonun esit
potensli oldugu varsayilirsa, PDE4 alttipinin global aktivitesinin MetS durumunda
PDE3 alttipine gore daha fazla oldugu diistliniilebilir (Sekil 3.20B).

3.7. PDE Inhibitérlerinin Papiller Kas Kasilmas: Uzerine Etkileri

PDE’larin kalp kast kasilma aktivitesi tizerine gosterdikleri etkiler ¢esitli
arastirmacilar tarafindan ¢alisilmistir (Ahluwalia ve ark., 1984; Beca ve ark., 2013,;
Beca ve ark., 2011; Lehnart ve ark., 2005; Leroy ve ark., 2011). PDE inhbitéorlerinin
kardiyomiyositlerde inotropik yanita yol actigi bilinmektedir, bu nedenle
kardiyomiyopati gibi kalp yetmezligi patolojilerinde PDE inhibitorlerinin terapotik
ajan olarak kullanilmasi glindemdedir. Fakat klinikte kronik PDE inhibitor

uygulamasinin mortaliteye neden oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur (Lugnier,
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2006; Maurice ve ark., 2003). Bu nedenle PDE inhibitorlerinin kardiyak fonksiyonlar
lizerine gosterdigi etkilerin molekiiler mekanizmasinin arastirtlmast 6nemlidir. PDE
inhibitorleri ile yapilan ¢alismalara baktigimizda bu zamana kadar MetS durumunda
PDE etkinligini aragtirmak iizere hi¢bir calismanin yapilmadigi goriilmektedir.
MetS’un populasyondaki yaygmligi diisiintildiigiinde klinik yaklasimlarin basarili
olabilmesi i¢cin PDE’larin MetS patofizyolojisindeki rollerinin arastirilmasi 6nemli

goriilmektedir.

PDE inhibitorlerinin kardiyak papiller kas kasilmasi iizerine etkilerini incelemek
amaciyla gerceklestirdigimiz deney sonuglart Sekil 3.21-22 ve 23°de sunulmustur.
Sekil 3.21°de PDE inhibitorlerinin kontrol ve MetS durumunda bazal papiller kas
kasilma kuvvetleri ya da sarsi egrilerinin zaman parametreleri tizerine etkilerinin

istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmektedir.
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Sekil 3.21. izometrik papiller kas kasilmalari iizerine in vitro PDE inhibitorlerinin etkileri.
Cubuk grafik ortalama+SEM, (Nkontrot =5, Nuets=5).
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Kaynaklarda PDE inhibitor etkilerinin, daha ¢ok adrenerjik uyarim altindayken 6nem
kazandigin1 vurgulayan ¢alismalar mevcuttur (Afzal ve ark., 2011; Jurevicius ve ark.,
2003; Leroy ve ark., 2011; Mika ve ark., 2013; Weninger ve ark., 2013). Bu nedenle
papiller kas dokusu elektriksel olarak kasilirken adenilat siklaz aktivatorii forskolin
(Fors; 10° M) ile doku uyarilmis ve Fors etkisi ile gdzlenen inotropik yanit devam
ederken deney ortamina ayr1 ayr1 olmak iizere rolipram (Rol; 10 M), milrinon (Mil;
10° M) ve IBMX (10° M) eklenerek bu inhibitorlerin kasilma yanitlari iizerine
gosterdikleri etkiler degerlendirilmistir (Sekil 3.22).
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Sekil 3.22. Papiller kas seritlerinde forskolin uyarisi iizerine PDE inhibitorlerinin inotropik
etkileri. Degerler ortalama+SEM olarak gosterilmistir. *P<0,05 kontrol veya MetS grubuna
gore (A), °P<0,05 kontrol veya MetS grubunun Fors yanitina gore (A), "P<0,05 ise kontrol
grubunda Rol ve Mil yanitina gore istatistiksel olarak farki (A), *P<0,05 MetS grubunda
gozlenen yanitlarin kontrol grubunda odlgiilen degerlerinden istatistiksel olarak farki (B ve C)
(nKontroI =81 nMetS=8)-

Kontrol grubunda Fors, Rol, Mil ya da IBMX uygulamasi bazal kasilma aktivitesi
tizerine sirasiyla 1,6-, 2-, 2,1-, 2,4-kat pozitif inotropik etki gosterirken, MetS
grubunda Fors, Rol, Mil ya da IBMX uygulamasi bazal kasilma iizerine sirastyla 1,3-
, 2,6-, 2,6-, 3,1-kat pozitif inotropik etki gostermistir (Sekil 3.22A). Her iki grupta da
PDE inhibitorleri Fors  yamti iizerine istatistiksel olarak anlamli bir artis

olusturmustur. Gozlenen inkiibasyon etkileri kontrol ve MetS grubunun bazal
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kasilma degerlerine normalize edildiginde (Sekil 3.22B), MetS’da goézlenen Fors
yanitinin kontrole gore 1,2-kat az oldugu buna karsin MetS’da Rol ve Mil
yanitlarinin - kontrol grubuna gore smrasiyla 1,3- ve 1,3-kat yiiksek oldugu
bulunmustur ve bu degisimler istatistiksel olarak anlamlidir. Sekil 3.22C’de ise PDE
inhibitorlerinin Fors yaniti {lizerine gosterdikleri etkiler grup i¢i Fors yanitlarina
normalize edilerek verilmistir. Buna gore MetS grubunda Fors yaniti {izerine Rol,
Mil ve IBMX inhbitorlerinin etkisi kontrol grubunda kaydedilen etkilere gore
sirastyla 1,6-, 1,5- ve 1,5-kat yiiksek bulunmustur.
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Sekil 3.23. PDE inhibitorlerinin papiller kas kasilma zaman deseni iizerine etkileri. Degerler
ortalama+SEM olarak gosterilmistir. *P<0,05 kontrol veya MetS grubuna gére, °P<0,05 Fors
yanitina gore istatistiksel olarak degerlendirilmesi. Fors deneylerinde Ngonror =24, Nivets=22,
PDE inhibitorlerinin uygulandigi deneylerde ngontrol =8, Nvets=8.

Sekil 3.23°de PDE inhibitorlerinin sars1 egrilerinin tepeye ¢ikis (TP) ve tepe
noktasinin yarisina inis siireleri (DTsp) iizerine etkileri incelenmistir. Kontrol
grubunda Fors, Rol, Mil ya da IBMX uygulamasi bazal durumda 6l¢iilen TP degerini
sirastyla 1,3-, 1,6-, 1,5- ve 1,6-kat kisaltirken, MetS durumda bu degerlerde gézlenen
kisalma 1,2-, 1,6-, 1,5- ve 2,1-kat seklindedir (Sekil 23A). Kontrolde DTso
parametresi Fors, Rol, Mil ya da IBMX uygulamasi ile bazal durumda 6lgiilen degere
gore sirasiyla 1,4-, 1,7-, 1,5- ve 2-kat kisalirken, MetS’da bu degerlerde gozlenen
kisalma 1,1-, 1,4-, 1,5-, 2-kat olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 3.23B).
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3.8. PDE Inhibitorlerinin Metabolik Sendromlu Sican Kardiyomiyositlerinde
Olgiilen Global Ca”* Degisimleri Uzerine Etkileri

PDE inhibitorlerinin  bazal Ca** degisimleri (transientleri) iizerine etkileri
incelendiginde, transient siddeti (Sekil 3.24A) ya da transient sinyalinin tepe
noktasina ulagsma siiresi (TP)(Sekil 3.24B) {izerine istatistiksel olarak anlamli etki
olusturmadiklar1 fakat transient sinyalinin yariya diismesi i¢in gecen siireyi (DTsp)
IBMX’in kontrollerde bazal duruma goére 1,6-kat, MetS durumunda ise 1,4-kat
kisalttig1 bulunmustur (Sekil 3.24C).
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Sekil 3.24. PDE inhibitorlerinin Ca®* transientleri iizerine etkileri. Cubuk-grafiklerdeki
degerler ortalama+SEM olarak gosterilmistir.*P<0,05 kontrol grubuna ve °P<0,05 MetS
grubuna gore farklarin istatistiksel olarak degerlendirilmesini gostermektedir (Nkontror =10,
nMetszlo)'

Forskolin yanitinin iizerine PDE inhibitorlerinin etkileri degerlendirildiginde Fors,
Rol, Mil veya IBMX uygulamast ile Ca** transient siddeti kontrol grubunda bazala
gore sirasiyla 1,6-, 1,9-, 1,8- ve 2,1-kat artarken, MetS grubunda 1,4-, 2,1-, 2,1- ve
2,6-kat artmistir (Sekil 3.25A). Kontrol ve MetS gruplarinda bazala gore olusan
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yizde yanitlar karsilastirildiginda, yalnizca Fors ve IBMX yanitlarinin gruplar
arasinda farklilik gosterdigi bulunmustur (Sekil 3.25B). Forskolin yaniti {izerine PDE
inhibitorlerinin gosterdigi etkiler karsilastirildiginda Rol, Mil veya IBMX’in MetS
grubunda kontrol grubuna gore sirasiyla 1,2-, 1,3- ve 1,3-kat artisa neden oldugu
bulunmustur (Sekil 3.25C).
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Sekil 3.25. Ca’* transientleri iizerine in vitro PDE inhibitorlerinin etkileri. Degerler
ortalama+SEM olarak gosterilmistir. ¥P<0,05 kontrol veya MetS grubuna gore, °P<0,05
kontrol veya MetS grubunun Fors yamitina gore, 'P<0,05 ise MetS grubunda Rol ve Mil
yanitina gore istatistiksel olarak farki (A’da). *P<0,05 MetS grubunda gozlenen yanitlarin
kontrol grubunda olgiilen degerlerinden istatistiksel olarak farkini gostermektedir (C’de).
Fors uygulamasinin yapildigi deneylerde nNionror =48, Nmets=58, PDE inhibitdrlerinin
uygulandigi deneylerde Rol, Mil, IBMX uygulamasi i¢in sirastyla (Nontror =24, Nuers=24),
(nKontroI :151 nMetS=20), (nKontroI=17, nMetS=18)-

Elektriksel olarak 0,2 Hz frekansli kare bi¢imli uyari ile uyarilan hiicrelerde Ca?
transienti ile iliskili floresans degisimleri incelenmistir. Forskolin yanitt
kaydedilirken ortama PDE inhibitorlerinin eklenmesiyle, MetS grubunda aritmik
Ca?*-transietleri gdzlenmistir. PDE inhibitdrlerinin ortama eklenmesini takip eden
50-sn boyunca gozlenen Ca? sinyalleri sayilmis ve MetS durumunda Rol, Mil veya
IBMX eklenmesi ile olusan sinyal sayisinin kontrol grubuna gore arttig1 ve bu artisin

istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (P<0,05; Sekil 3.26).
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Sekil 3.26. Ca®* salinma sayisi iizerine PDE inhibitrlerinin etkileri. Cubuk grafik
ortalamatSEM. *P<0,05 MetS grubunda gozlenen inhibitdr etkilerinin, kontrol grubunda

oOlciilen degerlerinden istatistiksel olarak farkini gostermektedir. Rol, Mil, IBMX uygulamas1
i¢in sirastyla (Nkontrol =24, Nets=24), (Nkontrot =15, Nivets=20), (Nkontrot =17, Nuets=18).

PDE inhibitérlerinin global Ca?* transient zaman desenleri iizerine gosterdigi etkiler
degerlendirildiginde, Fors uygulamasinin kontrol ve MetS gruplarinda TP (Sekil
3.27A) ve DTsp (Sekil 3.27B) siirelerini kisalttig1 fakat yalnizca Fors yaniti iizerine
IBMX uygulamasinin her iki grupta TP siiresini kisalttigi gozlenmistir. PDE
inhibitorlerinin DTy siireleri tizerine etkileri degerlendirildiginde ise yalnizca IBMX

uygulamasinin MetS grubunda Fors yanitina ek olarak DTs siiresini kisalttigi

goriilmektedir.
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Sekil 3.27. PDE inhibitér uygulamasinin Ca®* transient zaman parametreleri iizerine
etkilerinin incelenmesi. Degerler ortalama+SEM olarak verilmistir. ¥P<0,05 kontrol veya
MetS grubuna gore, °P<0,05 kontrol veya MetS grubunda oSlgiilen Fors yanmitna gore
istatistiksel olarak farki gostermektedir. Fors uygulamasinin yapildig1 deneylerde Ngontrol =48,
Nuets=58, PDE inhibitorlerinin uygulandigi deneylerde Rol, Mil, IBMX uygulamasi i¢in
sirastyla (Nkontrol =24, Nets=24), (Nkontrot =15, Nmets=20), (Nkontrot =17, Nuets=18).
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3.9. PDE inhibitorlerinin Kardiyomiyositlerde Ca** Homeostazindan Sorumlu

Protein Fosforilasyonlar1 Uzerine Etkileri

izole kardiyomiyositler forskolin (Fors; 10° M), rolipram (Rol; 10° M), milrinon
(Mil; 10° M) ya da IBMX (10° M) ile 15-dk inkiibe edildikten sonra PP1A
fosforilasyon diizeyleri (Sekil 3.28A), grup ici bazal degerlerine normalize edilmis
PP1A fosforilasyon diizeyleri (Sekil 3.28C) ile PKA fosforilasyon diizeyleri (Sekil
3.28B) ve grup i¢i bazal degerlerine normalize edilmis PKA fosforilasyon diizeyleri
(Sekil 3.28D) verilmistir.
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Sekil 3.28. PDE inhibitorlerinin protein fosforilasyonlar1 {izerine etkileri. Degerler
ortalama+SEM olarak gosterilmistir. Kontrol veya MetS grubuna gore *P<0,05, kontrol veya
MetS grubunda &lgiilen Fors yanitina gore °P<0,05 (A ve B’de), MetS grubunda gézlenen
yanitlarin kontrol grubunda 6lgiilen degerlerinden istatistiksel olarak farkim1 *P<0,05 (D’de)
gostermektedir (Niontrot =4, Nuets=4).

Fors inkiibasyonlarinin PP1A fosforilasyon diizeyleri bazala gore, kontrol ve MetS
grubunda sirastyla 1,4- ve 1,4-kat artmistir (Sekil 3.28A). PDE inhibitorleri ile
inkiibasyon her iki grupta da kontrole gére anlamli bir degisime neden olmamistir.
Fors ve IBMX inkiibasyonlart PKA fosforilasyonlarin1 kontrolde sirasiyla 2- ve 1,5-
kat arttirirken, MetS grubunda bu artis 1,5- ve 1,4-kat olarak bulunmustur (Sekil
3.28B). Grup igi bazal degerlere gore Fors uygulamasinin PKA fosforilasyonunu
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arttirma orant MetS durumunda kontrole gore anlaml diizeyde diisiik, buna karsin
IBMX etkisi MetS grubunda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek bulunmustur (Sekil 3.28D).

RyR2 fosforilasyon diizeyleri (Sekil 3.29A), grup i¢i bazal degerlerine normalize
edilmis yiizde RyR2 fosforilasyon oranlar1 (Sekil 3.29C) ile PLN fosforilasyon
diizeyleri (Sekil 3.29B) ve grup i¢i bazal degerlerine normalize edilmis ylizde PLN
fosforilasyon diizeyleri (Sekil 3.29D) verilmistir.

Kontrol grubunda Fors uygulamasi RyR2 fosforilasyonlarini 2-kat arttirirken, IBMX
uygulamasinda bu artis 2-kat olarak gozlenmistir. IBMX uygulamasi ile gézlenen
fosforilasyon artis1 Rol ya da Mil uygulamasi ile gézlenmemistir (Sekil 3.29A). MetS
grubunda Fors uygulamasi bazal duruma gére RyR2 fosforilasyonlarinda 2-kat artisa
neden olurken, Rol ve IBMX inkiibasyonlari ile sirasiyla 1,7- ve 2-kat fosforilasyon
artist bulunmustur. IBMX uygulamasi ile elde edilen yanit artist Rol ya da Mil
uygulamasi ile elde edilen artisa gore yaklasik 1,4-kat biiytiktir (Sekil 3.29A). Grup
ici bazal degerlere gore hesaplanan fosforilasyon artig yiizdeleri MetS grubunda
kontrol grubuna gore Fors ve IBMX yanitlarinda istatistiksel olarak farklidir (Sekil
3.29C).
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Sekil 3.29. PDE inhibitorlerinin protein fosforilasyonlar1 {izerine etkileri. Degerler
ortalama+SEM olarak verilmistir. Kontrol veya MetS grubuna gore *P<0,05, kontrol veya
MetS grubunda Fors yanitina gore, °P<0,05, kontrol veya MetS grubunda Rol ve Mil yanitina
gore istatistiksel olarak farki "P<0,05 gostermektedir (A ve B’de). MetS grubunda gézlenen
yanitlarin kontrol grubunda oOlgiilen degerlerinden istatistiksel olarak farkim *P<0,05
gostermektedir (C’de) (Nkontrot =4, Nvets=4).

Fosfolambanin Serine bolgesinden fosforilasyonu kontrol grubunda yalnizca Fors
inkiibasyonu ile 1,5-kat artarken, MetS durumunda yalnizca IBMX uygulamasi
bazala gore 1,6-kat fosforilasyon artisina neden olmustur (Sekil 3.29B). Kontrol ve
MetS gruplarinda bazal duruma gore inkiibasyonlarda gozlenen PLN fosforilasyon
artis ylizdeleri karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

gbzlenmemistir.
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4. TARTISMA

Diyabet, insiilin hormonunun islevi, salinimi veya her ikisinde birden meydana gelen
bir hasara bagl olarak ortaya ¢ikan hiperglisemi ile karakterize, etiyolojisinde birden
fazla faktoriin rol oynadig1r metabolik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Tip 1
diyabette, cesitli nedenlerden dolayr pankreasta insulin hormonu {iiretimi yetersiz
iken tip 2 diyabet durumunda hiicrelerde insuline direng (insuline yanit vermeme
durumu) s6z konusudur (National Diabetes Data Group, 1979). Her iki durum da
hiperglisemi ile karakterizedir. Tip 2 diyabette ayrica insulin direnci ile birlikte
hiperinsulinemi de gozlenmektedir. Dutta ve ark. (2001) yaptiklari ¢alismada, siikroz
diyeti ile tip 2 diyabet modeli olusturulan sicanlarda, insulin direnci ve
hiperinsulinemi ile korele olarak kalbin mekanik aktivitesinde degisiklikler

gozlemislerdir (Dutta ve ark., 2001).

Klinikte gozlenen MetS etiyolojisine en yakin deneysel hayvan modeli yiiksek-
karbonhidrat iceren diyet ile besleme yoluyla MetS olusturmaktir (Panchal ve ark.,
2011). 1970°li yillarda yiiksek fruktoz igerikli misir suruplarinin iretilmesi, bu
suruplarin yogun tat ve diisik maliyete sahip olmalar1 gida sektoriinde yaygin
kullanimlarina yol agmistir. Kolay erisimli olan bu gidalarin yiiksek karbonhidrat
igerigine sahip olmasi ve tiiketiminin artmasinin Diinya ¢apinda MetS prevalansinda
artisa neden oldugu diistiniilmektedir (Basciano ve ark., 2005; Bray, 2002). Yiiksek-
siikroz igeren diyet ile beslenen deney hayvanlarinda MetS olusumu ¢esitli
kaynaklarda rapor edilmistir (Banos ve ark., 2005; Cardenas ve ark., 2006; Davidoff,
Boyden, ve ark., 2004; de Freitas ve ark., 2008; DiMeglio ve ark., 2000; Dutta ve
ark., 2001; Fang ve ark., 2005; Gonsolin ve ark., 2007; Pang ve ark., 2008; Reiser ve
ark., 1981; Santure ve ark., 2002; Schwanke ve ark., 2006; Sumiyoshi ve ark., 2006).
Buna karsin, uygulanan diyet protokollerinin (Cizelge 1.2) her ¢alismada aym etkiyi
olusturmadigi, hatta bazi1 ¢aligsmalarda yiiksek-siikroz diyetinin MetS olusumuna yol
acmadigi rapor edilmistir (Horton ve ark., 1997). Bu nedenle ¢alismamizda oncelikle
16 hafta boyunca normal diyetlerine ek olarak % 32 oraninda siikroz igeren igcme

suyu ile besledigimiz Wistar tiirli erkek sicanlarda MetS olusumununun
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dogrulanmasi1 amaglanmistir ve Cizelge 1.1°de belirtilen MetS tani kriterlerinden
yola ¢ikilarak, sicanlarda sistemik MetS belirtegleri Ol¢iilmiistiir (Cizelge 3.1). Deney
grubunda artmis viicut agirhigi, artmis aglik kan glukoz, insulin ve trigliserit diizeyi,
hipertansiyon ve insulin direnci tespit edilerek deney hayvanlarinda MetS deney
modelinin olusumu dogrulanmistir. Besleme periyodu sonunda deney grubunda
gozlenen kilo artisinin kontrol grubuna gore % 10 daha fazla ve aglik kan
glukozunun yaklasik 120 mg/dL diizeylerinde olmasi uyguladigimiz modelde tip 2
diyabetin ya da obezitenin heniiz ortaya ¢ikmadigimi gostermektedir. OGTT
uygulamasinda glukoz yiiklemesi ile artmis kan glukoz ve insulin diizeylerinin
dolasimdan uzaklastirilma kinetigi incelendiginde deney grubunda glukoz
intoleransinin ve insulin direncinin olustugu tespit edilmistir (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2.).
Deney grubu olarak baslanan tiim hayvanlarda bu degisiklikler gézlenmistir. Bu
bulgular, yiiksek karbohidrat ile beslenmenin, bireylerde gozlenen pre-diyabet

bulgulariyla uyumlu oldugunu gostermistir.

Yiiksek-siikroz igerikli diyet ile MetS deney modelini olusturmayr hedefleyen
calismalarda ¢eligkili sonuglar elde edilmesi ya da deney modelinin
olusturulamamasinin nedeni uygulanilan protokoliin siiresinden kaynaklanabilir.
Yapilan ¢alismalar incelendiginde en az 10-hafta siiren yiiksek-siikkroz (= % 60) ile
beslemenin metabolik sendrom olusumuna yol agtig1 sonucuna varilabilir (Dutta ve
ark., 2001; Nakagawa ve ark., 2006; Robbez Masson ve ark., 2008; Santure ve ark.,
2002; Selenscig ve ark., 2010).

Bu tez ¢aligmasinin ilk hedefi, MetS olusturulmus siganlarda kalp fonksiyonlarinin
incelenmesidir. Bu ama¢ dogrultusunda histolojik veriler degerlendirildiginde MetS
durumunda kalp dokusunda miyofibril kayiplar1 ve organizasyon bozukluklarinin
olustugu gorilmistiir. Kalp kasilma birimi olan miyofibrillerde gozlenen bu
degisimler, kalp kasilma giiciiniin azalmasinin bir nedeni olarak degerlendirilebilir
(Jalil ve ark., 1989). MetS durumunda kalp doku orneklerinde gozlenen bag doku
birikimi ise dokunun elastik bilesenlerinde bozulmalar oldugunu gostermektedir ve

bu degisimlerin kasilma-gevseme siireclerinde gozledigimiz yavaglamaya katki
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sagladig1 diistiniilebilir (Burlew ve ark., 2000; Heerkens ve ark., 1987; Nikolic ve
ark., 1988; Regan ve ark., 1981; Riva ve ark., 1998; Thiedemann ve ark., 1983).

Klinikte, MetS-indiiklii kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumu ¢esitli arastirmalarla
gosterilmistir (Crendal ve ark., 2014; Fung ve ark., 2009; Grundy, 2004; Sharma ve
ark., 2003; Szczepaniak ve ark., 2003; Tadic ve ark., 2014). Uyguladigimiz deney
modelinin kalp fonksiyonu {izerine etkilerini arastirmak {izere izole organ ve doku
sistemlerinde elektriksel uyarim altinda kalp kasilma-gevseme dinamigi incelenmis
ve MetS durumunda kalbin izovolumetrik ve izometrik kasilma kuvvetinin azalirken,
sarst egrilerinin zaman parametrelerinde uzama oldugu gortilmiistiir (Sekil 3.7 ve
Sekil 3.8). Bu sonuglar yiliksek-siikroz igerikli diyet ile indiiklenen MetS modeli
uygulanmis onceki ¢aligmalarla uyumludur (Cardenas ve ark., 2006; Gonsolin ve
ark., 2007; Vasanji ve ark., 2006).

Uyguladigimiz deney modelinde kalp fonksiyon bozukluklarmin altinda yatan
nedenleri arastirabilmek icin, kardiyomiyositlerin kasilma-gevseme dinamigi ve
hiicre i¢i Ca** degisimi incelenmistir. Kardiyomiyositlerde plazma membran
depolarizasyonu voltaj kapili L-tipi kalsiyum kanallarmin (LTKK) agilmasi ile
ekstraseliiler sividan hiicre igine Ca®* girisine neden olur. RyR2’lerindeki Ca?*
sensdrleri Ca?**u baglayarak kanalin agilmasini saglar ve sarkoplazmik retikulumdan
(SR) Ca?* salimi meydana gelir. Bu durum Ca®" indiikli Ca** salinimi olarak
bilinir (Endo ve ark., 1970; Fabiato, 1983). Bu fenomen dikkate alindiginda kalp
kasilmasinin efektif bir sekilde gergeklesmesi igin dncelikle LTKK fonksiyonunun
onemli oldugu goriilmektedir. Buna karsin, calismamizda MetS grubunda LTKK
akimlarimin degigsmedigi ve bu bulgunun bazi ¢alisma sonuglari ile de uyumlu oldugu

goriilmektedir (Choi ve ark., 2002; Nevelsteen ve ark., 2013).

Diger yandan, kontrol ve MetS gruplarindan izole edilen kardiyomiyositler
elektriksel alan uyarimi ile uyarildiklarinda, hiicre ici ca®* degisimlerinin gruplar
arasinda siddet ve zaman deseni olarak farklilik gosterdigi gozlenmistir. Elektriksel

uyart ile hiicre i¢ine yaklasik ayni oranda Ca? girisi olmasina ragmen depolardan
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sitoplazmaya Ca®* saliim miktari, hiz1 ve artan hiicre i¢i Ca**un uzaklastirilma hizi
gruplar arasinda farklilik gostermistir. MetS grubunda uyari ile depodan salinan Ca?*
miktar1 kontrol grubuna gore diisiik iken Ca’* salinma ve geri alinma kinetikleri de
yavaslamis bulunmustur. Kalbin kasilma-gevseme dinamigi, yapisal birim olan bag
dokusunun ve iglevsel birim olan kardiyomiyositlerin bir fonksiyonudur. MetS’lu
kardiyomiyositlerde elektriksel uyarim ile gozlenen Ca®* yamtlarindaki bu degisim
MetS’da gozlenen kalp fonksiyon bozuklugunun yapisal temelinin yaninda islevsel
temele de dayandigini gostermektedir. Bu sonuglar MetS deney modellerinde
kaydedilen dnceki veriler tarafindan desteklenmektedir. Onceki calismalarda, yiiksek
siikroz igerikli diyet ile MetS deney modeli olusturulan siganlarda ventrikiiler
miyositlerin kisalma ve tekrar uzama evrelerinin kontrole gore (% 42-63) daha
yavas oldugu goriilmistiir (Davidoff, Mason, ve ark., 2004; Miklos ve ark., 2012).
Mellor ve ark. 2012 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada ise Ca®" transient siddetinin
kontrole gore % 42 diisiik oldugunu, transientin séniimlenme fazinin zaman sabitinin
ise % 24 oraninda uzadigini gostermislerdir (Mellor ve ark., 2012). Bu bulgular
bizim bulgularimizla uyumlu olup, kalbin mekanik aktivitesindeki MetS indiiklii

degisimleri aciklayabilmektedir.

Hiicre i¢i Ca®* degisimlerinde Olgiilen bu degisimin nedenlerini aragtirmak igin
sarkoplazmik retikulumdan (SR) Ca®* salan ryanodin reseptdrlerinin (RyR2) ve
sitoplazmik Ca®’u SR’a geri pompalayan SERCA’min aktiviteleri incelenmistir.
Ryanodin reseptdr fonksiyonunu incelemek i¢in kullanilan bir yontem Ca?*
sparklarinin  degerlendirilmesidir. Dinlenim durumunda ryanodin reseptorleri
stokastik bir bigimde Ca”" salarlar (Shkryl ve ark., 2012; Wussling ve ark., 1996)
lokal ve kiigiik Ca?* sinyalleri olarak kaydedilen bu olay reseptérlerin fonksiyonu
hakkinda bilgi verir (Rios ve ark., 2002; Santiago ve ark., 2013). Gruplardan elde
edilen kardiyomiyositlerde &lgiilen Ca®* spark parametreleri degerlendirildiginde
(Sekil 3.11) MetS durumunda spark frekansinin kontrole goére artmis olmasi
RyR2’lerinin daha aktif bir sekilde Ca®* saldigim gostermektedir. Bu ¢alismada
dogrudan olarak Olgmememize karsin, bagkalarinin yapmis oldugu calismalar
1s51g¢inda degerlendirildiginde, RyR2’nin hiperfosforilasyonunun, FKBP12.6 protein
kaybt ya da reseptdor kompleksinde PDE4D eksikligininin spark frekansinin
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artmasina ve aritmi olusumuna yol agmasi ile uyumlu goériinmektedir (Beca ve ark.,
2011; Carlisle Michel ve ark., 2004; Chelu ve ark., 2004; Elliott ve ark., 2011;
Lehnart ve ark., 2005; Marx ve ark., 2000; Santiago ve ark., 2013; Wehrens ve ark.,
2006; Wehrens ve ark., 2004; Xiao ve ark., 2004). Yapilan ¢esitli ¢alismalarda,
patolojik kosullar altinda olan kardiyomiyositlerde, Ca** spark frekansinin artmasi
SR’daki Ca’* miktarinin azalmasina ve hiicre i¢i Ca’* miktarimin artmasina yol agtig1
gosterilmistir. Bu nedenle, bulgularimiz kapsaminda SR’daki Ca®* miktariin
azalmasinin bir fonksiyonu olarak ca®* spark siddetinin azalmasi da beklenen bir
sonu¢ olarak  degerlendirilebilir. Bu  bulgular MetS sahip memeli
kardiyomiyositlerinde Ca®* spark parametreleri ilk kez bu ¢alismada incelenmistir.
Bizim bu bulgulara paralel olarak, tip 2 diyabet modelinde izole kardiyomiyositlerde
Ca?* spark frekansinin arttig1 ve Ca®* spark siddetinin azaldig1 gosterilmistir (Pereira
ve ark., 2006).

Ca®* spark deneyleri RyR2’lerinin fonksiyonlarin MetS durumunda bozuldugunu
gostermektedir. RyR2’lerinden kontrolsiiz Ca?* salimm hiicre i¢ci Ca®* miktarinimn
artmasina neden olmustur. Kaynaklarda 10 mM kafeinin RyR2’lerini uyararak
depodaki Ca?’un salinmasma neden oldugunu ve bu sayede SR Ca®* miktarinin
tayin edilebildigini gdsteren galismalar mevcuttur (Cros ve ark., 2014; Venetucci ve
ark., 2007). MetS durumunda SR Ca®* miktarini tayin edebilmek amaciyla dinlenim
durumundaki kardiyomiyositlere 10 mM kafein uygulanmis ve MetS durumunda
kafein yanit siddetlerinin kontrole gore daha diisiik, yanitin olusma ve séniimlenme
sirelerinin ise daha uzun oldugu gozlenmistir. Gozlenen bu yanmit SR ca®*
miktarindaki azalmayla aciklanabilecegi gibi RyR2’leri ve kafein etkilesiminde
ortaya ¢ikan bir problemden de kaynakli olabilir. Bunu destekler nitelikte, Dinger ve
ark. (2006) MetS durumunda kopek kardiyomiyositlerinde RyR2’lerinin kafein
baglama kapasitesinin diistiigiinii gostermislerdir (Dincer, Araiza, Knudson, Shao, ve
ark., 2006).

Kafein uyarimi ile ya da elektriksel uyari ile hiicre iginde artan Ca?"’un
uzaklastirilma hizlarinda gbzlenen uzamanin temel olarak sodyum-kalsiyum degis-
tokuscusu (NCX) ya da SERCA aktivitesi ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (Kuster
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ve ark., 2010; Maltsev ve ark., 2013). SERCA, SR’dan salinan Ca®*’un depoya geri
pompalanmasimi NCX ise artan sitoplazmik Ca’"’un hiicre disma atilmasindan
sorumlu pompalardir. MetS durumunda SERCA aktivitesinin azaldigin1 gésteren
calismalar mevcuttur (Balderas-Villalobos ve ark., 2013; Dutta ve ark., 2001).
Uyguladigimiz MetS deney modelinde bozulmus Ca®* homeostazinda SERCA’nin
roliinii aragtirmak lizere NCX’in bloke edildigi deney sartlarinda kafein yanitlarinin
soniimlenme siireleri incelenmistir (Sekil 3.13). Deney sonuglar1 analiz edildiginde
onceki calismalarla uyumlu olarak MetS durumunda kafein sénlimlenme siiresinin
daha uzun oldugu diger bir deyisle SERCA aktivitesinin daha diigiik oldugunu ortaya

konmustur.

Yapilan calismalar RyR2’lerinin bazi modifikasyonlar altinda sizintili duruma
gectigini gostermektedir (Ai ve ark., 2005; Andersson ve ark., 2011; Chelu ve ark.,
2004; Marx ve ark., 2000; Wehrens ve ark., 2006). Bu durumda hiicre ici bazal Ca**
miktarinin ve Ca”" spark frekansmim arttigi bilinmektedir. Bu hususta yaptigimiz
incelemelerin sonuglar;, MetS deney modelinde hem bazal Ca** miktarmin hem de
Ca?* spark frekansinin artmasi RyR2’lerinin sizintili durumda olabilecegini
desteklemektedir. Kaynaklarda tetracaine (1 mM) uygulamasi ile RyR2’lerinin bloke
oldugu ve mevcut sizintinin ortadan kayboldugu gosterilmistir (Shannon ve ark.,
2003). Bu bilgi dogrultusunda izole kardiyomiyositlere tetracaine ve Kkafein
uyguladigimiz deney protokoliinde, kontrol ve MetS gruplart igin Ca®* sizinti
miktarlart hesaplanmig ve MetS durumunda kontrole gore artmig Ca?* sizmtisi tespit
edilmistir. Bu deney protokolii MetS’lu kardiyomiyositlerde ilk kez uygulanmustir.
Dinger ve ark. yayinladiklar1 c¢aligmalarda MetS’lu  deney hayvanlarinda
RyR2’lerinin hiperfosforile oldugu rapor edilmistir (Dincer, Araiza, Knudson, Shao,
ve ark., 2006; Dincer, Araiza, Knudson, Molina, ve ark., 2006) ve RyR2’lerinin
hiperfosforile oldugu durumda sizintili konuma gectigini bildiren ¢alismalar
mevcuttur (Marx ve ark., 2000; Wehrens ve ark., 2006). Uyguladigimiz MetS deney
modelinde gozledigimiz Ca®* sizintisnin nedeni olarak RyR2’lerinin hiperfosforile
olmast hipotezini test etmek amaciyla, homojenize edilmis si¢an kalplerinde
RyR2’lerinin fosforilasyon miktarlar1 arastirilmis ve MetS durumunda RyR2’lerinin

hiperfosforile oldugu bulunmustur. Bu veri MetS grubunda gézlenen artmig Ca’*
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sizitisin1 agiklayabilmektedir. Marx ve ark. (2000) RyR2’lerinin stabilitesinden
sorumlu olan FKBP12.6 proteininin kayb1 ile RyR2’lerinin aktivitelerinin arttig1 ve
Ca®* salma senkronizasyonunun bozuldugunu géstermislerdir (Marx ve ark., 2000).
Bu c¢alismayla uyumlu olarak MetS’lu sican kalp homojenatlarinda FKBP12.6
protein miktarmin kontrole goére anlamli diizeyde azaldigi goézlenmistir.
Uyguladigimiz MetS modelinde gozlenen sizinitili RyR2 durumunun, reseptoriin
hiperfosforile olmasi ve stabilizator proteininin kaybi ile olustugu hipotezi

desteklenmistir.

RyR2’leri artmis adrenerjik uyarim altinda aktive olan PKA ya da CaMKIlI
tarafindan fosforile edilerek module edilir (Wehrens ve ark., 2006; Wehrens ve ark.,
2004). Dinger ve ark yaptiklari calismada, MetS durumunda artmig adrenerjik uyarim
ile aktive olan PKA’nin RyR2 hiperfosforilasyonuna yol actigi one siiriilmiistiir
(Dincer, Araiza, Knudson, Shao, ve ark.,, 2006). MetS durumunda PKA
fosforilasyonu (aktivasyonu) kontrole gore artmis bulunurken CaMKII fosforilasyon
miktart degismemis bulunmustur. Kaynaklarda MetS deney modelinde RyR2
durumunu inceleyen tek ¢alisma Dinger ve ark yaptigi ¢alismalardir (Dincer, Araiza,
Knudson, Shao, ve ark., 2006; Dincer, Araiza, Knudson, Molina, ve ark., 2006),
ancak bu deneylerde MetS olusumu i¢in yiiksek-yag igerikli diyet kullanmiglardir bu
baglamda bu tez c¢alismas1 yiiksek-siikroz igerikli diyet ile RyR2’lerinin

fonksiyonunu gosteren ilk ¢alismadir.

MetS deney modellerinde, Ca** homeostazini inceleyen ¢aligsmalar 6zellikle, SERCA
aktivitesi ve regiilasyonunu belirlemeye yoneliktir. Miklos ve ark. MetS durumunda
Ca®* transientlerinin séniimlenme siireleri ve hizlarii inceledikleri calismada,
Ca’"’un uzaklastirilma kapasitesinde azalma oldugunu ve SERCA2 ya da
fosforillenmis fosfolamban (pPLN) protein seviyesinin arttigini rapor etmislerdir
(Miklos ve ark., 2012). Fakat kaynaklarda MetS deney modellerinde dlgiilen SERCA
ve pPLN protein miktarlar1 hakkinda celiskili sonuglar vardir. Ornegin; Mellor ve
ark. yaymladiklar1 c¢aligmaya gore ise 12-hafta fruktoz ile beslenen siganlarda
SERCA ve pPLN protein miktarinda azalma oldugu gosterilmistir (Mellor ve ark.,
2012). MetS’lu kalp homojenatlarinda SERCA ve CaMKII tarafindan fosforillenmis
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PLN protein miktarinda kontrol grubuna gore fark gozlenmezken PKA tarafindan
fosforillenen PLN protein seviyesinin azaldigi gosterilmistir. Bulgularimiz Mellor ve
ark. yaymladiklar1 sonuglar ile uyumlu iken Miklos ve ark. sonuglarina terstir. Bu
durumun agiklamasi uygulanilan besleme protokoliiniin siiresi olabilir. Miklos ve
ark. sicanlar1 6-hafta, Mellor ve ark. ise 12-hafta beslemistir. Bu nedenle 16-haftalik
besleme protokolii uyguladigimiz si¢anlardan elde ettigimiz verilerin, uzun besleme
stireli ¢alisma (Mellor ve ark.) ile uyumlu ¢ikmasi gozlenen patofizyolojinin zaman
bagiml ortaya c¢iktigini diistindlirmektedir. MetS deney modelinde PKA aktif iken
PLN’in PKA tarafindan fosforillenmis formunun protein seviyesinin azalmasi bir
celiski gibi goziikse de artmig protein fosfataz (PP1) aktivitesinin bu sonuca yol

act181 diisliniilebilir.

Klinikte non-spesifik PDE inhibitérii olan teofilinin astim ve pulmoner
rahatsizliklarda kullanilmasi ile bu inhibitorlerin kardiyak aritmi ve mortalite gibi
ciddi yan etkilerinin gozlenmesi PDE inhibitorlerinin terapotik ajan olarak
uygulanmasinm kisitlamis ve bu konuda mekanistik calismalarin yapilmasi geregini
dogurmustur (Barnes, 2003). PDE’larin kalp patolojilerdeki durumlarini inceleyen
bir ¢alismada kalp yetmezligi modeli olusturulan sicanlarda PDE3 ve PDE4’iin
kardiyak beta-adrenerjik yanitlar {izerine gosterdikleri etkiler degerlendirilmis ve
sonu¢ olarak saglikli siganlarda her iki PDE alt tipinin inhibisyonu ile pozitif
inotropik ve lusiotropik etki gozlenirken kalp yetmezligi olan si¢anlarda yalnizca
PDE3 inhibisyonunun etki olusturdugu rapor edilmistir (Afzal ve ark., 2011). Molina
ve ark. 2012 yilinda yayinladiklari ¢alismada ise PDE4’tin insan atriyal
miyositlerinde hiicre i¢i Ca’* ve cAMP seviyesinin diizenlenmesinde 6nemli
oldugunu ve PDE4 eksikliginde atriyal fibrilasyon goriilme olasiligmin arttigini
gostermiglerdir (Molina ve ark., 2012). Benzer bir ¢alismada Lehnart ve ark.
tarafindan mutant farelerde yapilmistir. Arastiricilar PDE4D eksikligi olusturduklari
farelerde kardiyomiyopati ve egzersiz-indiiklii aritmilerin ortaya ¢iktigini
gostermislerdir (Lehnart ve ark., 2010). Anjiotensin II ile olusturulan kardiyak
hipertrofi modelinde ise PDE4 aktivitesinin kontrole gore % 22 artig gosterdigi
bilinmektedir (Mokni ve ark., 2010).
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Tez ¢aligmasinin ikinci boliimiinde, MetS ya da obezite gozlenen kalp fonksiyon
bozuklugunda PDE’larin roliiniin olup olmadiginin incelenmesi hedeflenmis olup,
oncelikle kalp dokusunda, en yiiksek seviyede ifade oldugu ve Ca®" homeostazi
tizerine diizenleyici etkileri oldugu baska patoloji modellerinde gosterilen (Mika ve
ark., 2013; Mika ve ark., 2012) PDE3 ve PDE4’iin protein seviyeleri incelenmistir.
MetS’l1 sican kalp dokusunda protein seviyeleri artan PDE’ler PDE3B, PDE4B ve
PDEA4D olarak tespit edilmistir. Simdiye kadar MetS, obezite, tip 1 veya tip 2 diyabet
durumlarinda PDE’larin kalp ifade diizeyleri ve aktiviteleri hakkinda yapilan tek
caligma, Nagaoka ve ark. 1998 yilinda yayinladiklar1 insulin direncine sahip obez
sicanlarda PDE3B mRNA seviyesinin 12.haftada artmis buna karsin PDE3 ve PDE4
aktivitesinin kalp dokusunda kontrole goére farkli olmadiginin rapor edildigi
caligmadir (Nagaoka, Shirakawa, Kasuya, ve ark., 1998) ve bu ¢alismanin bulgular
deney sonuglarimizi desteklemektedir. Bu c¢alismanin disinda bu hususta baska
bulgularin olmamasi, heniiz bu konudaki detayli ¢aligmalarin baslangi¢ diizeyinde
oldugunu diistindlirmektedir. Bu eksikligin PDE ailesinin ¢ok genis olmasindan,
hiicre i¢i ¢esitli sinyal-yolaklarinda c¢esitli goérevler almasindan, ve ozellikle
etkilerinin hiicre igi-lokalizasyon bagimli olmasindan kaynaklandigini isaret eden
bazi 6nemli ¢aligmalar mevcuttur (Manganiello, Murata, ve ark., 1995; Marcantoni
ve ark., 2009; Maurice ve ark., 2014; Maurice ve ark., 2003). Literatiirde bu hususta
yapilan bazi ¢alisma Ornekleri arasinda, 6rnegin PDE4D ifade etmeyen farelerde
yapilan bir ¢alismada, bu farelerin sol ventrikiil kasilma kuvveti ve kasilma-gevseme
hizlarinda artis gozlenirken, RyR2 fosforilasyonlarinda azalma oldugu bildirilmistir
(Beca ve ark., 2011). Bu calisma sonuglar1 PDE protein ekspresyon seviyesi ile
RyR2 arasindaki bir tiir iliskinin kalbin mekanik aktivitesi {izerinde etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir.Sol ventrikiil kasilma kuvvetinde artis, kasilma
hizinda yavaslama ve RyR2 hiperfosforilasyonu gozledigimiz MetS deney
modelinde PDE4D protein miktarinin artmis olmast Beca ve ark. bulgulariyla
uyumludur. Bir basgka ¢alismada, 6rnegin PDE4D ve PDE4B ifade etmeyen farelerde
Ca’* transientlerinin séniimlenme siirelerinin (DTso) kisaldig1 gosterilmistir (Molina
ve ark., 2012), ki bu bulgu da yine bizim deney modelimizde gbzledigimiz bulgularla
( 6rnegin DTsg siiresinin uzamasi ve PDE4D ve PDE4B protein seviyesinin artmasi

gibi), uyumlu oldugu goriilmektedir (Leroy ve ark., 2011).
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MetS’lu sigan kalp dokusunda Ol¢iilmiis olan PDE protein seviyelerindeki artisin
kalbin mekanik aktivitiesinde ve hiicre i¢i gdzlenen Ca** degisimlerinde rolii olup
olmadigin1 anlamak amaciyla, kardiyomiyositlerde PDE inhibitorleri varliginda
cAMP diizeyleri 6l¢iilmiis ve bazal durumuda cAMP diizeyleri MetS grubunda
kontrole gore % 50 azalmig bulunmustur. Bu azalmanin altinda yatan nedenlerden
birisi, adenilat siklaz aktivitesinde gozlenen azalma ya da PDE aktivitesinin artmasi
olabilecegini diistindiirmektedir. Cilinkii, PDE inhibitorleri (rolipram, milrinon ya da
IBMX) bazal cAMP diizeylerini MetS’lu grupta énemli derecede arttirirken, kontrol
grubunda PDE inhibitorlerinden yalnizca IBMX bazal cAMP diizeyini arttirmistir.
Baska bir ifade ile, yiiksek-siikroz aliminin, sigan kalp dokusunda hem PDE3 ve
PDE4’iin protein seviyesinin ve hem de bazal aktivitesinin artmasina neden
oldugunu gostermektedir. Diger yandan, hem bir adenilat siklaz aktivatorii olan
forskolin varliginda cAMP yanitinin ve hem de genel bir PDE inhibitdrii olan IBMX
yanitinin MetS grubunda daha yiiksek olmasi, MetS durumunda artmis PDE
aktivitesini dogrulamaktadir. Adenilat siklaz aktivitesinin her iki grupta ayni oldugu
varsayilirsa forskolin uyarimi ile artan cAMP diizeyinin MetS’da diisiik olmasi, bir
olasilikla aktif PDE’lar tarafindan iiretilen cAMP’nin hidrolize oldugu ve bu sayede
seviyesinin diisiik olarak oOlgiilebilecegini isaret etmektedir. Diger yandan, zaten
diisiik olan bazal cAMP bu grupta daha diisik PDE olgiilebilecegini de isaret
etmektedir. Bu olasilik g6z 6niinde tutularak bu konuda daha ileri ¢caligmalara ihtiyag
vardir. Bu bulgular, bu model ¢alismasinda ilk kez ele alinmis oldugundan, baslangic
bulgular olarak kabul edilerek ileriki ¢aligmalara énemli bir zemin hazirladig1 géz

onunde tutulmalidir.

Bu hususta bir bagska 6nemli ¢alismada, bazal durumdaki hiicrelerde PDE’larin
aktivitelerinin kasilma fonksiyonlarina yansimadigi, ancak siklik niikleotitlerin artis1
ile sonuglanan bir uyarim sonrasinda aktivitelerinin arttigi gosterilmistir (Leroy ve
ark., 2011; Verde ve ark., 1999). Bu verilerle uyumlu olarak elektriksel olarak
kasilan izole papiller kas seritleri veya izole kardiyomiyositler PDE inhbitorleri ile
stiperfiize edildiginde kasilma parametrelerinde bir farklilik olmadigi goriilmustiir.
Buna karsin, bu 6rnekler forskolin ile uyarildiktan sonra PDE inhibitorlerinin ortama

eklenmesi ile inhibitorlerin inotropik ve lusiotropik etkileri belirgin olarak ortaya
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cikmigtir. Bizim caligmamizda, kaydedilen forskolin yanitinin iizerine PDE
inhibitorlerinin etkileri gruplar arasinda degerlendirildiginde MetS grubunda her {i¢
inhibitortin de inotropik etkisi kontrol grubunda gézlenen inhibitor etkilerine goére
yiiksek bulunmustur. Bu veriler 1s18inda MetS’da gozlenen kontraktil fonksiyon ve
Ca’* homeostaz bozuklugunda artmis PDE aktivitesinin rolii olabilecegini
diisindirmektedir. Papiller kasta elektriksel uyari ile elde edilen sarsi egrilerinin
zaman desenleri PDE inhibitorleri varligindan etkilenmezken forskolin uyariminin
ardindan tepeye c¢ikis siiresi (TP) ve yar1 gevseme siiresinde (DTsp) gozlenen kisalma
yalnizca MetS grubunda IBMX uygulamasi ile daha da kisalmistir. Ca”*
transientlerinin zaman desenlerinde de benzer etkiler kaydedilmistir yalniz farkli
olarak elektriksel uyarim altinda iken MetS’lu kardiyomiyositlerde DTsg
parametresinin  IBMX uygulamasi ile kisaldigi goriilmektedir. Papiller kas
kasilmalarinda gézlenmeyen bu etkinin Ca®" transient dl¢iimlerinde gbzlenmesinin
nedeni izometrik kasilma yanitlarinin makro diizeyde olmast ve farkh
komponentlerinin olmasina kargin Ca®* transientlerinde tek hiicreden hassas bir

sekilde sadece Ca®" sinyallerinin kaydedilmesi olarak diisiiniilebilir.

Ca’* transientlerinin TP ve DTsg siireleri forskolin uygulamasi ile kisalirken IBMX
uygulamasi TP siiresini MetS’lu kardiyomiyositlerde, DTsg siiresini ise hem kontrol
hem de MetS grubunda daha da kisaltmistir. Bu goézlenen etkinin olast nedenleri
olarak RyR2 ve SERCA aktiviteleri ile PDE inhibitorleri arasindaki iligki
incelenmistir. Bu amagla 6ncelikle PDE inhibitérleri varliginda RyR2 ve SERCA’nin
fosforilasyon diizeyleri 6l¢iilmistiir. Forskolin uygulamasi protein fosfatazl (PP1),
PKA, RyR2 ve fosfolamban (PLN) fosforilasyon diizeylerinin yiikselmesine, genel
bir PDE inhibitorii olan IBMX ise her iki grupta PKA, RyR2 ve PLN fosforilasyon
diizeylerinin artmasina neden olmustur. PDE4 inhibitorii rolipram ise yalnizca MetS
durumunda RyR2 fosforilasyonunda artisa neden olmustur. IBMX uygulamasi ile
Ca®" transientlerinin siddetlerinde goriilen artis, PLN fosforilasyonunun artmasi ile
SERCA’nin aktivitesinin artmasi ve depoya daha fazla Ca®* pompalamasiyla
aciklanabilir. Ayrica SERCA aktivitesinin PLN fosforilasyonu ile artmasi IBMX
uygulamas1 ile Ca®" transientlerinin DTsy siirelerinde gozlenen kisalmayi

aciklayabilir. PLN ve RyR2 fosforilasyon diizeylerinin IBMX uygulamasi ile artmasi
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yine IBMX uygulamasi ile artan PKA fosforilasyonu ile agiklanabilir. Diger yandan,
RyR2 fosforilasyonunun yiikselmesi durumda kardiyak aritmilerin arttigi
bilinmektedir (Lehnart ve ark., 2005; Venetucci ve ark., 2007). MetS durumunda
PDE inhibitérlerinin ortamda olmasi Ca®* salmma sayisinl arttirmig yani
kardiyomiyosit diizeyinde aritmilere neden olmustur. Rolipram ve IBMX uygulamasi
ile artan RyR2 fosforilasyonu bu aritmilerin nedeni olarak yorumlanabilir. PDE3
inhibitérii milrinonun RyR2 fosforilasyonlarini etkilemezken PDE4 inhibitorii
rolipramin fosforilasyonlar1 arttirmasi, PDE4’tiin SR ve RyR2 kompleksinde
bulunabilecegi ve lokal olarak bu organellerin fonksiyonlarmin diizenlenmesinde rol
oynayabilecegini gosteren ¢alismalarla uyumlu bir sonugtur (Carlisle Michel ve ark.,
2004; Lehnart ve ark., 2005; Marcantoni ve ark., 2009).
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda yiiksek siikroz igerikli diyet ile siganlarda metabolik sendrom (MetS)
deney modeli olusturulmus ve MetS durumunda kalp fonksiyonlar1 incelenmistir.
MetS-indiikli kalp fonksiyon bozuklugunun altinda yatan nedenlerin arastirilmasi
amactyla izole kardiyomiyositlerde Ca®* homeostazindan sorumlu olan protein
fonksiyonlar1 elektrofizyolojik ve molekiiler teknikler kullanilarak incelenmistir.
MetS deney modelinde fosfodiesterazlarin ifade diizeyleri ve aktiviteleri aktiviteleri
Olciilerek, kalp fonksiyon bozuklugunda cAMP’yi hidrolize eden PDE’larin olasi
rolii ile ilgili 6n bilgiler elde edilmistir. Bu bulgular, bu model ¢aligmasinda ilk kez
ele alinmig oldugundan, PDE’lerin protein ve aktivitelerinde gdzlenen degisikliklerin
MetS durumunda goézlenen kalbin mekanik aktivitesinde rol oynayip oynamadigini
ileri siirmek i¢in daha ileri diizeyde calismalara ihtiya¢ vardir. Bu nedenle, buradaki
verilerimiz baglangic bulgular olarak kabul edilerek ileriki ¢aligsmalara 6nemli bir

zemin hazirladig1 géz 6niinde tutulmalidir.

MetS deney modeli gelisiminin dogrulanmasi, siganlarda insulin direnci, glukoz
intoleransi,  hipertansiyon, hipertrigliseridemi ve hiperglisemi olgularinin
olusumunun tespit edilmesi ile miimkiin olmustur. MetS deney modelinde sistemik

oksidatif stres varligi ve miyokardiyumun yapisal degisimleri tespit edilmistir.

[zovolumetrik ve izometrik kardiyak kasilma-gevseme parametreleri incelenerek
MetS deney modelinde kalp fonksiyon bozuklugu tespit edilmis ve bu
patofizyolojinin nedenlerini arastirmak iizere izole kardiyomiyositlerde elektriksel
uyart ile olusan hiicre i¢i Ca®* degisimleri (Ca?* transient) ve lokal Ca®* salimimlari
(Ca?* spark) ile ryanodin reseptér (RyR2) ve sarkoendoplazmik Ca®* ATPaz
(SERCA) fonksiyonlar1 6l¢iilmiistiir. MetS durumunda Ca®" transient siddetlerinde
azalma, zaman desenlerinde uzama gozlenirken bazal Ca®* seviyesinin ise artmis
oldugu belirlenmistir. Ek olarak MetS’da Ca®* spark frekansinin artarken, siddetinin

azalmas1 MetS-indiiklii Ca** homeostaz bozuklugunu gostermis ve yapilan deneyler
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sonucunda bu bozuklugun nedeninin MetS durumunda aktivite veya protein

seviyeleri degismis olan RyR2 ve SERCA oldugu ortaya konmustur.

MetS deney modelinde, kalp dokusunda PDE3 ve PDE4’iin protein seviyesinin ve
aktivitesinin arttig1 gosterilmistir. PDE3 inhibitorii milrinon, PDE4 inhbitorii
rolipram ve genel PDE inhibitorii IBMX uygulamalarinin kasilma parametreleri ve
Ca’* transientleri {izerine gosterdikleri etkinin MetS durumunda kontrole gore daha
yiiksek olmasi, MetS’da PDE’larin olgiilen bu parametreler lizerine daha fazla
etkisinin oldugunu disiindirmiistiir. cAMP O6l¢timleri ve protein fosforilasyon
verilerimiz 1s18inda ve PDE inhibitorleri ile kasilma ve Ca** homeostazi ile ilgili
parametreler iizerinde gozlenen etkiler birarada degerlendirildiginde, MetS
durumunda artmis adrenerjik uyarimin kalpte cAMP miktarini arttirarak protein
kinaz A (PKA) aktivasyonuna neden olabilecegi ve bu sekilde aktif-PKA’nin RyR2
ve fosfolamban gibi hedef proteinlerin fosforilasyonuna neden olarak kalp fonksiyon
bozuklugunda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. PDE’larin MetS deney
modelinde kardiyak ifade diizeyleri, hiicre i¢i dagilimlar1 ve bugiine kadar yapilan
calismalarda incelenmemis bir konudur. MetS olgusunda kalbin artmis adrenerjik
uyarim altinda oldugu bilinmektedir. Adrenerjik sistemde, siklik niikleotitlerin
sinyalin hiicre i¢i hedeflere iletilmesindeki ve PDE’larin hiicre i¢i cAMP diizeyinin
kontrol etmesindeki rolii diisiintildiigliinde MetS’un PDE aktivitesi lizerine nasil etki
ettigi ya da PDE etkinliginin MetS-indiiklii olusan kalp fonksiyon bozukluklarina
katkisinin belirlenmesi terapétik yaklagimlarin gelistirilmesi ve ilag yan etkilerinin
degerlendirilebilmesi bakimindan oldukc¢a onemlidir. Calismamizda MetS cAMP
diizeylerini diisiik bulunmus ve bu etki adenilat siklaz aktivitesinin her iki grupta esit
oldugu varsayilldiginda PDE etkinlik artisinin  bir  fonksiyonu olarak
degerlendirilmistir. ileriki caligmalarda adenilat siklaz aktivitesinin incelenmesi,
MetS durumunda kardiyomiyositlerin hiicre i¢i azalmis cAMP diizeyine katki
saglayan mekanizmalarin belirlenebilmesi igin gereklidir. Kaynaklarda PDE
aktivitelerini degerlendiren c¢alismalarda celiskili sonuclarla karsilagilmaktadir.
Bunun nedeninin PDE’larin lokal etkilerinden kaynaklandigi diistiniilmektedir.
Yapilan calismalarda tiim hiicre homojenatinda olgiillen PDE miktar1 ile hiicre

boliimlerinde 6lgiilen PDE miktarlarinin uyumlu olmadigi, sarkoplazmik retikulum
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ya da L-tipi kalsiyum kanal mikro g¢evresindeki PDE miktarlarinin genel PDE
miktarlarindan farkli olabilecegi ve bu hiicre boliimlerinde gézlenen PDE miktar ve
aktivite degisimlerinin gozlenen patofizyolojiye katkida bulundugu gosterilmistir
(Lehnart ve ark., 2005; Leroy ve ark., 2011; Marcantoni ve ark., 2009; Maurice ve
ark., 2014; Muller ve ark., 1992; Rababa’h ve ark., 2013). Bu nedenle MetS
durumunda PDE etkinliginin ayrintili olarak incelenmesi hedeflenen ileriki

calismalarda PDE miktar ve etkinlikleri hiicre boliimlerinde degerlendirilmelidir.
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OZET

Diyabet Kaynakli Kalp Fonksiyon Bozuklugunda Hiicre I¢i iyon Derisimleri Ile
Fosfodiesterazlarin Aktiviteleri Arasindaki Iliskinin Tip 2 Obez-Sican
Modelinde incelenmesi

Metabolik sendrom (MetS); obezite, hiperinsiilinemi, hiperlipidemi, hipertansiyon ile
karakterize olan ve kardiyovaskiiler hastaliklar ile tip-2 diyabet icin ciddi risk faktorii
olusturan bir patolojidir. MetS deney modelinde yiiksek siikroz igeren diyet ile
beslenen siganlarda hiperglisemi, hiperlipidemi, insulin direnci, glukoz intoleransi,
hipertansiyon ve kalp fonksiyon bozuklugu gelistigi gosterilmistir. Bu bulgular
1s1ginda  calismamizda MetS olusturulmus siganlarda gozlenen kalp fonksiyon
bozukluguna neden olan mekanizmalar ve bu bozuklugun olusumuna
fosfodiesterazlarin (PDE) olasi katkisinin incelenmesi hedeflenmistir.

MetS’un si¢an kalbinde miyofibril kayiplarina, bag doku ve lipid birikimi ile yapisal
degisimlere neden olarak ve Ca®* homeostazindan sorumlu olan protein
aktivitelerinin  bozulmasma yol acarak kontraktil performansi disiirdigi
bulunmustur. MetS durumunda kalp dokusunda bazi PDE’larin (PDE3B, PDE4B ve
PDE4D gibi) ifade diizeylerinin ve aktivitelerinin arttigi, bu bulgu ile uyumlu olarak
PDE inhibitorlerinin kalp kasilmasin1 diizenleyen siiregler iizerine gosterdikleri
etkilerin, MetS grubunda kontrole gére daha fazla oldugu gézlenmistir.

Sonug olarak bu calismada, yiiksek siikroz ile 16-hafta boyunca beslenen si¢anlarda
MetS gelistigi ve bu hayvanlarin kalbin mekanik fonksiyonunun bozuldugu
gosterilmigtir. MetS’da gozlenen kalp fonksiyon bozukluklarina katki saglayan
stireclerin arasinda, kalbin yapisal degisimleri yaninda hiicre igi Ca®" homeostazini
saglayan mekanizmalarin bozulmasinin bulundugu gosterilmistir. Ayrica, kalp
dokusunda olgiilen artmig PDE etkinliginin, bu fonksiyon bozuklugunda rol
oynayabilecegini isaret eden bazi 6nemli 6n bulgular sergilenmistir. Bu caligma
sonuglart ile, heniiz tip-2 diyabet ya da obezite gelismedigi halde MetS varliginda
kalpte 6nemli hasarin gelisebilecegi gosterilmis olmasi agisindan klinik uygulamalar
icin de 6nemli bir temel 6n calisma olabilecegini isaret etmektedir. Buna ek olarak
bu calisma sonuglari, klinikte PDE inhibitorlerinin kullaniminda sistemik insulin
direnci ya da MetS durumunun g6z o6niine alinmasinin, olas1 yan etkilerin kontrol
altina alinabilmesi bakimindan da énemlidir.

Anahtar sozciikler: Ca?* homeostazi, Kardiyomiyosit , Metabolik sendrom,
Ryanodin Reseptorii, SERCA
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SUMMARY

Investigation of The Cross Talk Between Intracellular lon Concentrations And
Phosphodiesterase Activities in Type-2 Diabetes Induced Cardiac Dysfunctions

Metabolic syndrome (MetS) is a disease characterized by obesity, hyperinsulinemia,
hyperlipidemia, hypertension and an important risk factor for development of type-2
diabetes and cardiovascular diseases. Previous studies reported that hyperglycemia,
hyperlipidemia, insulin resistance, hypertension and cardiac dysfunction in high-
sucrose diet induced MetS disease model. In light of these data, in this study we
attempted to investigate the underlying mechanisms of MetS-induced cardiac
dysfunction and the effects of phosphodiesterases (PDES) on the pathophysiology.

We found that MetS induced cardiac dysfunction through myofibril loss, connective
tissue and lipid accumulation in the myocardium and alterations of Ca®* handling
protein activities. Cardiac expressions and activities of PDEs increased in MetS and,
consistent with these results, the effects of PDE inhibitors on the pathways that
control cardiac contraction were higher than those in the control group.

In conclusion, we established that a 16-wk high sucrose feeding protocol, which
induced cardiac dysfunction, leads to MetS disease model in rats. We define the
components of MetS-induced cardiac dysfunction as follows: structural changes in
myocardium, Ca®* dyshomeostasis and increased PDE activity. The most striking
result of this study is, in the absence of type-2 diabetes or obesity, MetS induced by a
high-sucrose diet was enough to alter cardiac performance in the rats. The presence
of insulin resistance or MetS should be taken into account in connection with the
clinical use of the PDE inhibitors to avoid their potential side effects.

Key words: Ca** homeostasis, Cardiomyocyte, Metabolic syndrome, Ryanodine
receptor, SERCA
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VII. Bilimsel Etkinlikleri

Aldig1 burslar;

Bilimsel Toplantilara Aktif Katilm Destegi (A. U. Bilimsel Etkinlikleri ve
Yayinlar1 Ozendirme Destegi; Kanada, Rusya, ABD, italya ve Almanya)

10. Uluslararasi Biyofizik Yaz Okulu' na katilim bursu (UNESCO; Hirvatistan)
Baltic Yaz Okulu' na katilim bursu (Marie Curie Programi; Danimarka ve
Almanya)

XXV ISHR Avrupa Toplantisi’na katilim bursu (International Society for Heart
Research; italya)

Tiibitak Proje Bursiyeri (Tiibitak SBAG 107S427, 111S042 numarali projeler)
Yiiksek Lisans Bursu (Tiibitak)

Aldig ddiiller;

IV FESTEM Sempozyumunda poster sunum 6diilii

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi kapsaminda iigiinciiliikle mezuniyet 6diilii
Gazi Universitesi Biyoloji Béliimiinden birincilikle mezuniyet 6diilii

Gazi Universitesi Biyoloji Béliimiine birincilikle giris 6diilii

Projelert;

Matriks metalloproteinazlarin  diyabetik sicanlarin  endotel bagimli  damar
gevsemelerindeki rolii (Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik A.B.D. Yiiksek
Lisans Tez Projesi)

Nikel Siilfatin ARH-77 hiicre hatt1 lizerine sitotoksik etkisi (Gililhane Askeri Tip
Akademisi Kanser Arastirma Laboratuvar1 ve Gazi Universitesi Molekiiler Biyoloji

Laboratuvarlari Lisans Bitirme Projesi)

Katildig: Bilimsel Toplant1 ve Kurslar;
International Academy of Cardiovascular Sciences Avrupa Toplantist

(Balatongy6rok, Macaristan); Poster Sunumu; 2014

Fikri ve Sinai Miilkiyet Haklari, Ulusal ve Uluslararasi Uygulamalar Kursu
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(Ankara Universitesi Siirekli Egitim Merkezi); 2014

EMBL Advanced Course on Imaging Techniques (Heidelberg, Almanya); Poster
Sunumu; 2013

Tiirk Biyokimya Dernegi Seminer Giinii (ODTU); 2013

25. Ulusal Biyofizik Kongresi (KATU); Poster Sunumu; 2013

Saglik Bilimlerinde Mikrodenetleyici (Arduino) Kullanimi Kursu (25. Ulusal
Biyofizik Kongresi, KATU); 2013

EMBO Geng Bilim Adamlar1 Forumu (Yeditepe Universitesi); 2012

Gordon Research Konferanslar1 (Lucca, Italya); Poster Sunumu; 2012

24. Ulusal Biyofizik Kongresi (Marmara Universitesi); Poster Sunumu; 2012
Calistay, “Molecular Approaches to Obesity and Diabetes with New Implications”
(ODTU); 2012

23. Ulusal Biyofizik Kongresi (Trakya Universitesi); Poster Sunumu; 2011
Experimental Biology Toplantisi (Washington DC, ABD); Poster Sunumu; 2011
International Symposium on New Approaches in Cardiovascular  Disorders
(Ankara); 2011

IV FESTEM Sempozyumu (St. Petersburg, Rusya); Poster Sunumu; 2010
Molekiiler Dinamik Calistayr (TOBB Universitesi); 2010

2" Protein Rainbow Workshop. SELDI for Biomarker Research (Diisseldorf,
Almanya); 2010

20. Diinya Diyabet Kongresi (Montreal, Kanada); Poster Sunumu; 2009

10. Uluslararas1 Biyofizik Yaz Okulu (Rovinj, Hirvatistan); Poster Sunumu; 2009
Baltic Yaz Okulu “Genetic Basis of Medicine” (Kiel, Almanya); Poster Sunumu;
2009

3. International Congress of Molecular Medicine (Istanbul); 2009

Baltic Yaz Okulu (Kopenhag, Danimarka); Poster Sunumu; 2008

XXVII ISHR Avrupa Toplantisi (Atina, Yunanistan); Poster Sunumu; 2008
Ankara Tip Biyokimya Giinii (Ankara); 2008

NATO Advanced Research Workshop (Istanbul); 2008

Ulusal Farmakoloji Toplantis1 (Karadeniz Teknik Universitesi); Poster Sunumu;
2007
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Slovak Fizyoloji ve Avrupa Fizyoloji Derneklerinin Toplantis1  (Bratislava,
Slovakya); Poster Sunumu; 2007

ISHR Diinya Kongresi (Bologna, Italya); Poster Sunumu; 2006

“Selenium in Health and Disease” baslikli sempozyum (Ankara); 2006



