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OZET

Amac: Renin-Angiotensin sistemi (RAAS)’nin diyabetik kardiyomiyopatide (DKM)
kritik rol oynadig1 bilinmektedir. Bu sistemin yeni elemanlari olarak taninan angiotensin
doniistiiriicii enzim 2 (ACE2) ve angiotensin (1-7)/Mas reseptér aksinin DKM’nin
gelisiminde rol oynadigi disiiniilmektedir. Calismada, DKM’de bozulan uyarilma-
kasilma ¢iftlenimine, kardiyak patolojilerin hiicresel diizeylerinde olumlu etkileri
gbzlenen Ang (1-7) molekiiliiniin olasi etkilerini ve bu etkilerinin mekanizmalarini

aydinlatmaktir.

Yontem: Ang (1-7) (600 pg/kg/giin), STZ (50 mg/kg; tek doz) ile deneysel diyabet
modeli olusturulan Wistar ratlara 30 giin i.p. olarak uygulanmistir. Organ diizeyindeki
degisimleri gozlemek i¢cin EKG ve sol ventrikiil basing-hacim dongiisii, kardiyomiyosit
diizeyinde ise patch-clamp ve fluorometrik yontemlerle uyarilma-kasilma c¢iftlenimi
degerlendirilmistir. Ayrica western-blot yontemiyle hiicre i¢i Ca®" homeostazinda

gorevli proteinler ve lokal RAAS elemanlarinin seviyeleri ve aktiviteleri 6l¢tilmiistiir.

Bulgular: Diyabet, atim hacmi, kalp debisi ve kalp isini bozarak kardiyak verimi
azaltmistir. Bununla beraber gevseme siiresini uzatmis, dolum hizim1 yavaslatmis ve
arteriyal elastansi arttirarak ventrikiilo-arteryel eslesmeyi bozmustur. Bu degisimler
DKM’de diyastolik fonksiyon bozukluguna neden olmakta, Ang (1-7) bu degisimleri
engelleyerek fonksiyon bozuklugunun gelismesini 6nlemektedir. DKM’de Iy
akimlarinda azalmaya bagli APD’nin uzamasi gézlenmistir. Ang (1-7) K* kanal artisina
bagli Ix’nun artmasin saglamis ve sonucta APD’nin uzamasini engellemistir. Diyabet
CICR mekanizmasini lcg ’nin azalmasi, SR igerisine Ca?* aliminin yavaslamasi,
diyastolik [Ca?']i artist ve RYR’den Ca®* salimmmmin azalmasma bagl olarak
bozmaktadir. Ang (1-7) bu degisimleri engelleyerek CICR mekanizmasini korumustur
ve PKA, CaMKII ve PKC ekspresyon seviyelerindeki degisimleri engellenmistir. Ang

(1-7) uygulamas1 baskilanan ACE2 aktivitesini ve seviyesini diizeltmistir.

Sonu¢: Ang (1-7) diyabette gergeklesen diyastolik fonksiyon bozuklugunu ACE ve
ACE?2 aktivite oranin1 dengeleyerek engellemektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyabetik Kardiyomiyopati, Renin-Anjiyotensin-Aldosteron
Sistemi, Anjiyotensin (1-7), Elektrofizyoloji, Uyarilma-Kasilma Ciftlenimi



ABSTRACT

Objective: The Renin-angiotensin system (RAAS) is known to play a critical role in
diabetic cardiomyopathy (DCM). Angiotensin converting enzyme 2 (ACE2) and Ang
(1-7)/MasR axis, which are recognized as new players of this system, are thought to
play a role in development of DCM. In this study, we have aimed that to observe
possible effects of Ang (1-7), which has beneficial effects on cellular levels of cardiac

pathologies, and its mechanisms on excitation-contraction coupling impaired in DCM.

Method: Ang (1-7) (600 pg/kg) was administered i.p. for 30 days to Wistar rats in
which experimental diabetes model was created with STZ (50 mg/kg; single dose). ECG
and left ventricular pressure-volume loops were assessed to observe the changes in
organ level. At cardiomyoctes level, excitation-contraction coupling was evaluated by
patch-clamp and fluorometric methods. In addition, we have been evaluated that levels
of local RAAS components and proteins involved in intracellular Ca** homeostasis to
contribution on excitation-contraction coupling by using western-blot method.

Results: We observed decrease in cardiac efficiency by causing diabetes impaired
cardiac output, stroke volume and stroke work. Diabetes prolonged relaxation period,
slowed filling rate and disrupted the the left ventricular-aorta coupling by increasing
arterial elastance. Ultimately, these changes lead to diastolic dysfunction in DCM, and
Ang (1-7) ameliorated these changes. The prolongation of APD due to a decrease in Iy,
was observed in DCM. Ang (1-7) increased |, due to increasing K™ channel proteins
and consequently prevents prolongation of APD. Diabetes disrupts the CICR
mechanisms due to decreased lc,, delayed Ca®* intake into SR, increased diastolic
[Ca®*]; and decreased Ca®* release from RYR. Ang (1-7) protected the CICR
mechanisms by improving these impairment. Ang (1-7) blocked the alteration in PKA,
CaMKII and PKC function levels caused by diabetes. Ang (1-7) application improved
the suppressed ACE2 activity.

Conclusion: Ang (1-7) prevents diastolic dysfunction in diabetes by balancing ACE
and ACE2 activity ratio.

Key words: Diabetic Cardiomyopathy, Renin-Angiotensin-Aldosterone System,

Angiotensin (1-7), Electrophysiology, Excitation-Contraction Coupling
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1. GIRIS

Diyabetik kardiyomiyopati (DKM) belirgin bir koroner hastalik bulgusu olmadan
gelisen diyabet komplikasyonu olarak tanimlanir (Rubler ve ark., 1972). DKM organ
diizeyinde yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olmaktadir. Bu degisimlerin
temelini, hiicre metabolizmasinin bozulmasi, oksidatif stresin uyarilmasi,
ekstraseliiler matriks iceriginin degisimi ve fibrozis olusumu, uyarilma-kasilma
ciftlenimi degisiklikleri, insiilin sinyalinin bozulmasi, hiicre zar1 ve hiicre i¢erisindeki
diizenleyici sinyal yolaklarmin farklilagmasi olusturmaktadir. Renin-Angiotensin-
Aldesteron Sistemi (RAAS) gectigimiz on yil igerisinde klinik ve deneysel
gozlemlerle revize edilmis saf bir endokrin sistemdir. Giincel olarak iki ayaktan
olusmaktadir. Ilk ayak olarak adlandirdigimiz kisim klasik RAAS dir. Klasik RAAS
etkisini anjiyotensin II (Ang II) {izerinden, hiicre zarinda bulunan Ang II tip 1
reseptorii (AT1R) ve Ang II tip 2 reseptorii (AT2R) tlizerinden gostermektedir. AT1R
G-proteini araciligiyla hiicre i¢i sinyal yolaklarini etkilemektedir (de Gasparo 2000;
Berry ve ark., 2001; Kaschina ve ark., 2003). Sinyal iletimi sonucunda hipertrofi,
inflamasyon, fibrozis, apoptozis ve oksidatif stres yolaklari aktive edilir (Gallinat ve
ark., 2000; Welch 2008). RAAS’a olan geleneksel bakis agis1 biiyiik dlgiide, ACE2
enziminin kesfedilmesinin ardindan 6nemli degisiklikler geg¢irmistir (Donoghue ve
ark., 2000; Harmer ve ark., 2002; Vickers ve rk., 2002). ikinci ayak olarak
nitelendirilen ve klasik RAAS’in etkilerini dengeleyici yonde fonksiyonlar
gerceklestiren yeni RAAS, ACE2/Ang (1-7)/MasR yolagi tizerinden etkilerini ortaya
cikarmaktadir. ACE2, anjiyotensin I (Ang I) ve Ang II'den gelen C terminali
rezidiilerini pargalar, boylece Ang II diizeylerini disiiriir ve anjiyotensin (1-9) (Ang
(1-9)) veya anjiyotensin (1-7) (Ang (1-7)) tiretir (Donoghue ve ark., 2000). Ang Il
yaninda en etkili RAAS elemani Ang (1-7) oldugu gosterilmistir. Ang (1-7) etkisini
hiicre diizeyinde G-proteini iliskili Mas reseptorleri araciligiyla gerceklestirdigi
diistiniilmektedir (Rowe ve ark., 1995; Santos vee ark., 2003). Diyabetik durumda
hiperglisemi artisina bagh olarak klasik RAAS’ta Ang II artisinin DKM ’nin olusumu
ve ilerlemesinde etkili oldugu bilinmektedir. Bu artis1 takiben ATIR aktivite artist
sonucunda fibrozis artmakta (Westermann ve ark., 2007a; Lee ve ark., 2014),
inflamasyonda ve ROS firetiminde artig ile birlikte uyari iletiminde bozulma ve

kardiyak metabolizmada farklilasmalar meydana gelmektedir (Dandona ve ark.,
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2003). Hiicre diizeyinde, Ang II/ATIR aktivitesindeki artis sonucunda DKM’de
aksiyon potansiyeli repolarizasyon (APD) siiresinde uzama ger¢eklesmektedir.
Yapilan ¢alismalara goére bu durumun baslica nedeni gegici disa dogru (Iyp) ve ice
dogrultucu (Ixy) K" akimlarmin iizerinde olusan baskilanmadir (Raimondi ve ark.,
2004). DKM’de uyarilmaya etki edebilen Ang II/ATIR sinyal iletimi, kasilma
fonksiyonunu da degistirmektedir. Bozulan kasilma fonksiyonunun nedeni olarak
Ang II/ATIR sinyalinin hiicre ig¢i Ca*" diizenlenmesini etkiledigi bulgusuna
ulasilmistir (Malhotra ve ark., 1997). Ozellikle riyanodin reseptori (RYR) ve
FKB12.6 proteinlerini PKC aracilifiyla etkileyerek, sarkoplazmik retikulum (SR)
Ca’* igerigi, Ca*" transientleri ve sizintilar iizerine etki gostermektedir (Yaras ve ark.,
2007). Ang (1-7)’nin sistemik ve kardiyak doku iizerine olan yararli etkileri goz
Online alindiginda, patolojik siireglerde yararli etkilere sahip oldugu
sOylenebilmektedir. Ang II’ye bagl fonksiyonlar1 engelleyebildiginin agik¢a ortaya
konmasindan dolayi, DKM olgusu iizerine olasi etkileri merak konusu haline
gelmistir. DKM’den miizdarip hastalarda sol ventrikiil yeniden modellenmesi ve
fonksiyon bozukluguyla, plazmadaki Ang (1-7) konsantrasyonu arasinda negatif
korelasyon oldugu gosterilmistir (Hao ve ark., 2013). Ang (1-7) uygulamasinin
DKM’ye bagli olusan hipertofiyi, lipotoksisiteyi, adipoz dokuda go6zlenen
inflamasyonu engelledigi ve diyastolik fonksiyon bozuklugunu geriletebildigi (Mori
ve ark., 2014), ayrica DKM kaynakli akciger inflamasyonunu da baskiladigi
gosterilmistir (Papinska ve ark., 2016). Ang (1-7) uygulamasi metabolik dongiiyii
toparlamis ve DKM ile ortaya c¢ikan vazokonstriiktif, fibrotik ve proliferatif
ozellikleri de geriletebilmistir (Singh ve ark., 2011). Dolayisiyla bu olgularda
gerileme ve olusan sol ventrikiil yeniden modellenmesi ve fonksiyon bozuklugunda
lyilesme sonuglari ortaya ¢ikmaktadir (Hao ve ark., 2015). Klasik RAAS’1n patolojik
kosullarda etkin rol oynamasi kardiyak patolojilerin degerlendirilme siirecinde dikkat
edilmesi gereken hususlar ortaya koymaktadir. Yapilan calismalar yeni RAAS 1n
yararlt etkilerini belirtmis ve toropatik etkilerini 6n plana ¢ikarmistir. Calismamiz
Ang (1-7) molekiiliiniin DKM’de uyarilma-kasilma ciftlenimi tizerine olan etkisini,
olasi etkinin hangi mekanizmalar aracilifiyla gerceklestigini cevaplamak amaciyla
tasarlanmis ve DKM nin tedavi siireglerinde ACE2/Ang (1-7)/MasR aksinin roliinii

sorgulayarak, mekanizmanin detayl bir sekilde ortaya koyulmasini amaglamaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

Evrimsel basamaklarda yukariya c¢iktikca canlilarin organ sistemleri gelisti,
birbirleriyle etkilesimi artt1 ve ¢ok daha karmasik bir yapi haline doniistiiler. Ust
diizey omurgalilar i¢in sindirilme sonucu hiicrelerin kullanabilecegi temel besin
bilesenlerinden, hiicresel solunum i¢in kullanilacak molekiiler O;’ye kadar birgok
molekiiliin ilgili organlardan bu ¢ok gelismis ve biiylimiis yap1 igerisinde ihtiyag
duyuldugu yere ulastirilmasi gerekmektedir. Evrimsel stirecin ilerlemesiyle bu sorun
dolasim sisteminin gelismesiyle ¢6ziime ulasabildi. Kardiyovaskiiler sistem olarak
adlandirilan bu yapi, temel olarak organlarin kanlanmasini, bu sayede fonksiyonlarini
yerine getirebilmek i¢in gerekli molekiillerin taginmasini ve uzaklastirilmasini
gerceklestiren ve bu durumun siirekliligini saglayan yap1 olarak nitelendirilebilir. Bu
yapt iki temel kolon iizerine insa edilmistir. Bunlardan ilki vaskiiler sistemdir.
Vaskiiler sistem bu tagima sisteminin boru hatlaridir. Canli organizmanin en {icra
koselerine kadar uzanabilen bu yapi sayesinde organ sistemlerinin ihtiyaglari
karsilanabilmekte ve birbirleri ile etkilesim igerisinde olabilmektedirler. Bu sistemin
ikinci ayagi ise kalptir. Kalp bu sistemin makine dairesidir. Vaskiiler sistemin
dolayisiyla da bu dongiliniin siirekliligi kalbin araliksiz calismasi sayesinde

gerceklesmektedir.

2.1. Kalbin Genel Yapisi ve Islevi

Kardiyovaskiiler sistemin parcasi olan kalp sternumun orta hattinin arkasia
yerlesmistir. Govdesinin 2/3’i viicudun orta hattinin sol tarafinda olacak sekilde yan
yatmis pozisyonda bulunmaktadir. Apeksi One, asagiya ve sol tarafa uzanmis bir
pozisyonda 5. interkostal aralikta bulunmaktadir. Kalbin en iist ucu yukariya, arkaya,
saga dogru uzanacak bicimde yerlesmis ve 2. kostanin alt boliimiine kadar
ulagabilmektedir. Biiyilk damarlarla baglantili olan {ist kismi apekse nazaran
sabitlenmis bir pozisyondadir. Kalp gogiis boslugunda perikard adini1 alan bir zar
icinde bulunmaktadir. Perikard iki kisimdan olusmaktadir. Bunlar fibréz ve ser6z
perikarddir. Ser6z perikard da pariyetal ve viseral perikard olmak iizere iki kisimdan
meydana gelmektedir. Kalp duvarmin dis tarafin1 olusturan viseral perikarda epikard
denilmektedir. Epikard disinda kalp duvarmi olusturan iki tabaka daha

bulunmaktadir. Bunlardan ilki miyokarddir ve kas tabakasinin bulundugu katmandir.



Digeri ise endokarddir ve kalp duvar ile kapaklarin i¢ yiizeyini orten ince bir fibroz
tabakadir.

Kalp yukaridan asagiya dogru septum olarak adlandirilmis bir kas tabakasi tarafindan
sag ve sol olmak iizere ikiye ayrilmistir. Her iki tarafta da iistte atriyum, altta ise
ventrikiil olarak adlandirilan odaciklar bulunmaktadir. Sag tarafta trikiispit, sol
tarafta ise bikiispit atriyoventrikiiler kapak bulunmaktadir ve bu kapaklar kanin
ventrikiillerden atriyumlara kacgisini engelleyecek sekilde evrimlesmislerdir. Sag
atriyum Superior Vena Cava ve Inferior Vena Cava, sag ventrikiil Arteria
Pulmonaris, sol atriyum Vena Pulmonalis ve sol ventrikiil de Aorta Ascendens ile

baglantilt durumdadir.

Kalbin uyar1 ve ileti sistemi sag atriyumun siiperiyor ve posteriyorunda bulunan
Ozellesmis bir hiicre grubunu igeren sinoatriyal nodda (SA) baslar. Hiperpolarizasyon
ile aktive olan katyon kanallarinin (HCN) aktive olmasina bagh olarak ilk atesleme
gerceklesir. Burada olusan uyari sag atriyum boyunca yayilarak sol atriyum ve
interventrikiiler septumun tepesinde bulunan atriyoventrikiiler diiglime (AV) ulasir.
Uyari AV’den baglantili his demetlerine, his demetinin dallar1 olan ventrikiil
fasikiillerine ve son olarak purkinje liflerine iletilir. Purkinje liflerinin dallar1 ise
ventrikiil miyokard hiicreleri ile baglantilidir. Ventrikiiler miyokard hiicresine ulasan
uyar1 kontraksiyonu baglatir. Kontraksiyon kalbin temel islevi olan Frank-Starling
yasasina uygun olarak vendz doniis ile kalbe geri donen kan hacmi kadar kanin

viicuda pompalanmasini saglamaktadir.

2.2. Kardiyomiyositlerde Uyarilma-Kasilma Ciftlenimi

Kardiyak fonksiyonu hiicre diizeyinde en iyi agiklayan olgu uyarilma-kasilma
ciftlenimidir. = Kardiyomiyositleri ~ saran  hiicre = zarmin  (sarkolemma)
depolarizasyonuyla baslayan ve kalbin kasilmasina kadar siiren olaylar zincirine
uyarilma-kasilma ciftlenimi (excitation-contraction coupling (ECC)) adi verilir. Kalp
kasmin kasilmast diger uyarilabilir hiicrelerde de oldugu gibi hiicre zarlarinin
depolarizasyonu yada bir bagka ifade ile aksiyon potasniyeli (AP) olusumuyla
tetiklenir. Hiicrelerin birbiriyle elektriksel olarak baglantili (gedik kavsak araciligi
ile) olmalarindan dolay1 olusan AP bir hiicreden digerine gecer. Boylece, baslangigta
bir hiicrenin uyarilmasi diger biitlin hiicrelerin uyarilmasiyla sonuglanir. AP

olusmasinin altinda zarin iyon gegirgenliklerindeki degisimler yatmaktadir. Dinlenim



durumunda hiicre zar1 K* daha gecirgen oldugu igin dinlenim zar potansiyeli K

denge potansiyeline (Nerst Potansiyeli) yakin bir degerdedir.

Ventrikiiler AP’nin konfigiirasyonu 5 faza boliinebilir. Faz 0 AP’nin sigrama evresi,
faz 1 erken repolarizasyon evresi; faz 2 plato evresi; faz 3 asil repolarizasyon evresi
ve faz 4 dinlenim potansiyeli evresidir. AP’nin Na® akimlarina bagli olan hizh
sigrama siireci faz 0 evresidir. Bu akimin hizli aktivasyon ve inaktivasyon kinetikleri
vardir. 1 ms’de tepe degerine ulastiktan sonra kendiliginden azalir (inaktivasyon).
Ufak bir depolarizasyonla Na® kanallar1 acilmaya basladiginda, elektrokimyasal
gradiyentten dolayr Na* hiicre igine girmeye baslar. Bu durum hiicrenin daha fazla
depolarize olmasina ve depolarize oldukca da yeni Na* kanallarinin agilmasina neden
olur (Hodgkin cevrimi). AP’nin ¢ikisim takip eden gecici ve bagil olarak kiigiik
repolarizasyon faz 1 evresidir. Biiyiik oranda depolarizasyonla hizla agilan bir tip K
kanalinin gegici disart dogru (transient outward (Iip)) akimina baghdir. Daha az
olmakla birlikte CI" akimimnin da katkis1 vardir. Plato evresi olarak bilinen faz erken
repolarizasyon fazini takip eden ve zar potansiyelinin gorece sabit oldugu siireci,
yani faz 2 evresini kapsar. Kalp kas1 hiicrelerinde goriilen uzun AP’nin nedenidir.
Platonun nedeni igeri dogru pozitif akimlarin disar1 dogru pozitif akimlari neredeyse
dengelemesidir. L-tipi Ca** kanallarindan (LCC) iceri dogru Ca®" girisine karsilik,
yavas aktive olan K" (gecikmis dogrultucu akim (Iks)) kanallarindan K disar1 ¢ikar.
Buna ek olarak, li,’da platonun erken evresine katkida bulunmaktadir. Platoyu takip
eden evre asil repolarizasyon, yani faz 3 evresidir. inaktivasyon nedeniyle Ca®* kanal
akimi (Ic;) zamanla azalirken, yavas aktive olan Ik artar ve baskin hale gelir.
Ventrikiil hiicrelerinde 4.faz dinlenim potansiyelidir. Zar K™ iyonlarina yiiksek
gecirgenlik gosterdiginden K* denge potansiyeline yakin bir deger almaktadir.
Dinlenim potansiyeli biiyiik oranda iceri dogrultucu da denen bir tip K™ akimi (Iky)
tarafindan belirlenmektedir (Sekil 2.1.). Ayrica, AP’ye katkida bulunan pompalar da
bulunmaktadir. Kii¢iik bir akim olusturmakla birlikte elektrojenik olan Na*/K*
pompasinin asil islevi akim iiretmekten ¢ok AP’yi olusturacak iyonik gradiyentleri
korumaktir. Diger yandan, hiicre zarinda bulunan ve elektrojenik olarak calisan ve
Na* gradiyentini kullanarak Ca®*'y1 yokus yukari tastyan Na'/Ca**degistokuscusu
(NCX) normal modunda disar1 attigi her Ca®* icin iceri 3 Na' tagirken, plato
evresinin baglangicinda ters yonde calisarak dnemli bir Ca*" akimu olusturmaktadir.

Bu yiizden, NCX’in AP nin sekline de etkisi oldugu ileri siiriilmektedir (Bers 2002).
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Sekil 2.1. Sol ventrikiil aksiyon potansielinin ve her fazinda baskin olan iyon akimlarinin sematik
gosterimi.

Kardiyak hiicre zarinin depolarizasyonu sonucu agilan LCC’nin araciligiyla hiicre
igine Ca** girisi baglar. Kii¢iik miktardaki bu Ca®* akis1 SR’ yiizeyindeki RYR’den
¢ok daha biiyiik bir Ca** salimima yol agar. Sarkoplazmik retikulum aktivasyonunun
ve Ca®* saliminin ardindan, depolarizasyondan sonraki 20-40 ms’lik siiregte hiicre igi
serbest Ca®* konsantrasyonunda ([Ca?*];) 100 nM olan diastolik seviyeden, 1 pM’lik
sistolik seviyeye ani bir artig ger¢eklesir. Genellikle, SR’dan Ca*" salimiminin temel
mekanizmas1 kabul edilen bu olaya “Ca?* uyarimli Ca?* sahmi” (CICR) denir.
Kasilma isi, Ca®"*un troponin C’ye baglanip kontraktil makine adi verilen aktin-
miyozin-tropomiyozin kompleksini harekete gecirmesiyle baslar. Kisaca, troponin C-
Ca?* kompleksi tropomiyozin ile etkileserek aktin ve miyozin miyofilamentleri
arasindaki aktif bolgelerin aciga ¢ikmasini ve ¢apraz kopriilerin olugmasini saglar.
Boylece, sarkomer boyu kisalir ve kasilma gerceklesir. Ca’un SR Ca* pompasi
(SERCA2a) aracihigiyla SR igine geri alinmasi, Ca?* pompasi ve NCX ile hiicre

disina atilmasiyla hiicrede [Ca2+]i dinlenim seviyesine diiser. Bu sirada Ca* troponin



C’den ayrilir (kasin gevseme siireci) ve kas baslangigtaki dinlenim durumuna geri
doner (Bers 2002).
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Sekil 2.2. Kardiyomiyositlerde gerceklesen uyarilma-kasilma ¢iftleniminin sematik gosterimi (Bers
2002). Sekil hiicre zarinda meydana gelen gegirgenlik degisimleri sonucunda voltaja bagimli iyon
kanallarinin ve pompalarin devreye girmesiyle meydana gelen aksiyon potansiyelini ve buna bagl
olarak gergeklesen kardiyak hiicre igi [Ca*]’un ve kontraksiyonun zamana gore degisimini sematize
etmektedir.

2.3. Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi

2.3.1 Sistemik Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi

RAAS norohormonal bir kontrol sistemidir. Bu nedenden dolayr kardiyovaskiiler
fizyolojinin 6nemli bir bilesenidir ve damar tonusu, kan basinci ve elektrolit
dengesinin diizenlenmesinde kritik bir rol oynar. Ancak, RAAS'da gerceklesen
diizensizlikler sonucunda hipertansiyon, g¢esitli kalp yetmezlikleri, miyokard
enfarktiisii, inme ve bobrek yetmezlikleri gibi kardiyovaskiiler/renal patolojiler de
gelisebilmektedir. Renal hipoperfiizyon, azalmis Na® konsantrasyonu ve sempatik
aktivasyon artis1 sonucunda baro reseptorlerin uyarilmasiyla ilk RAAS sinyalinin

olusmas1 saglanir. Bu degisime bagli olarak bobrek jukstaglomerular hiicreleri



tarafindan bir aspartil proteaz olan renin dolasima salinarak, hepatik bir peptit olan
anjiyotensinojeni (Agt) parcalayip Ang | iiretilmesini saglamaktadir. Ikinci asamada,
karboksi peptidaz olan ve akcigerden salinan anjiyotensin doniistiiriicli enzim (ACE)
Ang I'i hidroliz ederek Ang II oktapeptitini iiretir (Sekil 2.3.). Biyolojik agidan aktif
olan bu peptit, G proteini bagl reseptdr ailesinin birer iiyesi olan AT1R ve AT2R

reseptorleri lizerinden etkisini gostermektedir (de Gasparo 2000).
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Sekil 2.3. Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi (RAAS)’nin sematik gosterimi. + bir molekiiliin
konsantrasyonunun ya da bir fonksiyonun diizeyinin arttigimi vurgulamaktadir. — bir molekiiliin
konsantrasyonunun ya da bir fonksiyonun diizeyinin azaldigin1 vurgulamaktadir. ACE: anjiyotensin
donistiiriicti enzim, ANG: anjiyotensinojen, Ang I: anjiyotensin I, Ang Il: anjiyotensin Il, ADH: anti
diiretik hormon.

RAAS'!n baglangicta belirli bir dokuya lokalize olmayan sistemik bir olgu olarak
islev gordigi diisiiniilmekteydi. Bununla birlikte, sistemik RAAS kavrami kalp,
bobrek, damar sistemi, pankreas, retina ve beyin gibi dokularinda dahil oldugu
birgok  dokuda  RAAS'm  anahtar  bilesenlerinin  sentezlenebildiginin
gozlemlenmesiyle degismeye basladi (Paul ve ark., 1993; Danserve ark., 1994; De
Mello ve Danser, 2000; Paul ve ark., 2006). Otokrin, parakrin veya endokrin etkileri
olan ve bu etkileri sistemik RAAS igerisinde gdsteren peptitlerin, doku seviyesinde
de iiretebildiginin gosterilmesiyle lokal RAAS kavrami olustu (Paul ve ark., 2006;
Ribeiro-Oliveira ve ark., 2008). Dolayisiyla sistemik RAAS’m fonksiyonlarinin

disinda etkilere sahip bir sistemin daha var olabilecegi goriisii olusmaya basladi.



2.3.2. Lokal Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi

RAAS kavrami gectigimiz on yil igerisinde klinik ve deneysel gozlemlerle revize
edilmistir. ACE inhibitorleri ve AT1R antagonistleri gibi RAAS’1 hedefleyen ilaglar
kendi antihipertansif etkilerinden bagimsiz olarak, kardiyovaskiiler organlari
hipertansiyon ya da diyabet hasarindan etkili bir sekilde korudugu one siiriilmdstiir.
Ustelik ACE inhibitdtlerinin antihipertansif etkisi dolasimdaki Ang II olusumunu
bloklama kapasiteleri ile bagdas degildir. Hipertansif hastalara uygulanan bir kag
haftalik ACE inhibitorii tedavisi sonrasinda plazma Ang II seviyelerinin normal
diizeyine donmesine ragmen, kan basmci diizeyinin diisiik seviyede kaldigi
gozlenmistir (Farquharson and Struthers 2002). Bu gozlem igin olasi bir agiklama
olarak, bu peptitin onciillerinin yada sentezleyici enzimlerinin plazmadan alinarak ya
da bobrek, damar, kalp ve beyin gibi organlarda lokal iiretimi sayesinde Ang II'nin
sentezlenebilecegi One siiriilmiistiir. Renin ile alakali net bir tutum olmasa da, diger
RAAS elemanlart kardiyak dokuda sentezlenebilmektedir (Dostal and Baker 1999,
Krop and Danser 2008). Komponentlerinin kaynagi netlestirilemese de, kalpteki
Ang II’'nin ¢ogu Kkardiyak dokuda sentezlenmektedir (van Kats, Danser et al. 1998).
Deneysel olarak renin saliniminin azaltilmasi i¢in nefroktomi uygulamasi kabul
goren bir yontemdir. Nefroktomi sonucunda deney hayvanlari iizerine yapilan bir
calismada nefroktomi dncesi ve sonrasi plazma renin ve Ang II diizeyi ile kardiyak
renin ve Ang II diizeyinde korelasyon fark edilmistir. Bu durumun sonucunda
plazmadaki reninin kardiyak dokudaki Ang II {iretimine katki sagladig1 varsayimina
ulagilmigtir (Campbell ve ark., 1993; Danser ve ark., 1999). Bununla birlikte,
miyokardiyal infarktiis ve kalp yetmezligi gibi durumlarda kardiyak Ang II
konsantrasyonunun arttigi bildirilmistir (Clausmeyer ve ark., 2000; Serneri ve ark.,
2001). Dolagim ve kardiyak dokudaki Ang II diizeylerinin farkli oldugu bir baska
patofizyolojik durum da diyabet patolojisinde goriilmektedir. Bu durum dolasim
icerisindeki renin diizeyinin diyabetik kosullar sonucunda azalmasindan dolay:
kaynaklandig1 bilinmektedir (Giacchetti ve ark., 2005; Sica ve Ichihara, 2006). Bu
durumun aksine, kardiyak RAAS aktivitesinin diyabetik kosullarda artig gosterdigi
belgelenmistir (Singh ve ark., 2008a). Bu gozlem RAAS bilesenlerinin lokal

kaynaklardan da saglanabilecegine destek vermektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda RAAS elemanlarinin dokularda 6zerk olarak diizenlendigi

ve ilgili organlar i¢in de 6nemli fonksiyonlara ve patofizyolojik etkilere sahip oldugu



diisiincesi giiclenerek artmaktadir. Sonug¢ olarak sistemik RAAS ve etkilerinden
bagimsiz bir lokal RAAS kavramindan s6z edilmektedir (Paul ve ark., 2006; Bader
ve Ganten, 2008).

2.3.3. Klasik Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistem (ACE/Ang II/AT1R)

Klasik RAAS’1n etkisinin gergeklestirilmesini saglayan ve bu sistemin merkez oyun
kurucusu olan molekiil Ang II’dir. Ang II etkisini hiicre zari iizerinde bulunan AT1R
ve AT2R iizerinden gostermektedir. Temelde ATI1R etkisi, G-proteini ve fosfolipaz
aktivasyonu ile baslayip ardindan hiicre i¢i inozitol trifosfat (IP3) ve Ca®" artigmnin
izledigi ¢oklu hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aracilik etmesi ile ger¢eklesmektedir (de
Gasparo 2000, Berry, Touyz et al. 2001, Kaschina and Unger 2003). Sinyal iletimi
protein kinaz C (PKC), Ras ve RhoA gibi kiigiik guanozin trifosfat (GTP) baglayici
proteinler ve tirozin kinaz yolaklarin1 amplifiye ederek gergeklestirmekte ve hiicre
dis1 sinyal diizenleyici kinaz 1/2 (ERK1/2) ve p38 mitojen aktiviteli protein kinaz
(p38-MAPK) ailesi ve janus kinaz-transkripsiyon proteinlerinin aktivator ve ¢evirici
sinyali (JAK-STAT) yolaklarin1 diizenleyerek etkilemektedir. Sonug olarak, aktivator
protein 1 (AP1), niikleer faktor kabba B (NF-kB) ve STATs gibi transkripsiyon
faktorleri aktive edilir ve bliylimeyle iliskili genlerin ekspresyonu baglatilir. Ayrica,
rapamisin mekanistik hedefi (mTOR/S6) yolu ve dolayisiyla proteinlerinin Sentezi
artar. Bununla birlikte, Ang II ¢esitli hiicre tiplerinde nikotinamid adenin diniikleotit
fosfat (NADPH) oksidaz aktivasyonu ile reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimini
ortaya ¢ikarir bu da epitelyal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ve mineralkortikoid
reseptori (MR) gibi diger reseptorleri transaktive eder (Gallinat ve ark., 2000;
Welch, 2008).

Ang II'nin intrakrin yonii, sentezi ve muhtemel yeni hiicre i¢i reseptorleri ile etki
mekanizmalarinin  konumu ve modu agisindan, endokrin ve otokrin/parakrin
sistemlerinden 6nemli Ol¢iide farklidir ve bu durum RAAS'a benzersiz bir boyut
katmaktadir (Kumar ve ark., 2012a; Kumar ve ark., 2012b). RAAS bilesenlerinin
dokuya spesifik genetik modellerini ve diger deneysel tasarimlarini kullanarak, yerel
RAAS'm dolasimdaki RAAS'a nazaran patolojilerde ¢cok daha biiyiik bir role sahip
oldugu anlagilmistir (Kumar ve ark., 2008; Kumar ve ark., 2009). Bu bilginin
yaninda renin hakkinda tam bir fikir birligine varilamamasina ragmen, klasik

RAAS'm tiim 6nemli bilesenlerinin kalpte ifade edilebilmesi (van Kats ve ark., 1998;
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Dostal ve Baker, 1999; Krop ve Danser, 2008) ve farkli kardiyak patoloji
durumlarinda lokal Ang II seviyelerinin artmasi (Clausmeyer ve ark., 2000; Serneri
ve ark., 2001) lokal RAAS’1n tizerine dikkatli bir sekilde egilme gerekliligini ortaya
koymaktadir. Ancak kardiyak patolojilerde intrakrin-intraseliiler ya da ekstraseliiler
kaynaklardan hangisinin daha etkin oldugunun anlagilamamasi, klasik RAAS ile
iligski icerisinde olan kardiyak patolojilere karst yaklasim seklinin ve derecesinin

belirlenememesinde 6nemli bir yer kapsamaktadir.

Yapisal olarak kalp dokusunu patolojik a¢idan incelememiz gerektiginde ilk
degerlendirmemiz gereken parametrelerden bir tanesi hiicre ya da doku ekseninde bir
hipertrofinin ya da fibrozisin olusup olusmadigidir. Kiiltiire alinmis kardiyomiyosit
ve kardiyak fibroblastlarda Ang II uygulamasi sonucunda hiicresel hipertrofi gelistigi
gozlenmistir (Shivakumar ve ark., 2003). Ancak in vivo kosullarda bu etkiyi
gozlemlemek daha zorlayicidir. Ang II uygulamasinin sistemik etkilerde (kan basinci
gibi) degisiklikler olusturmadan kardiyak hipertrofi ve fibrozisin olusabilme
olasiliginin az oldugu bazi arastirmacilar tarafindan ortaya atilmistir (Reudelhuberve
ark., 2007). Yine de literatiirde transjenik hayvanlarda kan basinci gibi sistemik
etkilerden bagimsiz olarak kardiyak hipertorfinin olusmasi lokal RAAS aktivitesi
saglanarak gerceklestirilebilmistir (Mazzolai ve ark., 1998; Baker ve ark., 2004). Bu
durumun Ang II’nin tekil etkisinin disinda kardiyak patolojilerde etkisi olan oksidatif
stres, inflamasyon gibi ikincil etmenler ile birlikte etkisini gerceklestirebildigi
diistincesini dile getirmektedir (Kurdi ve Booz 201la; Kurdi ve Booz 2011b).
Spontan hipertansif ratlarda yapilan g¢alismada yiiksek kan basinci degisikligi,
bozulmus sol ventrikiil fonksiyonu ile monosit kemogekici protein 1 (MCP-1) ve
makrofaj infiltrasyonunun indiiklenmesiyle olugan kronik kardiyak inflamasyonla
iligkili oldugu gosterilmistir. Bu yilikselmenin doniistiiriicii biiylime faktorii beta
(TGF-B) ve Ang II diizeyi ile birlikte ATIR diizeyini de arttirdigi vurgulanmistir
(Kudo ve ark., 2009). Ang II ve aldosteronun birlikte kardiyak fibrozisi indiikledigi
bilinmektedir.  Farelerde yapilan bir c¢aligmaya gore mineralokortikoid
aktivasyonunun kalpte Ang II’nin fibrotik etkisini arttirdigi, bunun da sadece
inflamasyon artis1 ile degil ayn1 zamanda nikotinamid diniikleotit fosfat oksidaz 2
(NOX2) ekspresyonundaki artisa bagli olarak gerceklesen oksidatif stres artigindan
dolayr oldugu belirtilmistir (Di Zhang ve ark., 2008). Bu bilgilere ilaveten

kardiyovaskiiler hastalik biyoisaret¢isi olan C-reaktif proteinin asir1 sentezi
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sonucunda Ang II kaynakli kardiyak yeniden modellenmenin artis gosterdigi, bu
artisin da ATIR, TGF-B ve NF-kB iiretimini arttirdigi ve sonug olarak kardiyak
fibrozis ve inflamasyon meydana getirdigi bildirilmistir (Graf ve Schaefer-Graf,
2010; Huang ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2010).

Kalp yetmezliginde (HF) lokal Ang II konsantrasyonu artmaktadir. Bu artisin
blyiikliigli kalp yetmezliginin derecesiyle dogru orantili olarak degisim
gostermektedir (Sernerive ark., 2001). HF’nin belirtilerinden biri de sol ventrikiil
hipertrofisidir. Mazzolai ve ark. transgenik farelerde yaptig1 ¢calismada sistemik kan
basincini etkilemeden hipertrofi olusturmuslar ve bu durumu ACE inhibitdrleri ve
ATIR blokérleri kullanarak engelleyebildiklerini gostermislerdir (Mazzolai ve ark.,
1998). Bu bilgiye ilaveten ayni tip transgenik farelere uzun siireli Agt asir1 iiretimi
olusturuldugunda Ang II sentezinde artis gozlendigi ve bu artisa bagl olarak da
sistolik ve diyastolik fonksiyon bozukluklarinin meydana geldigi gosterilmistir

(Domenighetti ve ark., 2005).

HF durumunda gozlemlenen en oOnemli degisiklikler kasilma fonksiyonunda
gerceklesmektedir. Bu fonksiyonun diizenlenmesinde hiicresel diizeyde etki eden en
6nemli mekanizma Ca®* homeostazidir. HF’de artmus Ang II ile korele olarak
SERCAZ2a protein iiretiminde ve SR Ca?* igeriginde bir azalma ile birlikte, SR Ca?*
sizintisinda da bir artis gdzlemlenmektedir (lijima ve ark., 1998). iskemi durumunda
da Ang II ve ATIR diizeylerinde gozlemlenen artis, hem iskemik alanin hem de
durumun etkisinin artmasinda rol oynamaktadir (Schwarz ve ark., 1997). Bu bilgilere
ek olarak farkli kardiyomiyopatik durumlarda da RAAS aktivitesinin artmasi ROS,
inflamasyon, fibrozis ve hipertrofik durumlarin olugsmasini ve sonug olarak diyastolik
ya da sistolik fonksiyon bozukluklarinin gergceklesmesini saglamaktadir (Dai ve ark.,
2011; Somanna ve ark., 2016; Sifi ve ark., 2017).

Pfeffer ve ark. yaptig1 calismalara gére ACE inhibitorlerinin miyokardiyal infarktiis
sonras1 gelisen kalp hastaligi olgusunu kayda deger bir sekilde engelledigi
gosterilmistir (Pfeffer, 1995; Pfeffer ve Frohlich, 2006). Ayrica yapilan ¢aligsmalarin
sonucunda ACE inhibitorlerinin kullaniminin miyokard infarktiisiin olusumunu
engelledigine de deginilmektedir (Yusuf ve ark., 1991; Pfeffer, 1995; Pfeffer ve
Frohlich, 2006).
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ATIR aktivasyonu hipertansiyon, kardiyak hipertrofi ve kalp yetmezligi gibi
olgularda kritik rol oynayabilen Gg11 lizerinden gergeklestirmektedir (Kumar ve ark.,
2009; Kumar ve ark., 2012). ATIR ile iliski igerisinde olan Gq fosfolipaz C (PLC)
aktivasyonunu saglayarak fosfotidil inozitol difosfat (PIP2)’den diagil gliserol
(DAG) ve IP3’iin meydana gelmesine neden olur (Kumar ve ark., 2008; Kumar ve
ark., 2009). Bu iki molekiil hem hiicre i¢i kalsiyum diizenlemesinde hem de DAG
aracili PKC’nin de devreye girmesiyle kasilma fonksiyonlarina, dolayisiyla da
kardiyak hipertrofi ve fibrozis gibi durumlarin olusumu iizerine de etki
edebilmektedir (Kumar ve ark., 2008; Kumar ve ark., 2009). Ang II diger G
proteinleri (Ga,G1213,Gi,Gpy)  tizerinden de aktivitesini gosterebilmektedir. Bu
proteinler araciligiyla adenil siklaz inhibisyonu ya da siklik adenozin monofosfat (c-
AMP) artis1, hiicre gocii, hipertrofi, yeniden modellenme, ROS artis1 dolayisiyla
inflamasyon, hipertrofi, fibrozis, kalp yetmezligi ve iskemik kalp hastalig1 gibi
durumlara neden olabilmektedir (Baker ve ark., 2004; Kumar ve ark., 2008; Singh ve
ark., 2008a, Singh ve ark., 2008b, Kumar ve ark., 2009, Kumar ve ark., 2012).

Gedik kavsak’in elektriksel uyar1 akisina karsi direng¢ olusturmasi uyart yayiliminin
ve kalp ritminin bozulmasina neden olur (De Mello, 2001). Ayrica, hiicre iletisiminin
baskilanmasi, kasilma siirecine katilamayan cok sayida miyosit sekestrasyonuna
neden olarak kalbin kasilma kuvvetini azaltir. Histolojik ¢aligmalar kalsifikasyon,
nekrozis ve intersitisiyal fibrozisin anizotropiye ve bozulmus uyar1 yayilimima neden
oldugunu gostermektedir (De Mello, 1997a; De Mello ve ark., 1997b). Yetmezlik
durumundaki bir kalpte lokal RAAS aktivasyonu hiicre birlesiminde azalmaya neden
olmaktadir. Gedik kavsak proteinlerinin fosforilasyonundaki geri doniistimlii
degisikliklerin hiicre birlesiminin kontroliinde rol oynadigi bilinmektedir (Severs,
1994; De Mello, 1996; Imanaga vee ark., 2004). Dolayisiyla kardiyak RAAS
hiicreler arasi iletisimin bir modiilasyon mekanizmasi olarak gosterilebilmektedir.
Ang 11, hiicre birlegsmesi lizerine etkisini konneksin 43 fosforillenmesini bozarak
gerceklestirmektedir. Bu etkiyi PKC ve tirosin kinaz aktivasyonlari ilizerine etki
ederek gerceklestirmektedir (De Mello, 1996; Yu ve ark., 1996; De Mello ve Danser,
2000; De Mello, 2002). Sonug olarak Ang II gedik kavsak kondiiktasini azaltarak
aritmi  olusmasma katki saglamasi yaninda aritmi olusum sikligimi da

arttirabilmektedir (De Mello, 2001).
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Kronik Ang I uygulamasi: AP’nin repolarizasyon siiresini uzatarak LQT (uzamis QT
sendromu) gibi patolojik durumlarin olugsmasina neden olmaktadir. Bu degisim Ik;’in
baskilanmasiyla gergeklesmektedir (Domenighetti ve ark., 2007). Bir baska
potasyum akimi I, genliklerinde ya da kinetiklerinde bir degisiklik yaratmamasina
ragmen, kardiyak yeniden modellenme gelisip gelismemesine bagli olarak kanallar
olusturan proteinlerin mesajci riboniikleik asit (mRNA) iiretimleri iizerine etkileri
bulundugu fark edilmistir (Tozakidou ve ark., 2010). Ventrikiiler AP’nin diger
biyopotansiyellerden sekilsel olarak farkliligini saglayan temel iyon Ca®"dur. Kiltiire
edilmis insan kardiyomiyositlerine Ang II uygulamasi sonucunda T-tipi Ca?*
akimlarinda artis, L-tipi olanlarda ise azalig gosterilmistir. Yapilan galigmanin
ilerleyen kisimlarinda bu degisimin PKC yolag: tarafindan diizenlendigi bulgusuna
da ulagilmistir (Bkaily ve ark., 2005). Ang II uygulamasi AP’nin depolarizasyonunu
saglayan Iy, da PKC araciligiyla azalmaya sebep olmaktadir (Mathieu ve ark., 2016).

Ang II ya da bu peptidin olusumunu saglayan enzim olan ACE diizeyinde ya da
aktivitesindeki artiglar uyarimin iletilmesiyle ilgili olumsuzluklarin meydana
gelmesini de saglamaktadir. Kalsiyum/kalmodulin kinaz 2 (CaMKII) sinyalinin
araciliglyla Ang II “’after depolarizasyon’” olusumunu tetikleyebildigi gibi (De
Mello, 2009; Zhao ve ark., 2011), yerel ACE iiretiminin artmasi da gedik kavsak
olusumunda temel etmen olan konneksin fonksiyon bozukluguna, dolayisiyla da

uyarinin iletilmesinde bozukluklara neden olmaktadir (Kasi ve ark., 2007).

Ang I uygulamasi SR Ca”" igerigindeki azalmayla sonuglanan Ca®*
diizenlenmesinde degisiklikler yaparak uyarilma-kasilma ¢iftleniminde bozulmaya

ve dolayisiyla kasilabilirlikte degisikliklere neden olmaktadir (Gusev ve ark., 2009).

2.3.4. Yeni Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi (ACE2/Ang (1-7)/MasR)

RAAS’a olan geleneksel bakis acist biiylik dl¢iide, ACE2 enziminin kesfedilmesinin
ardindan 6nemli degisiklikler ge¢irmistir (Donoghue ve ark., 2000; Harmer ve ark.,
2002; Vickers ve ark., 2002). ACE2, ACE ile yaklasik %42 6zdesligi paylasan ve
kalp, damar sistemi ve bobrek gibi birgok dokuda yiiksek oranda eksprese edilen bir
homolog enzimdir (Donoghue ve ark., 2000, Harmer ve ark., 2002; Vickers ve ark.,
2002). Yapisal farkliliklar nedeniyle, ACE esas olarak bir peptidildipeptidaz gibi
davranirken, ACE2 bir karboksipeptidaz gorevi goriir (Vickers ve ark., 2002). ACE2,

Ang I ve Ang II'den gelen C terminali rezidiilerini parcalar, boylece Ang Il
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diizeylerini disiiriir ve Ang (1-9) veya Ang (1-7) iireterck RAAS'ta islevini yerine
getirir (Donoghue ve ark., 2000). Ang (1-7) cogunlugu ACE2'nin aktivitesi yoluyla
iiretilir. ACE2'nin afinitesi, Ang II’ye Ang I'e gore yaklasik 400 kat fazla oldugu i¢in
Ang (1-7)’nin iiretiminde ana {irtin Ang II’dir (Tipnis ve ark., 2000). Ang (1-7), Ang
(1-9)'un ACE ile veya prolil endopeptidaz (POP), nétr endopeptidaz (NEP) veya
timepin oligodepeptidaz (TOP) dahil olmak iizere alternatif enzimlerin eylemleri
sonucunda hidroliz yoluyla da tiretilebilmektedir (Chappell ve ark., 1998; Donoghue
ve ark., 2000; Rice ve ark., 2004).

Angiotensinogen

]

Angiotensin | : Ang-(1-9)

= NEPT'O;.D . @ ,.’;EP

AT,R AT,R Mas AT;R

Sekil 2.4. Yeni RAAS olarak nitelendirilen ACE2/Ang (1-7)/MasR yolaginin da eklenmesiyle olusan
renin-anjiyotenin-aldosteron sistemi.

Sirkiilasyondaki Ang (1-7) yarilanma omrii yaklasik 10 s olup (Chappell ve ark.,
1998) seviyeleri de 20 pg/ml dolaylarinda oldugu rapor edilmistir (Vilas-Boas ve
ark., 2009). Ang (1-7)’nin etkisini hiicre diizeyinde ATIR ve AT2R araciligiyla
degil, G-proteini iligkili MasR aracilifiyla gergeklestirdigi diistiniilmektedir (Rowe
ve ark., 1995, Santos ve ark., 2003). Bu yolak Sekil 2.4.'de sematize edilerek

gosterilmektedir.
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MasR 1984 yilinda ilk defa maya hiicrelerinde bir mutant olarak mitokondriyal
diizenek proteini 1 (masl) olarak tanimlanmistir ve hakkinda neredeyse higbir bilgi
bulunmamaktadir (Yaffe ve Schatz, 1984). 2003 yilinda Santos ve meslektaslart Mas
proteininin, akut su yiiklenmesine ve arteriyel gevseme tepkisine karsilik Ang (1-7)
sinyalinin anti-ditiretik etkiSinin iletilmesini saglayan G-proteini bagli reseptor
oldugunu (GPCR) bildirmistir (Santos ve ark., 2003). Su anda biriken kanitlar Ang
(1-7)/MasR sinyalinin Ang II/ATIR sinyali tarafindan olusturulan vazokonstriktif,
fibrotik ve hipertansif etkilere zit yonde sinyal yolaklarim1 etkinlestirdigini
onermektedir (Passos-Silva ve ark., 2013; Forrester ve ark., 2017). Ang (1-7)/MasR
sinyalinin bu yararli etkilerinin mekanizmas1 temel olarak nitrik oksit (NO)
sinyalizasyonu ile agiklanmaktadir. Ang (1-7)/MasR sinyalinin aktivasyonu,
endotelyal hiicreler ve kardiyomiyositlerde PI3K/Akt/eNOS yoluyla NO iiretimini
arttirmaktadir (Sampaio ve ark., 2007; Dias-Peixoto ve ark., 2008). MasR ile iliski
icerisinde olan PI3K/Akt yolagi, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)
fosforilasyonu, NO saliniminin aktive edilmesi, anti-atrofik etki ve adipogenezisi
tesvik etme siireglerinde kardiyovaskiiler sistem iizerine olan etkilerini ortaya
cikarmaktadir (Touyz ve Schiffrin 2000; Cisternas ve ark., 2015; Zhao ve ark.,
2015).

Bu bilginin yaninda MasR, PI3K/Akt ve JAK/STAT yolaklarinda gergeklestirdigi
degisikliklere bagli olarak insiilin sinyalinin diizenlenmesinde de etkin oldugu
bilinmektedir (Giani ve ark., 2007; Munoz ve ark., 2010; Verano-Braga ve ark.,
2012). Son olarak, MasR aktivitesinin bir¢ok kardiyak patolojik kosulda degisime
ugrayabilecegi, bu siireglerin gidisatini olumlu ve/veya olumsuz yonde etkileyebilme
kapasitesine sahip olabilecegi ve hiicre i¢i kalsiyum diizenlenmesine de Gg/Gi1
proteini lizerinden PKC araciligiyla etki edebilecegi yapilan calismalarca
gosterilmistir (Canals ve ark., 2006; Gomes ve ark., 2012). Buna ek olarak Mello ve
ark. (De Mello, 2015) yaptig1 ¢alisma sonucunda protein kinaz A (PKA)’nin da
kalsiyum diizenlenmesine katki saglayabilecegi bilgisine ulagilmistir. Yine de, MasR
aracilt sinyal mekanizmasinin kalsiyum iizerine bu dilizenlemeyi nasil
gerceklestirdigi hala tam anlamiyla netlik kazanmamustir (Tirupula ve ark., 2014;
Wang ve ark., 2014).
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ACE/Ang II/ATIR yolagna kars1 dengeleyici bir rol oynadig1 gosterilen ACE2/Ang
(1-7)/MasR yolaginin, sistemik olarak olumlu etkileri yapilan caligmalarla ortaya

konmustur ve Sekil 2.5.’da sematik olarak gosterilmektedir.
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Sekil 2.5. Anjiyotensin (1-7)/MasR yolagmin sistemik olarak etki ettigi fonksiyonlarin sematik
gosterimi.

RAAS sistemik olarak kan basincinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu ag¢idan
yeni RAAS ayagimi olusturan bu ii¢ basamak ayr1 ayri incelenmistir. ACE2’nin
transgenik olarak {iretilmesinin engellendigi fare modellerinde kan basmcin
yiikseldigi fark edilmistir. Bu bilginin yani sira Ang II birikmesinde artis ile birlikte
Ang II indiiklii hipertansiyon olusma olasiliginin yiikseldigi gosterilmistir (Gurley ve
ark., 2006). Spontan hipertansiyonda merkezi sinir sisteminin farkli bolgelerinde
ACE2 aktivitesinin arttirilmasmin kan basmcinin diismesine neden oldugu bilgisi
farkli arastirmacilar tarafindan ortaya ¢ikarilmistir (Yamazato ve ark., 2007,
Rentzsch ve ark., 2008). Farmakolojik olarak ACE2’nin uygulanmasi sonucunda da
benzer etkilerin gozlenmesi ACE2’nin patofizyolojik kosullarda kan basincim
diizeltici etkisini netlestirmektedir (Hernandez Prada ve ark., 2008; Wysocki ve ark.,
2010; Ye ve ark., 2012). Ancak Ang (1-7) i¢in bu birliktelik saglanamamaktadir.

Normal ve yiiksek kan basincina sahip deney hayvanlarina sistemik olarak Ang (1-7)
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inflize edilmesi sonucunda bir degisiklik gozlenmezken (Campagnole-Santos ve ark.,
1992; Lima ve ark., 1997; Sampaio ve ark., 2003), dahl-tuz duyarliligina sahip
hipertansiyon modelinde ise ortalama kan basincimi azaltmistir (Bayorh ve ark.,
2002). Ang (1-7) akut olarak uygulandiginda Ang II indiiklii hipertansiyona her
hangi bir etki gostermezken (Wysocki ve ark., 2010), normal kan basincina sahip
olanlarda hipotansiyon gelismesine neden olmustur (Lima ve ark., 1997). Ang (1-7)
uygulamasmin kronik olarak uygulandigi farkli hipertansiyon modellerinde ise
hipertansiyon kosullarin1 engelleyici etkisi ortaya konmustur (Benter ve ark., 1995;
Grobe ve ark., 2006; Shah ve ark., 2012). Merkezi sinir sistemine Ang (1-7)
uygulanmasi ise daha kaotik sonuglar ortaya ¢ikarmistir. Hipertansif (Nakagaki ve
ark., 2011), hipotansif (Guimaraes ve ark., 2012) ve etkisinin gozlenmedigi
(Campagnole-Santos ve ark., 1992) sonuglarla karsi karsiya kalinmistir. MasR
eksikligi olusturulan modellerde baro refleks fonksiyonunda azalma, endotelyal
fonksiyon bozukluguna bagli olarak kan basincinda artis oldugu gozlenmistir (Xu ve
ark., 2008; de Moura ve ark., 2010). Bu bilgiler 1s18inda yolagin hipertansiyona karsi
etkili olabilecegi yorumu yapilabilse de, uygun basamagin uyarilmasinin etkinin

kesinligini saglamakta dnemli oldugu goz 6niinde bulundurulmalidir.

Artan kanitlar, fibrozise karst Ang (1-7) 'nin koruyucu bir rol oynadigini
gostermektedir. Bu patolojik durum, kollajen gibi hiicre dis1 matriks elemanlarinin
fibroblastlar tarafindan asir1 birikmesi ile karakterizedir (Ghosh and Vaughan 2012).
Olgun fibroblastlarin onciilleri olan dolasimdaki fibrositlerin gogalmasinin, doku
fibrozunun ilerlemesinde rol oynadig1 ve miyokardiyal fibrozun onciilii olabilecegi
tanimlanmaktadir (Krenning ve ark., 2010). Son zamanlarda yapilan bir ¢aligma, Ang
(1-7) 'nin bu hiicrelerin apoptozuna neden oldugunu, proliferasyonu inhibe ettigini ve
kollajen salgilanmasimni azaltarak kardiyak fibrozun gerilemesine yol agtigini
gostermektedir (Wang ve ark., 2012). Gergektende, Ang (1-7) miyokardiyal fibroza
kars1 koruma saglayarak Ang II'nin etkilerini dengelemektedir (Oudit ve Penninger,
2011). Dahast MasR’nin farelerde iiretilmesinin engellenmesi saglanarak hiicre disi
matriks igeriginde profibrotik diizenlemenin artmasi saglanabilmistir (Santos ve ark.,
2006). Bu farelere rhACE2 uygulamasi kardiyak fibrozis gelisimini engellemis, Ang
II diizeyini azaltmis ve Ang (1-7) diizeyini de arttirmistir (Zhong ve ark., 2010).
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Kardiyak fonksiyonunun yani sira, Ang (1-7) akciger, bobrek ve karaciger gibi farkl
organlarda da fibrozu azaltabilmektedir. Safra kanali baglanmasiyla olusturulan
karaciger fibroz modeliyle yapilan ¢alismada, Ang (1-7) uygulamasi kollojen ve
hidroksiprolin igerigini azaltip, kollojen tip 1 alfa (IA1), alfa diiz kas aktini (aSMA),
vaskiiler endotelyal biliylime faktérii (VEGF) ve birlestirici doku biiyiime faktorii
(CTFG) gen ekspresyonlarimi kisitlayarak fibrozisin olusmasina farkli agilardan

engel olabildigini gostermektedir (Lubel ve ark., 2009).

Bleomisin uygulanmasiyla meydana gelen pulmoner fibroz patolojisinde, Ang (1-7)
veya ACE2 iiretiminin arttirilmasinin kollojen ve pro-inflamatuvar sitokin igeriginin
azalmasini saglayarak fibrotik siiregleri engelledigi bulgusuna ulasilmistir (Shenoy
ve ark., 2010). Ayrica Ang (1-7) ile 6n inkiibasyon sonucunda Ang Il ya da
bleomisin kaynakli pulmoner fibrozun belirteclerinden olan alveolar epitel hiicre
apoptozuna karsi onleyici bir 6zelliginin de oldugu gosterilmistir (Uhal ve ark.,
2011). Bu hiicrelerde Ang (1-7) 'nin anti-apoptotik etkisi, c-jun N-terminal kinaz
(JNK) fosforilasyonunun inhibisyonuyla meydana gelmektedir. Bu go6zlemler,
antifibrotik tedavi igin potansiyel bir strateji olarak ACE2/Ang (1-7)/MasR ekseninin

aktivasyonunu dnermektedir.

Klasik RAAS’mn, pro-inflamatuvar sitokinlerin, kemokinlerin ve hiicre adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu arttirarak inflamatuvar siirece katkida bulundugu
bilinmektedir (Ruiz-Ortega ve ark., 2002; Ruiz-Ortega ve ark., 2006; Marchesi ve
ark., 2008). Bu olgunun aksine, son ¢alismalar Ang (1-7) 'nin MasR ile etkilesim
yoluyla bir anti-inflamatuvar etkiye sahip oldugunu gostermistir. Ang (1-7)
uygulanan fare peritoneal makrofajlarinda, lipopolisakkarit uyarilmasindan sonra
gelisen tlimor nekrozis faktor alfa (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6)’nin da dahil oldugu
pro-inflamatuvar sitokin ekspresyonunun azaldigi bulgusuna ulasilmistir (Souza ve
Costa-Neto, 2012). Bu etkinin mekanizmasi, Ang (1-7) uygulamasi soncunda
inflamasyonu  modiile ettigi  bilinen c-Src’nin  defosforilize edilmesiyle
gerceklesmektedir. Antijen indiikli artrit (AIA) patolojisinde Ang (1-7) ve bir MasR
agonisti olan AVEQ0991 (peptid olmayan Ang (1-7) reseptor agonisti) tedavisi
sonucunda iyilesme siireci baslamistir. AIA'min neden oldugu nétrofil birikimi,
ayrica hipernosisepsiyon ve TNF-a ve IL-1b gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin ve
CXC kemokin ligand 1(CXCL1)'in iiretiminin Ang (1-7) ile, 16kosit ve adhezyon
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molekdillerinin ise AVEO0991 ile azaldig: bildirilmistir (da Silveira, Coelho et al.
2010). Ang (1-7) 'den etkilendigi bildirilen bir bagka inflamatuvar durum, endotel
disfonksiyon, vaskiiler inflamasyon ve damar duvarinin intimasi i¢inde lipit birikimi
ile karakterize olan aterosklerozdur. Bu durum muhtemelen Ang (1-7)’nin ROS
tiretiminde rol oynayan NADPH oksidaz ekspresyonunu inhibe etmesi ve antijen
tireten hiicrelerin ekspresyonun baskilanmasindan dolay1 kaynaklanmaktadir (Jawien
ve ark., 2012). Ek olarak ACE2 ekspresyonu sayesinde daha az makrofaj
infiltrasyonu ve lipit birikimi olmasimin (Lovren ve ark., 2008) ve aterosiklerotik

plaklarin daha stabil olmasinin etkileri de dnemli derecede yer almaktadir (Dong ve
ark., 2008).

Ang (1-7) min etkileri son zamanlarda solunum yollarinin inflamatuvar kosullarinda
da degerlendirilmistir. Alerjik astimin fare modelinde uygulanan Ang (1-7)
sonrasinda perivaskiiler ve peribronkiyal inflamasyon ile fibrozisde de iyilesme
bulgularina ulasilmistir. Bu diizelmenin alerjik astim modelinin olusmasina neden
olan ovalbuminin ERK ve NF-kB yolaklarinda neden oldugu asir1 fosforillenmenin
engellenmesinden kaynaklandigi disiiniilmektedir (El-Hashim ve ark., 2012).
Akciger inflamasyon artisina neden olan bir diger olgu da akut solunum distres
sendromu (ARDS)’dir. Lipopolisakkarit (LPS) ile olusturulan ARDS sonucunda
meydana gelen akciger hasarinda ve inflamasyon kosullarinda Ang (1-7)’nin
intratrakeyal bolgeye uygulanmasina bagli olarak azalmalar goriilmiistiir (Wosten-
van Asperen ve ark., 2011). Bu sonuglar neticesinde, yerel Ang (1-7) seviyelerinin,
bu sendromun gelismesini ve ilerlemesini Onlemede ¢ok &nemli oldugu

gosterilmistir.

Kardiyak dokuda Ang (1-7)’nin etkileri kapsamli bir sekilde ele alinmaktadir. Kalp
yetmezligi farkli bir¢cok patofizyolojik kosula bagli olarak gelisebilmektedir.
Bunlardan bazilar1 sistemik etkilerin sonucunda ortaya c¢iksa da, bazilar1 kardiyak
dokuda olusan aritmi, miyopati ya da miyokardiyal infarktiis (MI) gibi olgulardan
dolayr da gerceklesebilmektedir. Hipertansiyon bahsettigimiz bu sistemik etkilerden
biridir. Hipertansiyon indiiklii fibrozis modeli olan SHR’nin kalplerinde kardiyak
Ang (1-7) ve MasR diizeylerindeki azalmadan kaynakli kollojen birikimi
gozlenmistir (Varagic ve ark., 2010; Gava ve ark., 2012) ve Ang (1-7) uygulamasi

sonucunda miyokardiyal ve perivaskiiler fibrozisin engellendigi gosterilmistir (Grobe
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ve ark., 2006). Bununla birlikte isoproterenol ile olusturulan kardiyak stres sonucu
ortaya ¢ikan hipertorfik kosullara karst1 Ang (1-7) uygulananlar uygulanmayanlara
gore daha direngli davranmiglardir (Santos ve ark., 2004, Ferreira ve ark., 2010).
Basing yiiklenmesiyle olusturulan kardiyak yeniden modellemede, rhACE2
uygulanarak Ang (1-7) arttirilmasina bagli olarak gelismesi beklenen dilatatif
kardiyomiyopatide gerileme oldugu bulgusuna ulasilmistir. Bu degisimin mitojenle
aktive olan JAK2/STAT3 ve PKC aktivasyonunun inhibe edilmesi ve Ang II aracil
ERK1/2 aktivasyonunun azaltilmasiyla gergeklestigi gosterilmistir (Zhong ve ark.,
2010). Bunun yaninda kardiyak ROS iiretimini azaltarak NO iiretiminin arttirmasi da

koruyucu etkisine katki saglamistir.

MI modeli sol anterior inen koroner arter (LAD)’nin ligasyonu neticesinde
olusturulmaktadir. LAD’nin baglanmasinmi takiben direkt sol ventrikiile gonderilen
Ang (1-7) sonucunda sol ventrikiil duvar incelmesi ve hipertrofik siireglerin
onlendigi ve ACE2 aktivitesinin arttig1 gdzlenmistir. Bununla beraber Ang (1-7)’nin
pro-inflamatuvar sitokinler olan TNF-a ve IL-6 diizeylerinin de azalmasina neden
olarak anti-inflamatuvar 6zelliklere sahip olabilecegi diisiiniilmektedir (Qi ve ark.,
2011). Fibroz ve hipertrofiyle ilgili kardiyoprotektif etkilerin yan1 sira, Ang (1-7) 'nin
VEGF-D ve matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9)'un regiilasyonunu arttirarak
infarktli sican kalplerinde MasR’ye baghh bir sekilde anjiyogenezi arttirdig:
gosterilmistir  (Zhao ve ark., 2013). Dolayisiyla iskemik durumdan dolay:
kaynaklanabilecek HF’deki kardiyak fonksiyonlarin diizelmesinde etkin bir roli
olabilecegi sdylenebilmektedir (Averill ve ark., 2003).

Yapisal yeniden modelleme degisiklikleri kardiyak fonksiyon ve kontraktiliteyi
olumsuz yonde etkilemektedir. Sonunda kasilma fonksiyonundaki bozulma
diyastolik fonksiyon bozulmasina ve aritmilerin olugsmasina olanak saglamaktadir
(Fomovskyve ark., 2012; Weber ve ark., 2013). Kardiyomiyositlerin elektriksel
uyarilmasiyla gerceklesen kardiyak kasilma hiicresel diizeyde ECC ile
aciklanmaktadir. ECC Ang II diizenlenmesinden etkilenmektedir. Ang II Ca®* tasiyci
proteinlerin Ca?* duyarliigii ve iyon akimlarmi etkileyerek hiicre ici Ca®*
konsantrasyonunu degistirir. Bu da kardiyak kontraktiliteyi bozmaktadir (Gusev ve
ark., 2009). LAD ligasyonuyla olusturulan MI patolojisine Ang (1-7) uygulanmasi

sonucunda hem yapisal degisiklikler korunmus hem de kardiyak fonksiyonun diistisii
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engellemistir (Qi ve ark., 2011). EKG ve hemodinamik o&lglimler fraksiyonel
kisalmada ve sol ventrikiil sistolik basincinda iyilesmeler ve sol ventrikiil diyastolik
basingtaki artisin azaldigini gostermektedir. Ang (1-7) 'nin faydali fonksiyonel
etkileri, sican HF modelinde peptit inflizyonu kullanilarak gosterilmistir. Burada
peptit infiizyonlu hayvanlarda sol ventrikiil sistolik ve diyastolik basincin
restorasyonu gozlenmistir (Loot ve ark., 2002). Ang II inflize edilmis
kardiyomiyositlerde hiicre ici [Ca®']; genliginde %26°lik bir azalma gozlenmisken,
Ang (1-7) uygulananlarda bu degisime rastlanmamistir. Bu durumun, kasilma
fonksiyon bozuklugunun ve kalp yetmezliginin gelismesinde dnde gelen nedenlerden
olan kardiyomiyosit kalsiyum isleme proteinlerinin ekspresyon seviyelerindeki
degisikliklerin ve Ozellikle hiicre i¢ci ve SR Ca?* konsantrasyonlarindaki
degisikliklerin gergeklesmesine engel olabilmesinden kaynaklanmaktadir (Domeier
ve ark., 2009; Gomes ve ark., 2010). Buna benzer bir ¢alisma da transgenik olarak
Ang (1-7) ekspresyonunun artmasi saglanan si¢anlarda yapilmistir. Bu ¢alismanin
kontrol hayvanlarinda olusturulan MI modelinde Ca* transient hizi yavaglamistir.
Ancak transgenik olanlarda bu durum goézlenmemistir. Bunun nedeni de transgenik
olanlarda Ang (1-7) artisina bagli olarak Ca® transient genliginde, azalis hizinda ve
SERCA2a ekspresyonundaki artis sayesinde kardiyak fonksiyonun korunabilmesiyle
alakali olmasidir (Ferreira ve ark., 2010). Hiicre igi Ang (1-7) artisinin saglandigi bir
calismada lc, 'nin arttigini ve bu artisin PKA {izerinden gerceklestigi gosterilmistir
(De Mello, 2015). Bu verinin yaninda isoproterenol indiiklenmesiyle olusan HF
modeli ile yapilan bagka bir patch-clamp g¢alismasinda Ang (1-7) uygulamasinin
olumlu etkisini gostermektedir. Buna gore HF’de azalan Ic, ’nin, Ang (1-7)

stiperfiizyonu ile geri dondiiriilebildigi vurgulanmistir (Zhou ve ark., 2015).

[letim bozuklugu kardiyak dokuda aritmik kosullarin ortaya ¢ikmasinda bir etken
olarak diisiiniilmektedir. Ang 1-7 uygulamasiin Iy, yogunlugunu arttirarak atrial
iletimi diizenledigi ve atriyal fibrilasyon (AF)’nin olumsuz etkisinde azalma
olusturdugu ortaya konmustur (Wang ve Li, 2014). Ayrica hiicre zarindaki Na*
pompasini diizenleyerek ileti hizinin artmasina ve anti-aritmik bir etki olugmasina

yardimet olmaktadir (De Mello, 2004).

Hem pankreas (Leung ve ark., 1999) hem de yag dokusu (Schling ve ark., 1999)
RAAS bilesenleri igerir ve bu lokal RAAS besin alimi ile yiiksek oranda
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diizenlenmektedir. Yiiksek sekerli bir diyet pankreastaki (Lupi ve ark., 2006) Agt,
ACE ve ATIR'nin ekspresyon seviyelerini arttirmasina ragmen, yag veya seker
acisindan zengin bir diyet de yag dokusundaki ACE2 ve Ang (1-7) konsantrasyonunu
arttirmaktadir (Gupte ve ark., 2008; Coelho ve ark., 2010). RAAS su anda, obezite,
insiilin direnci, hipertansiyon, diyabet, hiperinsiilinemi ve dislipidemi birlikteligi ile
karakterize bir bozukluk olan metabolik sendromun tedavisi i¢in potansiyel bir hedef
olarak kabul edilmektedir (Reaven ve ark., 1988; Grundy, 2004). insiilin yoksunlugu
ya da direncinin gelisimi kardiyovaskiiler rahatsizliklar ile siki bir iliski i¢erisindedir
(Oliveira ve ark., 2002; Bindom ve ark., 2010; Singh ve ark., 2011; Liu ve ark.,
2012). Bu gozlemler ayni zamanda Ang (1-7)'nin onemli bir anti-hiperglisemik
etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. Insiilinin Ang (1-7) ile pozitif bagdasa
sahip olmasinin nedeni olarak ortak sinyal yolaklarini kullanmalar1 gosterilmektedir
(Giani ve ark., 2007; Sampaio ve ark., 2007). Bununla birlikte iskelet kasi, karaciger
ve yag dokusunda Ang II/ATIR yolaginin aktivasyonunu da engelleyerek (c-SRc ve
ERK defosforilasyonu, NADPH oksidaz inhibisyonu) pozitif etkisini gostermektedir
(Sampaio ve ark., 2007; Munoz ve ark., 2012).

Lipid metabolizmas1 Ang (1-7) tarafindan da diizenlenmektedir. Bu heptapeptit ile
tedavi edildiginde, diyabetik kardiyomiyopati (Singh ve ark., 2011) ve diyabetik
nefropatisi (Singh ve ark., 2010) olan si¢anlarin MasR’ye bagli bir sekilde
dislipidemisi Onemli bir azalma gostermektedir. Dahasi, Mas-nakavt farelerde
dislipidemiye, diisiik glukoz toleransina, insiilin duyarliligina, hiperinsiilinemiyaya,
hiperleptinemiyaya, diisiik adiponektin salinimina, azalmis glukoz alinimina ve
artmis abdominal yag kiitlesine yol agan bozulmus lipit metabolizmasina yol agtigi
bulgusuna ulagilmistir (Santos ve ark., 2008). Diger taraftan transgenik olarak
plazma Ang (1-7) diizeyi arttirilmis modellerde normal besin alinimina ragmen, yag
kiitlesinde, triagilgliserolde ve kolestrol seviyelerinde azalma gozlenmistir (Santos ve
ark., 2010). Ek olarak insiilin duyarliligi ve inflamasyon olusumunda 6nemli rol
oynayan adiponektin ve yag asiti esterifikasyonu da dahil adipoz doku
metabolizmasinda rol alan adipoz lipit-bagl protein 2 (AP2) seviyelerinin arttig1

bulgusuna ulagilmistir.

Biriken kanitlar ACE2 ve Ang (1-7) fonksiyonlarinin diyabetten etkilendigini
diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, ACE2 ve Ang (1-7) glukoz metabolizmasini
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onemli dlciide etkilemekte, bu da diyabetli hastalarda potansiyel yararl etkilere sahip
olabileceklerini gostermektedir. STZ uygulamas: ile diyabet olusturulan sicanlarda
ve obez olmayan diyabetli farelerde dolasimdaki ACE2 aktivitesinin arttig1
gosterilmistir (Yamaleyeva ve ark., 2012; Riera ve ark., 2014). insan ACE2'sinin
geng db/db farelerinin pankreasinda ektopik ekspresyonu, onemli Olglide azalmis
hiperglisemi, gelismis adacik fonksiyonu ve azalmigs B-hiicre apoptozu ile
iliskilendirilebilmektedir (Bindom ve ark., 2010). Aksine, ACE2 eksikligi glukoz
toleransini ve diyetin indiikledigi insiilin duyarliligimi bozmaktadir (Takeda ve ark.,
2013). Dolasimda artmis Ang (1-7) konsantrasyonu asirt beslenen si¢anlarda yag
dokusunda hiperinsiilinemi, insiilin direnci ve inflamatuvar yanitlar1 iyilestirirken
(Giani ve ark., 2009; Marcus ve ark., 2013), normoglisemik siganlarda insiilin
duyarliliginin ve glukoz toleransinin dengesini korumaktadir (Santos ve ark., 2010).
Ayrica, tip 2 diyabetli sigan modelinde Ang (1-7) ile kronik oral tedavi, hipoglisemik
etki yaratarak insiilin duyarlilig1 gelistirip hiperinsiilinemiyi dnlemektedir (Santos ve
ark., 2014). ACE2 ve Ang (1-7)'nin glukoz metabolizmasindaki yararli etkilerinin
altinda yatan mekanizmalar ¢ok yonlii olabilir. Ilk olarak lokal RAAS aktivasyonu,
farkli dokularda insiilin direnci ve diyabet gelisimini yonetmede dnemli 6lgiide ve
farkli agilardan katkida bulunmaktadir (Putnam ve ark., 2012; Underwood ve Adler,
2013). Bu nedenle, ACE2 tarafindan Ang |l iretimindeki azalisin glukoz
metabolizmasi agisindan 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ikinci olarak, Ang (1—
7) PI3K/Akt yolunu aktive eder ve boylece insiilin indiiklii sinyalizasyonu ve glukoz
alimin1 kolaylagtirir (Sampaio ve ark., 2007; Giani ve ark., 2009; Munoz ve ark.,
2010; Than ve ark., 2013). Ang (1-7) Ang II tarafindan indiiklenen MAPK yollarinin
aktivasyonunu engelleyerek ve insiilin reseptorii substrat 1'in serin fosforilasyonunu
onleyerek, Ang II tarafindan indiiklenen insiilin sinyalinin disfonksiyonunu
antagonize edebilir (Andreozzi ve ark., 2004; Su ve ark., 2006; Zhang ve ark., 2010).
Ayrica, bulgular Ang (1-7)'nin, glukoz tasiyict tip 4 (GLUT4) ekspresyonunu
arttirmasi ile glukoz alimini kolaylastirdigini da gostermektedir (Takeda ve ark.,
2013).

2.4. Diabetes Mellitus
Diabetes mellitus, temelde insiilin salgilayan pankreatik adacik B-hiicrelerinin
hasarlanmasindan [tip 1 diyabet (T1DM)] dolay1 insiilin yoksunlugunun ya da insiilin

reseptorlerinin duyarsizlasmasindan [tip 2 diyabet (T2DM)] dolay1 olusan insiilin

24



direncinin meydana gelmesiyle ortaya ¢ikan bir endokrin/metabolik hastaliktir. Bu
sendrom; esas olarak hiperglisemi ve glukoziiri, ayrica karbohidrat, yag ve protein
metabolizmasindaki bozukluklara bagli olarak polifaji, polidipsi, poliiiri ve ketozis
gibi belirtilerle karakterize edilmektedir. Diyabet hastalik tablosunun siklikla goriilen
diger bulgular1 ise hiperglisemi sonucu glukozillenmis hemoglobin diizeylerinde
yiikkselme, mikroanjiyopati, makroanjiyopati ve noropatidir. T1DM, insiilin
salgilanmasimi saglayan pankreatik  hiicrelerinin % 80-90’nin hasarlanmasindan
dolay1 meydana gelen muhtemelen c¢evresel faktorlerin tetikledigi genetik temelli bir
otoimmiin hastaliktir. Biitlin otoimmiin hastaliklar igerisinde T1DM’in goriilme
sikligi her yil % 3-4 oraninda artmaktadir. T2DM daha karmasiktir ve periferik
dokularin insiilin hareketine karsi diren¢ olusturmasiyla meydana gelmektedir. Bu
durumun sonucunda normal gliseminin siirdiiriilebilmesi i¢in insiilin ihtiyaci artar,
ancak bu ihtiya¢ karsilanamaz. T2DM’de insiiline karsi olusan direng genetik
duyarliliktan dolay1 gerceklestigi kabul edilse de, obezite ile sonuglanan asiri
diizensiz beslenme aligkanligindan ve fiziksel aktivite eksikliginden kaynaklanan
sosyolojik ve cevresel etmenlerden de etkilendigi diistiniilmektedir. Obezite su anda
diinya ¢apinda ciddi bir epidemi ger¢eklestirmektedir. Giincel verilere gore diinya
niifusunun yaklasik olarak % 8,3 (400 milyon) bu epidemiden etkilenmis durumdadir
ve 2035’de bu rakam % 8,9 (600 milyon) olacagi disiinilmektedir. Tedavi
edilmeyen veya kotii kontrol edilen diyabet, viicudun dokulari ve organlarinin ¢ogu
i¢cin ciddi bir tehdittir. Gz, bobrek, kalp-damar sistemi gibi bircok organ sistemi
diyabetin hedefleri arasindadir. Insiilin eksikligi/direncine bagli hiperglisemi ve
hiperlipidemi iligkisi nedeniyle, kronik diyabette mikroanjiopati, ateroskleroz,
kardiyomiyopati ve kalp yetmezligi gibi ¢ok ¢esitli kardiyovaskiiler komplikasyonlar
ortaya cikar.

2.4.1. Diyabetik Kardiyomiyopati

DKM belirgin bir koroner hastalik olmadan gelisen genel bir diyabet komplikasyonu
olarak tanimlanir (Rubler ve ark.,, 1972). DKM organ diizeyinde yapisal ve
fonksiyonel degisikliklere neden olmaktadir. Bu degisimlerin temelini, hiicre
metabolizmasinin bozulmasi, oksidatif stresin uyarilmasi, ekstraseliiler matriks
igeriginin degisimi ve fibrozis olusumu, uyarilma-kasilma ¢iftlenimi degisiklikleri,
inslilin sinyalinin bozulmasi, hiicre zar1 ve hiicre igerisindeki diizenleyici sinyal

yolaklarinin farklilasmasi olusturmaktadir.
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Dolasimdaki ve kardiyak Ang II diizeylerindeki fark o6zellikle diyabette belirgindir.
DM dolasimdaki reninin azalmasina dolayisiyla da Ang II’'nin de azalmasina ya da
degismemesine neden olmaktadir (Giacchettive ark., 2005; Sica ve Ichihara, 2006).
Ancak bunun yaninda dokudaki RAAS aktivitesi onemli derecede artmaktadir (Singh
ve ark., 2008a). Ilaveten izole kardiyak miyositlerde ve fibroblastlarda yiiksek glukoz
maruziyetine yanit olarak artmig renin proteini ve mRNA diizeyleri bildirilmistir

(Singh ve ark., 2007; Singh ve ark., 2008a).

DKM’de hiperglisemi artisina bagli olarak Ang II’de artis gerceklesmektedir. Bu
artis1 takiben ATIR aktivitesinde gerceklesen artis sonucunda fibrozis artmaktadir
(Westermann ve ark., 2007a, Lee ve ark., 2014). Bununla birlikte inflamasyonda ve
ROS iretiminde artig, uyar1 iletiminde bozulma ve kardiyak metabolizmada
farklilasmalar meydana gelir (Dandona ve ark., 2003). DKM’de Ang II inflamasyon,
apoptozis ve ROS siireglerinin artmasina da katki saglamaktadir (Westermann ve
ark., 2007a; Westermann ve ark., 2007b; Zhou ve ark., 2008). Hiicre diizeyinde Ang
II/AT1R aktivitesinde artts DKM siirecinde APD siiresinde bir artisa neden
olmaktadir. Yapilan ¢aligmalara gore bu durumun nedeni Iy, Ve Ix; akimlari iizerinde
olusan baskilanmadir (Raimondi ve ark., 2004). DKM’de uyarilmaya etki edebilen
Ang II/ATIR sinyal iletimi, kasilma fonksiyonunu da degistirmektedir. Bozulan
kasilma fonksiyonunun nedeninin arastirilmast sonucunda Ang II/AT1R sinyalinin
hiicre i¢i Ca®" diizenlenmesini etkiledigi bulgusuna ulasiimistir (Malhotra ve ark.,
1997). Ozellikle RYR ve FKB12.6 proteinlerini PKC aracihigiyla etkileyerek, SR
Ca?* igerigi, Ca®" transientleri ve sizintilar iizerine etki gostermektedir (Yaras ve ark.,

2007).

Diyabetik kalplerde hipertrofi olmaksizin diyastolik fonksiyon bozuklugunun da
tespit edilebildigi bildirilmistir (Schannwell ve ark., 2002; Acar ve ark., 2009). Bu
bilgiler birlikte degerlendirildiginde diyabetik durumda hipertrofinin siklikla

goriilebildigi ancak gerekli olmadig1 yorumu yapilabilmektedir.

DKM’de gergeklesen bu olgulara, sistemik degisikliklerden bagimsiz (kan basinci
gibi) sistolik ve diyastolik fonksiyon degisiklikleri eslik etmektedir (Miki ve ark.,
2013; Adeghate ve Singh, 2014). TIDM veya T2DM hastalarda, sol ventrikiil
diyastolik fonksiyon bozuklugu normal sol ventrikiil ejeksiyon franksiyonu

mevcutken gozlenebilmektedir. Gozlenen diyastolik fonksiyon bozuklugu anormal
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relaksasyon ve/veya yalanci normal dolum gibi transmitral sol ventrikiil dolum
oriintiisii degerlendirilerek (Poirier ve ark., 2001; Zabalgoitia ve ark. 2001),
konvansiyonel ekokardiyografi ve doku doppler goriintiileme yontemleri kullanilarak
tespit edilebilen, erken safhalarda % 47-75 oraninda meydana gelebilen bir olgudur
(Boyer ve ark., 2004; Shivalkar ve ark., 2006). Diyabette goriilme siklig1 diyastolik
fonksiyon bozuklugu ile kiyaslandiginda az olsa da, sistolik sol ventrikiil fonksiyon
bozuklugu da meydana gelmektedir (Andersen ve ark., 2003; Kosmala ve ark., 2004;
Muranaka ve ark., 2009).

DKM’de en sik karsilasilan durumlardan bir tanesi de fibrozis olusumudur. STZ
kaynakli TIDM fare modelinde, diyabetin fibrozis olusturdugu gosterilmistir (Li ve
ark., 2012). Hiicreler arasi bolgede kollajenin birikimi sonugta kalp fonksiyon
bozukluguna ve nihayetinde HF’ye neden olan miyokardin sertlesmesine yol agabilir.
Ventrikiil miyokardin ig, orta ve dis katmanlarinda kollajen birikimi sertlige yol acar
ve boylece ventrikiiler fonksiyon bozuklugu meydana gelir (Regan ve ark., 1981).
Kantitatif olarak, interstisyel fibroz alani, kontrollere kiyasla STZ uygulanan

sicanlarda yaklasik olarak %43,8 oraninda artis gostermektedir (Wang ve ark., 2012).

DKM’de yapisal olarak gozlenen degisiklikler icerisinde interkale disklerin ve
miyofibrillerin degisimleri de degerlendirilmektedir. DM'den muzdarip sicanlarin
kardiyomiyositlerinin interkale disklerinin yapisi, kontrol ile karsilastirildiginda
biiyik  6lciide bozulmustur  (Adeghate, 1998). Interkale diskler bitisik
kardiyomiyositleri birbirine baglar ve bir hiicreden digerine elektriksel uyarilarin
hizli ve optimal iletimine izin verir. DM’li sicanlarin ventrikiiler miyositlerinde
goriildiigii gibi interkale diskte bir bozukluk, DM'li hastalarda yaygin olan zayif
iletim ve daha sonraki HF’nin olusmasinin nedeni olarak degerlendirilmektedir
(Valensi ve ark., 2002; Pfister ve ark., 2011). Uzun siireli DM sonrasinda kardiyak
miyofibril kaybinin gerceklestigi bilinmektedir (Hsiao ve ark., 1987) ve bununla
birlikte kardiyak miyofibriller ATPaz aktivitesinin de azaldigin1 unutmamak gerekir
(Pierce ve Dhalla, 1981). Kalbin ana kasilma elemani olan miyofibrillerde
gerceklesen fonksiyon bozuklugu ya da sayisal eksilme kalp debisinde azalmaya
neden olurken, DM’li hastalarin saglikli bireylere nazaran muhtemelen HF ile

karsilagsma olasiliklarmin yiiksek olacagini da gostermektedir.
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DM, pro-inflamatuvar bir durumdur (Diamant ve ark., 2005) ve bu durum DKM nin
gelisiminde inflamatuvar siireclerin 6nemli derecede katki saglayabilecegi gercegini
g6z Oniine koymaktadir (Westermann ve ark., 2006; Westermann ve ark., 2007b;
Rajesh ve ark., 2012). DKM’de artmis inflamasyon i¢in dnerilen diger mekanizmalar
ise oksidatif stresle iliskilidir (Li ve ark., 2010; Jadhav ve ark., 2013; Monji ve ark.,
2013). Fibrozis ve miyokard inflamasyonunu artiran molekiiler mekanizmalarin
bircogu pro-apoptotik sinyal yollarni veya nekroz sinyalizasyonunu aktive edebilir.
Artmis hiicre Olimleri, TIDM ve T2DM’li hastalarin kalplerinde ve bu
bozukluklarin kemirgen modellerinde siklikla goriiliir ve hem apoptotik hem de
nekrotik siiregleri icerir (Cai ve ark., 2002; Chowdhry ve ark., 2007; Huynh ve ark.,
2013).

Ventrikiiler miyositlerin fonksiyonunu hiicresel diizeyde anlatmada en 6nemli olgu
uyarilma-kasilma ¢iftlenimi olarak disiiniilebilir. DM kardiyomiyositlerde AP’yi,
Ca’* transientlerini, kasiima elemanlarmm Ca®* duyarliligimi, K* akimlarim énemli
derecede degistirebilme kapasitesine sahiptir (Gallego ve Casis, 2001; Pereira ve
ark., 2006, Lacombe ve ark., 2007; Gallego ve ark., 2009).

DM’den etkilenmis kardiyomiyositlerde APD uzamasi gozlenmektedir. Diyabet
modellerinin ¢ogunda APD uzamasinin Ii,’daki azalmadan dolayr kaynaklandig:
gosterilmektedir (Gallego ve Casis, 2001; Lacombe ve ark., 2007; Gallego ve ark.,
2009). Kv4.2 (voltaj bagimli K* kanali) ekspresyonunun baskilanmasi, diyabetik
kalpte l;, akiminda azalmanin temelini olusturur (Rozanski ve ark., 1998; Huang ve
ark., 2002). Kv4.2 kanalinin baskilanmasi bu kanali olusturan o ve 3 alt birimlerinin
ve bunlarla iligkili olan proteinlerin diizenlenmesinden dolay1 gergeklestigi
literatiirde belirtilmistir (Rozanski ve ark., 1998; Huang ve ark., 2002; Sugden ve
Holness, 2006, Marionneau ve ark., 2008). l;’nun azalmasi interstisyel fibrozise ve
ventrikiiler kontraktil islev bozukluguna neden olan Ca* dongiisiinde artisa ve

kalsinorin aktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Sah ve ark., 2002).

DKM’de Ca®* kanallarindaki degisimin bifazik oldugu goriilmiistiir. Diyabet
baslangi¢ evresinde Ca* girigini tesvik ederken, sonraki safhalarda Ca?* kanal
yogunlugunda azalma ve dolayisiyla Ca®" akim yogunlugunda azalmaya neden
olmustur. LCC’nin baskilanmasi Ca**’un hiicre icerisine girigini azaltarak APD’nin

daha fazla uzamasini engellemek amaciyla gerceklesen dengeleyici bir mekanizma
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olarak diistintilmektedir (Pierce ve ark., 1983; Dhalla ve ark., 1998). Ancak bu durum
istenmeyen sonuglarla karsilasilmasina neden olabilmektedir. Ca®* transientlerinin
tepe degerlerinin bazi ¢alismalarda azalmasina ragmen (Lagadic-Gossmann ve ark.,
1996; Belke ve ark., 2004a,; Pereira ve ark., 2006; Lacombe ve ark., 2007; Yaras ve
ark., 2007), biitiin deneysel diyabet modellerinde bu degisim gozlenmemektedir
(Ishikawa ve ark., 1999; Zhang ve ark., 2008; Howarth ve ark., 2011). Diyabetik
kardiyomiyositlerde Ca** transientlerinin azalma siiresindeki yavaslama, teorik
olarak sitozoldan Ca®* uzaklastirma oraninin azalmasina dayandirilabilir (Ishikawa
ve ark., 1999). Hiicre i¢i Ca®* diizenlenmesinde etkin rol oynayan SERCAZ2a
proteininde azalma da bu bilgiyle tutarlilik gostermektedir (Belke ve Dillmann,
2004b). SERCA2a protein diizeyinde bir degisiklik olmasa da, bu pompanin
enzimatik olmayan glukozilasyonunun pompanin fonksiyonunu degistirdigi
bilinmektedir (Bidasee ve ark., 2004). Bazi diyabet modellerinden elde edilen
verilere gore de SERCA2a’nin islevinde diizenleyici bir rolii olan fosfolamban
proteininin fosforilasyonunda artma bulgusuna ulagilmistir (Shimoni ve ark., 2005;
Pereira ve ark., 2006). Ca?* ¢ikisini saglayan baska bir Ca®* diizenleyici protein olan
NCX diyabetik kalplerde korunmaktadir (Zhang ve ark., 2008). Ancak diyabetik
kalplerdeki Na'/K* ATPaz aktivitesindeki baskilanmanin Ca?* alinimini tesvik ettigi,
bunu da NCX’in ters modunun etkisi vasitasiyla gergeklestigi onerilmektedir (Pierce
ve Dhalla, 1981; Takeda ve ark., 1996; Golfman ve ark., 1998). Ote yandan NCX
ileri modunun aktivitesinin baskilanmasi Ca®* atilmasin azalttigi, dolayisiyla da
hiicre ici Ca®"un arttig1 sdylenmektedir (Makino ve ark., 1987; Takeda, Dixon ve
ark., 1996; Golfman ve ark., 1998). Ayrica diyabetik kalpte Ca** pompa aktivitesi
azaldig1 i¢in de kardiyomiyositlerden Ca®* atilim1 baskilanmaktadir (Makino ve ark.,
1987; Takeda ve ark., 1996; Golfman ve ark., 1998). SR’dan Ca®* sizintismin artmast
da diyabetik kalplerdeki bir anormallik olarak bildirilmistir. Ca* sizintisinin
transjenik fare modeliyle olusturulan diyabette arttigi ve bu artisin RYR'lerin bir
diizenleyici faktorii olan FKBP12.6 diizeyinin azalmasiyla iliskili oldugu ifade
edilmistir (Belke ve ark.,, 2004a). STZ ile indiiklenen diyabetli siganlarin
miyokardlarinda hem RYR hem de FKBPI12.6'nin %50 oraninda azaltilmasiyla
baglantili bir sekilde, Ca®* kivileimlari (sparks) olarak adlandirilan yerel Ca®*
salimmlar1 %60 oraninda artmaktadir (Yaras ve ark., 2005). ilging olarak Ca*
sparklarindaki artis ve RYR ile FKBP12.6'min baskilanmasi, ATIR blokori
kandesartan kullanimiyla azaltilmistir. Bu kullanim sizintilarin Ang II ve ATI1R
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iligkili olabilecegini gostermektedir (Yaras ve ark., 2007). Fonksiyon bozuklugu olan
RYR yoluyla olusan Ca** sizintist ve SERCA2a araciligiyla alinan Ca®*’da azalma
diyabette SR Ca?* deposunun azalmasindan sorumlu gibi gdriinmektedir (Lagadic-

Gossmann ve ark., 1996).

2.5. Diyabetik Kardiyomiyopati ve Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi
Mliskisi

RAAS''m DKM’ye katkisi deneysel ve klinik c¢alismalarla gosterilmistir. Yiiksek
glukoz kardiyomiyositlerde (Singh ve ark., 2007) ve kardiyak fibroblastlarda (Singh
ve ark., 2008b) hiicre i¢i RAAS"'1 diizenlemektedir. Bu nedenle DM, hiicre ici
RAAS'm in vivo roliinii incelemek i¢in dnemli bir ¢alisma alam1 saglamaktadir. in
vitro calismalar, diyabetik kalpte kardiyomiyositlerin oncelikle renin ve kimaz
yoluyla hiicre i¢i Ang II iiretecegini, fibroblastlarin ise renin ve ACE yoluyla hem
hiicre i¢i hem de hiicre disi Ang II iiretecegini 6ne siirmektedir (Frustaci ve ark.,
2000). Bu nedenle Ang II’nin, diyabetik kalbin hiicreleri tizerinde hem intrakrin hem
de otokrin / parakrin etkilere sahip olacagi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla, ACE
inhibitorleri sadece kardiyak fibroblastlarda Ang II sentezini Onleyebilecektir.
Bununla birlikte, anjiyotensin reseptor blokorlerinin (ARB), kalpteki hiicre i¢i Ang I1
aracili etkileri ortadan kaldiramayacagi bildirilmistir (Baker ve ark., 2004). Bu
nedenle, ACE inhibitorleri ve ARB'leri kullanan mevcut tadavi edici yontemler
DKM’de sadece kismen etkili olabilmektedir. Artik, ARB'ler ve ACE inhibitorleri
kullanarak RAAS'm inhibisyonunun, beklenildigi kadar fazla kardiyovaskiiler yarar
saglamadigi konusunda artan bir fikir birligi olusmaktadir (Turnbull ve ark., 2005;
Weber ve Giles, 2006). Kardiyak hiicre igi RAAS aktivasyonunun kardiyak yeniden
sekillenmedeki roliinii incelemek igin siganlarda STZ kaynakli tip-1 diyabet modeli
olusturan bir ¢aligmaya gore diyabetik kalplerden izole edilen kardiyomiyositlerde
kontrole nazaran hiicre i¢i Ang II diizeylerinde ciddi bir artis gézlenmistir. Hiicre i¢i
Ang II seviyeleri kandesartan tarafindan diizeltilememistir. Dolayisiyla da Ang II'nin
hiicre i¢i olarak sentezlendigi ve AT1R yoluyla igsellestirilmedigi diisiinilmektedir
(Singh ve ark., 2008b). Bu gozlemler bir iist seviyeye, STZ kaynakli diyabette renin,
ACE ve ATIR seviyelerindeki inhibisyonlarin kardiyak fonksiyon gercevesinde
karsilagtirmali olarak degerlendirilmesiyle tasinmistir (Yong ve ark., 2013). Elde
edilen verilere gore, renin inhibisyonunun DKM’de ACE inhibitorleri ve ARB'lere

kiyasla benzer ya da daha iyi kardiyak koruma sagladigi gosterilmektedir. ACE
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inhibitorlerinin  ve ARB'lerin koruyucu etkilerinin, kallikrein-kinin sistemi ve
peroksizom proliferatdr aktiviteli reseptor (PPAR) aktivasyonu gibi RAAS ile ilgili
olmayan mekanizmalar araciliiyla kismen gosterilebilecegi diistiniilmektedir (Erdos

ve ark., 2010; Rong ve ark., 2010).

Ang (1-7)’nin sistemik ve kardiyak doku iizerine olan olumlu etkileri gbz Oniine
alindiginda, patolojik siireclerde yararl etkilere sahip oldugu sdylenebilmektedir. Bu
bakis acisiyla diyabet kaynakli kardiyomiyopati iizerine olan etkileri de merak
konusu haline gelmistir. Clinkii DKM olgusuna direkt etkisi oldugu bilinen Ang II’ye
bagli olan fonksiyonlart engelleyebildigi farkli calismalarda acik¢a ortaya

konmustur.

Insanlarda yapilan ¢alismada DKM’den muzdarip hastalarda sol ventrikiil yeniden
modellenmesi ve fonksiyon bozukluguyla, plazmadaki Ang (1-7) konsantrasyonu
arasinda negatif korelasyon oldugu bulgusuna erisilmistir (Hao ve ark., 2013).
DKM’ye sahip T2DM’li deney hayvanlarinda yapilan ¢alismada ise uygulanan Ang
(1-7)’ye bagh olarak, hipertofinin, lipotoksisitinin, adipoz dokuda gozlenen
inflamasyonun engellendigi ve diyastolik fonksiyon bozuklugunun geriletebildigi
bulgusuna ulasilmistir (Mori ve ark., 2014). Aym tip deney modelinde yapilan bir
diger calisma DKM olgusu ile birlikte goriilen pro-inflamatif sitokin artisinin,
hipertrofinin, hiicre apoptozunun, lipit birikiminin ve fibrozisin Ang (1-7)
uygulamasi  sonucunda  engellendigi, ayrica DKM  kaynakli  akciger
inflamasyonununda geriledigi bulgusuna ulasilmistir (Papinska ve ark., 2016). DKM
kosullarinda lipit metabolizmasini yonetmek daha da 6nemli bir hal almaktadir. Bu
durumun degerlendirildigi bir ¢alismada Ang (1-7) uygulamasinin bu durumun
yonetiminde etkili oldugu gosterilmistir. Bunun yaninda DKM ile ortaya ¢ikan
vazokonstriiktif, fibrotik ve proliferatif dzellikleride geriletebilmistir (Singh ve ark.,
2011). DKM’nin olusturdugu inflamatif, fibrotik ve oksidatif stres olgularmin
incelendigi bir bagka ¢alismada ise Ang (1-7)’nin ERK1/2 ve p38-MAPK sinyalini
ve TGF-B1 ekspresyonunu engelleyip, ACE2 aktivitesini arttirdigt sonucuna
ulagilmistir. Dolayisiyla bu olgularda gerileme ve olusan sol ventrikiil yeniden
modellenmesi ve fonksiyon bozuklugunda iyilesme sonuglar1 ortaya ¢ikmistir (Hao
ve ark., 2015). DKM’de ACE aktivitesinin artmasina bagli olarak Ang II/AT1R

yolaginin regiilasyonunda yiikselme oldugu ve bu durumla birlikte miyokardiyal
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kontraksiyonda ve koroner akista bozulmanin gergeklestigi bilinmektedir. Bu olgu
NADPH oksidaz ile pozitif korelasyon gostermektedir. Bu g¢erceve de yapilan bir
calismaya gore Ang (1-7) uygulamasi dengeleyici olan kendi yolagini aktive ederken
NADPH oksidaz aktivetesini baskilayabilecek olan prostoglandin aktivasyonunu da
tetiklemis ve miyokardiyal kontraksiyon ile koroner akista diizelme bulgularina

ulagilmigtir (Yousif ve ark., 2012).

Hemodinamik a¢idan da DKM nin 6nemli degisikliklere neden oldugu bilinmektedir.
Sol ventrikiil kontraksiyonu ve relaksasyonunda azalma, ayrica sol ventrikiil sistolik
basincinda diisme en belirgin 6rnekler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. AVE0991’in
uygulanarak bu parametrelerin arastirlldigi c¢aligma gosteriyor ki, Ang (1-7)
aktivasyonunun arttirilmast  bu parametreleri kontrol seviyelerine c¢ekerek

kardiyoprotektif bir rol oynamaktadir (Ebermann ve ark., 2008).

Sadece Ang (1-7)’nin degil, ayn1 zamanda ACE2 aktivitesinin arttirilmas1 da DKM
izerine olumlu etkiler gostermektedir. ACE2 aktivasyonunun ACE2/ACE ve
MasR/ATI1R oranlarint DKM’de arttirdigi gosterilmistir. Dolayisiyla AT1R ile
iligkili ERK1/2 fosforilasyonu ve kardiyak hipertrofi ve fibrozis artisina neden olan
5’ adenozin monofosfat aktiviteli protein kinaz alfa (AMPK-a) ve 5’ adenozin
monofosfat protein kinaz beta 1 (AMPK-B1) ekspresyon artislart engellenmistir
(Murca ve ark., 2012). Bir diger DKM kosullarinda ACE2 aktivasyon artigina bagl
yapilan c¢aligmada ise kollajen birikiminin engellenebilecegi, dolayisiyla da sol
ventrikiil yeniden modellenmesinin ve fonksiyonunun geri kazanilabilecegi
gosterilmektedir. Caligma ayrica kollajen birikiminin ve TGF-§ iiretiminin matrik-
metalloproteinaz (MMP-2) araciligiyla azaltildigini da vurgulamaktadir (Dong ve
ark., 2012).

Yukarida bahsedilen bilgiler RAAS’1in 6nemli nérohormonal diizenleyici oldugunu
gostermektedir. Ozellikle lokal RAAS in patolojik kosullarda etkin rol oynamasi
kardiyak patolojilerin degerlendirilme siirecinde dikkat edilmesi gereken hususlar
ortaya koymaktadir. Yapilan ¢alismalar yeni RAAS’1n yararli etkilerini belirtmis ve
toropatik etkilerini 6n plana ¢ikarmistir. DKM kosullarinda ACE2/Ang (1-7)/MasR
yolaginin patolojinin anlagilmasinda ve téropatik davraniglarin {iretilmesinde etkin
oldugu gosterilmistir. Ancak su zamana kadar yapilan ¢alismalar histolojik diizeyde

inflamatif, fibrotik ve oksidatif stres iliskiSinin degerlendirildigi, biyokimyasal
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diizeyde glukoz ve lipit metabolimasinin degerlendirildigi, organ diizeyinde ise
kapsamli bir hemodinamik iligkinin incelenmedigi bir seviyede ger¢eklestirilmistir.
Bununla birlikte doku ve hiicre fonksiyonlarmin birbirleri ile olan baglantis1 birlikte
degerlendirilmemis, uyarilma-kasilma c¢ercevesinde uyarilabilir bir doku olan
kardiyak dokunun elektrofizyolojik agidan hiicre diizeyindeki degisiklikleri goz

oniinde bulundurulmamastir.

Bu noktada c¢alismamizda bu eksikligin giderilmesi amaglanmistir. Hipotezimiz
dogrultusunda DKM kosullarinda Ang (1-7)’nin etkileri elektrofizyolojik olarak
uyarilma-kasilma diizleminde incelenecektir. Ayrica doku-hiicre fonksiyon baglantisi

kurulacak ve degisim siireglerinin birbirlerini nasil etkiledigi ortaya konacaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamizda deneysel olarak olusturulan DKM {izerine Ang (1-7) molekiiliiniin
etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda calismamizda deney hayvam
olarak toplamda 120 adet erkek Wistar siganlar kullanilmistir. Deney hayvanlari
Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan
iiretilen deney hayvanlarindan temin edilmistir. Akdeniz Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (Karar No: 2017.01.04) tarafindan belirlenmis kurallara
uygun sekilde barmma ve bakimi gerceklestirilmistir. ilgili deney hayvanlarmin su

ve yem kisitlamasi olmaksizin beslenmeleri saglanmistir.

Hipotezimiz dogrultusunda 3 aylik erkek Wistar siganlar kullanilmis ve ilgili deney

hayvanlariyla 4 adet deney grubu olusturulmustur. Bunlar;

1) Kontrol Grubu (K): Sicanlar 8 hafta boyunca bakim altina alinmistir. Bu
stire¢ igerisinde enjeksiyon stresinin ortadan kaldirilmasi adina giinlik 0.2 ml %

0.9’Iuk serum fizyolojik (SF) uygulamasi gergeklestirilmistir.

2) Diyabetik Kardiyomiyopati Grubu (DKM): Sicanlara, viicut agirliklarina gore
50 mg/kg dozunda streptozotozin (STZ) tek defaya mahsus intraperitonel olarak
uygulanip diyabetik kosullarin olusmasi saglanmistir. Uygulamanin ardindan 1 hafta
sonra kan glukoz diizeyleri 6lgiilmiistiir. Olgiim sonucunda 300 mg/dL degerinin

altinda olanlar deney dis1 birakilmustir.

3) Diyabetik Kardiyomiyopati+Anjiyotensin 1-7 Grubu (DKM+Ang 1-7):
Siganlara, viicut agirliklarima gore 50 mg/kg dozunda STZ tek defaya mahsus
intraperitonel olarak uygulanip diyabetik kosullarin olugsmasi saglanmistir.
Uygulamanin ardindan 1 hafta sonra kan glukoz diizeyleri 6lgiilmiistiir. Olgiim
sonucunda 300 mg/dL degerinin altinda olanlar deney dis1 birakilmistir. Bu degerin
tizerinde kan glukoz diizeyine sahip olan deney hayvanlarimin 4 hafta boyunca
bakimlar1 gercgeklestirilmistir. Diyabetik kardiyomiyopatinin gelisimini takiben 4
hafta boyunca her giin giinlik 600 pg/kg dozda subkutan olarak Ang (1-7)

uygulamasi gergeklestirilmistir.
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4) Anjiyotensin  1-7 Grubu (Ang 1-7): Siganlarin, 5 haftalik bakimlar
gerceklestirildikten sonra, 4 hafta boyunca 600 pg/kg dozunda Ang (1-7) molekiilii

subkutan olarak uygulanmaistir.

Tim deney gruplarinda, hayvanlar deneysel takvime uygun olarak 5 aylik

olduklarinda deneysel islemlere tabi tutulmustur (Sekil3.1).

\
12.Hafta— C )
(@ ( 1
13. Hafta —— ! !
17. Hafta — 3 !
' STZ:50 mg/kg
Ang1-7:600 pg/kg
WHatal — 7 a g
K DKM DKM+Ang1-7 Angl-7

Sekil 3.1. Olusturulan deney gruplarinin sematik gosterimi.

Deneysel isleme tabi tutulan biitiin deney hayvanlarmin baslangi¢ ve son viicut
agirliklari, baslangic ve son kan glukoz diizeyleri ile kalp agirliklari, akciger
agirliklar1 ve tibia uzunluklart Slgiilmiistiir. Bu sayede deney hayvanlarinin makro

anatomik ve genel durumlaryla ilgili bilgiler elde edilmistir.
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3.2 Kan Basmnai Olgiimleri

Deney hayvanlarmin kan basmec1 6l¢iimii kuyruk arterlerinden elde edilmistir. Olgiim
izofloran inhalasyon anestezisi altinda deney hayvaninin hareket etmemesi
saglanarak gergeklestirilmistir. Ol¢iim mansonu deney hayvanmin kuyruk kokiinden
1 cm asagisina yerlestirilmistir. Manson basincinin artmasiyla arter kan akisinin
kesilmesi ve basincin azalmastyla tekrardan akisin baglamasi siirecinde, arter basinci
mangona baglhi bir 151k kaynagindan gonderilen ve toplanan 1sik siddetindeki
degisimin hesaplanmasina bagli olarak elde edilmistir. Sinyaller MP 150 veri
toplama sistemi (BIOPAC; ABD) ve MAY-BHPR 9610-PC (Commat; TR) {initesi
kullanilarak toplanmis ve bilgisayara aktarilmistir. Sinyal analizleri Acknowledge3.8
programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Sonugclar sistolik, diyastolik ve ortalama

kan basinc1 (mmHg) olarak verilmistir.

3.3. Elektrokardiyografi Olciimleri

Deney takvimine uygun olarak madde uygulamalar1 ve bakimlar1 sonlanan deney
hayvanlar1 deneysel isleme alinmadan 6nce deney hayvanlarinin EKG o6l¢iimleri
gerceklestirilmistir. Deney hayvanlart orta derece izofloran inhalasyon anestezisi
altinda hareket etmesi engellenerek elektrotlar yerlestirilmistir. EKG sinyalleri
Einthoven {li¢geni prensibi ¢ergevesinde (Sekil 3.2.) 1. derivasyondan kaydedilmistir.
Bunun i¢in deney hayvanlarinin sag on ayak deri altina negatif kutup elektrotu, sol
on ayak deri altina pozitif kutup elektrotu ve sol arka ayak deri altina da toprak
elektrotu yerlestirilmistir. EKG sinyalleri MP 150 veri toplama sistemi ve bu
sistemin pargalarindan biri olan EKG modiilii (BIOPAC; ABD) ile toplanmustir.
Toplanan sinyaller Labchart7.0 (ADinstruments; ABD) programi kullanilarak analiz
edilmistir. Sinyal analizi sonucunda kalp hizi, P-R intervali, P dalgasinin siiresi, QRS
intervali, Q-T intervali, QTc, T dalgasinin siiresi, P ve QRS dalgalarinin genlik

degerleri hesaplanmustir.
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Sekil 3.2. Elektrokardiyografi 6l¢iim yoOnteminin prensibi ve temek EKG dalgasinin sematik
gosterimi. A) Einthoven prensibi ¢ercevesinde deney hayvanlarina kayit elektrotlarinin yerlestirilme
sekli. Calismamizda kayit I. derivasyondan alinmistir. B) EKG dalgasinin bilesenlerinin gosterimi.
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3.4. Hemodinamik (Basin¢-hacim dongiisii) Parametrelerin Ol¢iimleri

Hipotezimiz ¢ergevesinde kardiyak dokunun organ diizeyindeki fonksiyonlarini
degerlendirebilmek i¢in hemodinamik Olglimler yapilmistir. Hemodinamik
degerlendirmeyi yapabilmek i¢in sol ventrikiil basing-hacim iligkisi incelenmistir. Bu
6l¢lim yontemi invaziv bir yontemdir ve cerrahi prosediire uygun olarak yapilmistir.
Mekanik ventilator hem izofloran inhalasyon anestezisi (baslangi¢ konsatrasyonu %
4, idame konsantrasayon % 2) uygulanmasim1i hem de islem sirasinda gogiis ici
basincin normal fizyolojik kosullar cergevesinde olmasini saglamistir. Bu sayede sol
ventrikiil basing-hacim iligkisinin fonksiyonu ger¢cek zamanli olarak fizyolojik
kosullar altinda oSlgiilebilmistir. Anestezi altina alinan deney hayvani boyun bolgesi
temizlenmis, deri ve kas dokusu disekte edilerek internal karotis arter cerrahi alan
igerisinde aciga cikarilmistir. Bu islemi takiben internal karotis arterine ol¢timi
yapacak kataterin girisini saglayabilecek ufak bir kesi atilmistir. Katater bu kesinin
actig1 bosluktan internal karotis artere gonderilmistir. Katater ilerletilerek 6nce
karotis artere, oradan genel karotis artere, sonrasinda aortik arki gecerek aortun sol
ventrikiilden ¢ikis yaptigi aort kapakgiklarina kadar iletilmistir. Sol ventrikiil
igerisine giris yapabilmek i¢in bu noktada katatere rotasyon hareketleri yaptirilmis ve

aort kapakeiklarina zarar vermeden sol ventrikiil igerisine giris yapilmistir. Bu
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stirecin hasarsiz ve dogru yapilabilmesi i¢in kullanilan programdaki basing, hacim,
faz ve biiyiiklik degerlerinin degisimleri dikkatli bir sekilde incelenerek hareket
edilmistir. Bu islemler sorunsuz bir sekilde gegildikten sonra dl¢iimiin yapilabilmesi
ve kayitlarin giirtiltii derecesinin en aza indirilebilmesi i¢in kataterin u¢ kismi kalbin
apeks kismia degmeden hemen o bolgenin iizerinde bir yere sabitlenmis ve diger
cevireglerin sol ventrikiil duvarlarina degmemesi saglanacak sekilde pozisyon
aldinlmistir.  Bu 6Slgiimler i¢in ADV500 (Transonic; ABD) basing-hacim 6lgiim
sistemi ve deney hayvani olarak sigcan modellerine uygun 1.9F’lik 4 hacim ve 1
basing c¢eviregine sahip katater (Transonic; ABD) kullanilmistir (Sekil 3.3). Kayaitlar
Acknowledge 3.8 programi araciligiyla kaydedilmis ve Labchart7.0 programi
kullanilarak analiz edilmistir. Analizler sonucunda atim isi (SW), kalp debisi (CO),
atim hacmi (SV), maksimum hacim (Vmax), minimum hacim (Vmin), sistol sonu
hacmi (ESV), diyastol sonu hacmi (EDV), maksimum basing (Pmax), minimum
basing (Pmin), sistol sonu basing (ESP), diyastol sonu basing (EDP), ejeksiyon
fraksiyonu (EF), kardiyak verim (CE), arteriyal elestans (Ea), basing-hacim alani
(PVA), potansiyel enerji (PE), tau (t) ve birim zamandaki maksimum basing

degisimi (dP/dt) parametreleri degerlendirilmistir.

trangonic

\

a2y
- v’ | -
=00 HEER

Sekil 3.3. Basing-hacim 6l¢iimiiniin sematize gosterimi. A) Invazif girisimin ve kataterin yerlesiminin,
B) ADV500 ve C) 1.9F biiyiikliige sahip sicanlar i¢in kullanilan hemodinamik kataterin gosterimi.
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Sekil 3.4. Sol ventrikiil basing-hacim iliskisinin bir dongiisii sirasinda ger¢eklesen durumlar ve
hesaplanan parametrelerin gosterimi. EDPVR: Diyastol sonu basing-hacim iligkisi, ESPVR: Sistol
sonu basing-hacim iligkisi.

3.5. Kardiyomiyosit izolasyonu

Tek hiicre ventrikiil kardiyomiyositlerle elektrofizyolojik ¢aligmalarin yapilabilmesi
icin  Oncelikle deney hayvanlarmin kardiyak dokusunun izolasyonunun
gerceklestirilmesi  gerekmektedir. 30 mg/kg dozunda sodyum pentabarbiital
kullanilarak deney hayvanlar1 dis uyaranlara cevap vermeyecek diizeyde anestezi
altina alinmigtir. Akabinde deney hayvaninin gogiis bolgesi temizlenmis ve
kostalarin da ekarte edilmesiyle gogiis kafesi agilmistir. Kardiyak doku deney
hayvanindan ¢ikartilarak ters perfiizyon ilkesi gergevesinde Langendorff sistemine
baglanmistir. Ilk 6nce %5 CO2-%95 O, bilesiminden olusmus bir karisim ile
gazlanarak pH degeri 7.35’de dengelenmis, igerigi (mM): 137 NaCl; 5,4 KCI; 0,5
MqgCl,; 1,8 CaCly; 11,8 HEPES; 10 glukoz olan kalsiyum superfiizyon soliisyonuna
(Tyrode) 1-2 dk arasinda maruz birakilarak kalp igerisinde kalmis olan kan ya da
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doku pargalarinin uzaklagtirilmasi saglanmistir. Bu islemin ardindan kalpten igerigi
(mM): 137 NaCl; 5,4 KCI; 1,2 MgSOy; 1,2 KH,POy; 5,8 HEPES; 20 glukoz olan pH
degeri 7,2 olarak sabitlenen ca®t bulunmayan perfiizyon soliisyonu 3-5 dk siiresince
gecirilerek kalbin Ca®"dan uzaklastirilmasi saglanmistir. Bu islem Ca®" ile aktivitesi
artan kollojenaz enziminin aktivitesinin istenilen diizeyde olmasini saglamak i¢in
yapilmistir. Enzimatik perflizyon icin 0,5 mg/ml kollajenaz (collogenase A,
Wortington) ve 0,03 mg/ml proteaz kullanilarak olusturulan karigimin 30-40 dk
siiresince kalbin igerinden devir daim yapmasi saglanarak gergeklestirilmistir.
Fiziksel olarak uygun kivama gelen kardiyak doku Ca’* bulunmayan perfiizyon
soliisyonunun igerisine almmistir. Burada atriyumlar ve sag ventrikiil makas
yardimiyla uzaklastirilmistir. Stvi ortamin igerisinde sadece sol ventrikiiliin kalmasi
saglanmistir. Bu islemi takiben ortam igerisindeki sol ventrikiil cerrahi makas
yardimiyla kii¢iik parcalara ayristirtlmistir. Daha kiiclik pargalara ayrilmis sol
ventrikiilin soliisyon igerisinde iyice ¢Oziinmesini saglamak amaciyla pastor pipeti
kullanilarak pipetleme islemi gergeklestirilmis ve gorece homojen bir karisim elde
edilmistir. Pipetleme isleminin de sonrasinda ¢ézlinmeyen parcalar1 ayiklamak adina
soliisyonumuz filtreden gegirilerek Ca’* bulunmayan bir ortam igerisine alinmustir.
Ca?* bulunmayan soliisyonla tekrardan bir yikama daha yapilmasmi ardindan final
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde Ca®* konsantrasyonu kademeli olarak
arttirtlmistir. Sonug olarak tek hiicre kardiyomiyositleri elde edilmis ve fizyolojik
kosullar cergevesinde fonksiyonlarini gergeklestirebilecekleri bir ortam igerisinde

bulunmalari saglanmigtir.

3.6 Aksiyon Potansiyeli Olciimleri

Tyrode soliisyonu igersinde bulunan tek hiicre kadiyomiyosit, i¢erigi (mM): 120 K-
aspartat; 10 NaCl; 20 KCl1; 10 HEPES; 5 MgATP ve pH 7,2 olan pipet soliisyonun
bulundugu 2-3 MQ biiyiikliigiinde dirence sahip elektrot ile ‘’Gigaseal’’ durumuna
getirilmistir. Pipet ile hiicre zar1 arasinda kaynagma saglandiktan sonra negatif ve
pozitif basing degisimleri uygulanarak hiicre zar1 kirilmis ve pipet ile hiicre icinin
elektriksel iletkenligi saglanmistir. Bu islemlerin ardindan patch-clamp amfisinin
akim kenetleme moduna gecilerek hiicrenin belirledigimiz yani dinlenim zar
potansiyelinde sabitlenmesi gerceklestirilmistir. Kenetlenen kardiyomiyosite voltaja
bagimli Na® kanallarmin acilip Hodgkin gevirimine girmesini saglayarak AP’nin

ateslenmesine onciililk edecek olan esik degerin gecilmesi ig¢in 4 ms siireli 10 nA
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kare akim uygulanmistir. Sinyaller 20 kHz 6rneklem frekansindadir ve 5 kHz low-
pass filtreden gecirilmistir. AP olusturabilen hiicrelerden 1 Hz frekansinda AP
sinyalleri Pclamp (Axon, ABD) programi araciligiyla kaydedilmistir. Alinan
kayitlardan Clampfit programi kullanilarak AP’nin dinlenim zar potansiyeli, genligi,

tepe noktas1 degeri, tepeye ¢ikis siiresi ve repolarizasyon siiresi analiz edilmistir.

3.7 Voltaja Bagimh Potasyum Kanal Akim Olgiimleri

Tyrode soliisyonu igerisinde bulunan tek hiicre kardiyomiyositler i¢erigi (mM): 120
KCI; 6,8 MgCI2; 5 Na2ATP; 5 fosfokreatin; 0,4 Na2GTP; 10 EGTA; 4,7 CaCl2; 20
HEPES ve pH 7,2 olan pipet soliisyonunun 2-2,5 MQ biiyikligiindeki elektrotlar ile
“Gigaseal”” durumu olusturulmustur. Ayrica, Ca*" akimlarini bloke etmek amaciyla
kapiller boru ile perfiiyon solusyonuna 0,25 mM CdCl, eklenmistir. Pipet ile hiicre
zar1 arasindaki kaynasma saglandiktan sonra, negatif ve pozitif basing degisimleri ya
da 0,5-1 V’luk pulslar uygulanarak hiicre zar1 kirilmis ve pipet ile hiicre zarinin tek
bir elektriksel devre olarak davranmasi saglanmistir. Bu birliktelik olustuktan sonra
girig direncinin 5 MQ altinda olmasi saglanarak olciilen akimin en dogru diizeyde
algilanmas1 saglanmistir. Elektriksel degisimleri uyguladigimiz ve kontrol ettigimiz
patch-clamp amfisi voltaj kenetleme modunda kullanilmistir. Tek hiicre
kardiyomiyositleri bu sayede tiim-hiicre konfiglirasyonunda akim Ol¢timleri i¢in

hazir hale getirilmistir.

Gigaseal olusumu ve kenetleme saglandiktan sonra zar potansiyeli —80 mV
diizeyinde tutulan hiicrelere 600 ms’lik pulslar 7 s’lik araliklarla ve 10 mV’luk
basamaklar seklinde —120 mV’tan +70 mV’a kadar 14 defa uygulanmistir. Patch-
clamp amplifikatoriiniin voltaj kenetleme modunda 5 kHz’lik algak ge¢iren filtreden
gecirilen potasyum akimlari, 10 kHz’lik 6rnekleme hizinda bilgisayar yazilimi ile
kaydedilmistir. Akimlarin tepe degerinden 600 ms’lik pulsun son bdliimiindeki akim
degerleri (Iss) c¢ikarilarak gegici disa dogru potasyum akimlari (Iy,) hesaplanmistir. —
120 mV’tan —50 mV kadar olan akimlarin ortalama degerleri dlgiilerek (Iki) elde
edilmigstir. Her potansiyel i¢in elde edilen akim degerleri hiicreler arasi biiyiikliik
degisiminden kaynaklanabilecek sapmalari Onlemek amaciyla Ol¢iim yapilan
hiicrenin sigasina bdliinerek degerlendirilmis ve tiim akim degerleri akim

yogunlugunun voltaja gore degisimi (pA/pF) olarak verilmistir.
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Kanallarin inaktivasyon kinetigini incelemek i¢in —80 mV’a kenetlenen hiicre zar1 50
ms boyunca —50 mV’ta tutulduktan sonra, —70 ile +60 mV’lar arasinda 10 mV’luk
adimlarla prepuls uygulanmis ve her adimi takiben tekrar —-80 mV seviyesinde 3 ms
beklemis, +70 mV’luk ve 500 ms siireli ikinci bir puls uygulanmistir. Ardindan

ortalama degerler hesaplanarak Boltzmann denklemine uydurulmustur.
(/max= [1+exp(Vin—V12)/K] ™)

Akimlarin reaktivasyonlar1 da iki asamali bir protokole gore kaydedilmistir: -80
mV’taki zar potansiyeli 400 ms siireyle +70 mV’a kenetlenip tekrar baslangic
potansiyeline doniildiikten sonra 20 ms bekleyip aym sekildeki ikinci puls
uygulanmistir. At =5 ms olmak {izere ayni protokol 300 ms’ye kadar uygulanmis ve
her adimda o6l¢iilen akimin tepe degeri maksimum akim degerine oranlandiktan sonra

zamana gore % reaktivasyon hesaplanmis ve iissel fonksiyona uydurulmustur.
(Mmax= [1-exp(-t/7)])

Kanallarin kinetik analizleri de yapilarak {ssel fonksiyondan reaktivasyon

parametreleri elde edilerek gruplar arasindaki farklar incelenmistir.

3.8 Voltaja Bagimh Kalsiyum Kanal Akimlar1 ve Es Zamanh Hiicre I¢i Gegici
Kalsiyum Degisimi (Transient) Olciimleri

Tyrode soliisyonu igerisinde bulunan tek hiicre kardiyomiyositler icerigi (mM): 110
Cs-aspartat; 20 CsCl; 1,0 MgCl,; 5 fosfokreatin; 5 Na,ATP; 0,05 Fura-penta
potasyum ve 5 HEPES pH 7,4 olan pipet soliisyonunun 2-2,5 MQ biiyiikliigiindeki
elektrotlar ile “’Gigaseal’”” durumunun saglanmasini takiben tlim-hiicre
konfigurasyonu olusturulmustur. Kayit icin 6nce hiicreler —80 mV diizeyinde
kenetlenmis ve egimli bir voltaj uygulamasi ile zar potansiyeli —45 mV’a
kenetlenmistir. Bu seviyede bir siire beklenerek voltaja baghh Na® kanallar1 inaktif
hale getirilmistir. Sonra —60 mV’tan 10 mV’luk artiglarla +80 mV’a 300 ms’lik
depolarize edici pulslar uygulanarak 14 farkli voltaj seviyesinde kayitlar alinmis ve
bilgisayara kaydedilerek analiz edilmistir. Tepe degerleri Ol¢iiliip 200 ms’nin
sonundaki kuyruk akimlarindan ¢ikarilarak Ic,. elde edilmistir. Hiicre
biiyiikliigiinden dolay1 kaynaklanabilecek sorunlar1 engellemek i¢in elde edilen akim
degerleri kapasitansa boliinerek akim yogunlugu (pA/pF) olarak verilmistir. Bununla

birlikte yukarida bahsedilen protokol uygulanirken I, ile es zamanh olarak her bir
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potansiyel diizeyi igin akima karsilik olusan Ca®* transientleri Fura-2’nin 340 ve 380
nm’de eksite edilerek 510 nm’ye merkezlenmis floresan oranlarin Slgiilmesi ile
kaydedilmistir. Kaydedilen transient sinyalleri Ionwizard 6.0 programiyla analiz
edilmistir.  Analiz sonucunda transientin  genlik parametresi  (AF340/380)

degerlendirilmistir.

3.9 Bazal ve Gegici Hiicre I¢i Kalsiyum Degisimi (Transient) Ol¢iimleri

Izole edilen kardiyomiyositler fura-2 AM (4 pM) ile oda sicakliginda 45-50 dakika
inkiibe edildikten sonra, 340 ve 380 nm’de eksite edilerek 510 nm’ye merkezlenmis
floresan oranlarin Slgiilmesi ile [Ca®']; hesaplanmustir. Hiicre i¢i serbest Ca?* él¢iim
deneylerinde kullanilan banyo ¢6zeltisinin igerigi su sekildedir (mM): 130 NacCl; 4,8
KCI; 1,2 MgSQy; 1,5 CaCly; 1,2 KH,POg4; 10 HEPES ve 10 glucose (pH= 7,4). iki
ucuna elektrot yerlestirilmis kiivet icine alinan hiicrelerden uyarilabilir olam
secilerek bir pencere igine alinmistir. Once pencere banyonun hiicre bulunmayan bir
bolgesine odaklanarak belli bir siire kayit alinip hiicre i¢i sinyalden g¢ikarilmistir.
Boylece banyo ortaminin floresansindan kaynaklanabilecek giiriiltiiniin ortadan
kaldirilmas1 saglanmistir. Bu siirecin sonrasinda kardiyomiyosit pencere igerisine
alinmis ve 20 s’lik bazal Ca?* sinyali kaydedilmistir, sonra hiicreler 5-10 V’luk
pulslar ile 1 Hz frekansinda uyarilarak 200 s siireyle gecici hiicre i¢i Ca* degisimleri
(Ca?* transient) kaydedilmistir. Gozlenecek Ca®* degisimine ait sinyallerin Sl¢iimii
lonoptix marka (lonOptix, Milton, ABD) mikrospektroflorimetre ile yapilarak
bilgisayar programi yardimiyla bilgisayara kaydedilip degerlendirilmistir.
Transientlerin  kinetik analizi hesaplama programi ile hazirlanan bir analiz
algoritmasi ile gama dagilim fonksiyonuna uydurularak gerceklestirilmistir. Her
hiicre 200 s stiresince kaydedilen transientlerin parametrelerinin ortalamasindan elde
edilen deger ile temsil edilmistir. Analizler sonucunda bazal [Ca®*]i, dokiilen
Ca2+(AF340/380), tepeye cikis siiresi (TP) ve maksimum degerin bazal duruma doniis

egrisinin t degeri karsilagtirilmistir.

3.10 Sodyum-Kalsiyum Degistokuscu Akini ve Kafein Indiiklii Kalsiyum
Degisimi (Transient) Olciimleri

Tek hiicre kardiyomiyositleri i¢erigi (mM): 110 Cs-aspartat; 20 CsCl; 1,0 MgCl,; 5
fosfokreatin; 5 Na,ATP; 0,05 Fura-penta potasyum ve 5 HEPES pH 7,4 olan pipet
sollisyonunun 2-2,5 MQ biiyiikliigiindeki elektrotlar ile “’Gigaseal’” durumuna
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getirilmistir. Pipet ile hiicre zarin arasindaki kaynasma saglandiktan sonra, negatif ve
pozitif basing degisimleri ya da 0,5-1 V’luk pulslar uygulanarak hiicre zar1 kirilmis
ve pipet ile hiicre zarinin tek bir elektriksel devre olarak davranmasi saglanmaistir. -70
mV’a kenetlenen hiicreler, 0 mV’a 10 kere kenetlenerek SR’m Ca?* ile tam dolumu
gerceklestirilmistir. Bu iglemin ardindan kapiller borular aracilifiyla 10 pM’lik
kafein bulunan Ca** bulunan dis soliisyonu 10 saniye boyunca kardiyomiyositlerin
lizerine uygulanmistir. Bu islemin sonucunda kafein tarafindan olusturulan Ca®
transientleri (SR igerigi) ve NCX’in ige dogru hiicre zar1 akimi (Incx) es zamanl
olarak kaydedilmistir. Elde edilen akim sinyalleri Clampfit programinda analiz
edilerek ve hiicre biiyiikligi degiskeninin ortadan kaldirilmasi i¢in kapasitansa
boliinerek Incx (PA/PF), Incx (PA*mS/pF) ve Incxt parametreleri degerlendirilmistir.
Es zamanh olarak kaydedilen kafein transientleri de Ionwizard programinda analiz
edilmis ve transient genligi (AF340/380) ve transient T degerlendirilmistir. Transientin t
degeri 0 mV°daki Ca*" degisiminden elde edilen T degerinden ¢ikartilarak SERCA2a

aktivitesi hesaplanmistir.

3.11 Kontraktil Parametre Ol¢iimleri

Izole edilen hiicreler iginden tyrode soliisyonu gegen ve iki ucunda elektrot
yerlestirilmis kiivet i¢cine alinmistir. Bu hiicrelerden uyarilabilir olanlar segilerek, 1
Hz frekansli 5 V ve 4 ms’lik alan uyarilar1 uygulanmistir. Uygulama sonucunda
meydana gelen degisimler inverted mikroskoba monteli hizli bir kamera yardimiyla
(lonOptix; ABD) kaydedilmistir. Elde edilen sinyaller lonwizard programinda analiz
edilmis ve dinlenim sarkomer boyu (um), % kasilma oran1 (L/Lg), kontraksiyon

stiresi %90 ve relaksasyon siiresi %90 parametreleri degerlendirilmistir.

3.12 Protein Tayini

Deney hayvanlarindan toplanan ve -20°C’de saklanan kardiyak dokular once
agirliklar tartilarak deney gruplarina gore ortalama kalp agirliklar1 belirlenmistir.
Sonra icerigi (mM): 20 TRiS-HCL pH 7,4; 150 NaCl; 2 KCI; 2 EDTA; 0,5 DTT; 100
Protez inhibitorii; 1 NagVO,; 20 NaF; 1 EGTA; %2 NP-40 Tergitol; 0,4 PMSF; %1
C24H39NaO4 olan homojenizasyon tamponu igerisinde +4 °C’de homojenizasyon
islemine tabi tutulmustur. Homojenizasyon sonrasinda 10.000 G’de 30 dk santrifiij
edilmis ve siipernatantlar1 toplanmistir. Santrifiij islemi sonrasi1 drnekler icerisindeki

protein miktariin Olglimiine  gegilmistir. Protein tayini Bradford yontemi
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kullanilarak  gergeklestirilmistir. Bu  siirecin  basinda standart egrimizin
hesaplanabilmesi ic¢in 0, 2, 4, 8, 12, 16 ve 20 pg/mL konsantrasyonunda olacak
sekilde okumalar yapilmistir. Bu islemi takiben her deney grubumuz i¢in olusturulan
homojenizasyon tamponu ve dokudan olusan karisimlarimiz ¢alisilmis ve standart
egrisi kullanilarak Orneklerin protein seviyeleri tespit edilmistir. Tespit sonucunda

birim hacim (mL) igerisinde bulunan protein miktarimiz (ug) belirlenmistir.

3.13 Western-Blot Ol¢iimleri

Icerisinde 40 ng protein olacak sekilde hazirlanan homojenatlarimiz %8-12’lik SDS-
PAGE jel igerisine yiiklenerek 150 V’da 2,5 saat siiresince yuriitiilmiistiir. Yiiriime
islemi biten jel transfer kasetlerinin igerisine alinarak 20 dk boyunca 1,5 A, 25 V’ta
membrana transfer olmasi saglanmistir. Transfer iglemi biten membranlarimizi
TTBS’de yikadiktan sonra 1 saat siiresince siit tozu ile bloklama iglemine tabi
tutulmustur. Bloklama islemini takiben ilgili primer antikorlar eklenmis ve
membranin 2-3 saat boyunca hafif hizda g¢alkalanmasi saglanarak beklenmistir.
Membran TTBS (Tween tris-buffered saline; 20mM Tris, 150mM NaCl ve % 0,1°lik
Tween20) ile 3 kez yikanmis ve sonrasinda 1 saatte sekonder antikor ile hafif hizda
calkalanmas1 saglanarak beklenmistir. Sekonder antikorlama islemi sonrasinda 15
dk’lik bir TTBS yikamasi daha gergeklestirilmistir. Yikama islemi bittikten sonra
karanlik oda da ECL (BIO RAD, ABD) kullanilarak filme aktarim yapilmistir.
Calismamiz dahilinde RYR, SERCA, PLB, LVCC, Kv4.2, NCX, AGTIR, MASR,
ACE, ACE2, PKA, CaMKII, PKC ve PLC protein seviyeleri olgiilmiistiir. Ayrica
PRYR, pPLB, pPKA, pCaMKII protein seviyeleri de calisilmistir. Filme alinan
goriintiiler ImageJ (NIH, ABD) programinda analiz edilmistir.

3.14 Enzim Aktivitesi Olciimleri

Protein tayini ve standart egrisi olusturulduktan sonra igerisinde en fazla 2 ug protein
bulunan 10 pl’lik soliisyonlar ve seyreltilmis ACE soliisyonu 10 pl hacminde
kuyucuklara yiiklenmistir. Ayrica arka plan kontrolii i¢in liziz tamponu ve pozitif
kontrol i¢in de 5 pl pozitif kontrol ve 95 ul ACE 1 diliisyon tamponundan
olusturulmus karisim da ayr birer kuyucuga yiiklenmistir. Son olarak 47 pl dl¢iim
tamponu ve 3 pl ACE substratindan olusan ACE substrat karisimi da biitiin
kuyucuklara yiiklenmistir. Yiikleme islemleri bittikten sonra 37°C’de 2 saat siireyle
her 10 dk’da bir eksitasyon 330 emisyon 340 nm dalga boyunda kinetik okumalar
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yapilmistir. Elde edilen dogrusal grafik iizerinden iki adet zaman noktasi se¢ilmis ve
bu zaman noktalarma karsilik gelen floresans degerleri belirlenmistir. Bunlardan

egim hesabi yapilmistir. ACE aktivitesi hesaplamak adina elde edilen degerler
AACE1: B*D/(AT*P)

bagintisi kullanilarak ACE 1 aktivitesi (BIOVISION; ABD) hesaplanmistir. ACE 2

aktivitesi 6l¢limii i¢inde ayn1 prosediir ve hesaplama sekli kullanilmistir.

3.15 Kullanilan Kimyasallar

Calismamizda deney gruplarini olusturuken diyabetik kosullar1 olusturmak icin
Streptozotocin (STZ) (sigma S0130), anjiyotensin uygulamasi i¢in Ang (1-7) asetat
tuzu (sigma A9202) kullanilmistir. Elektrofizyolojik c¢alismalarda kullanilacak
kardiyak dokularin deney hayvanlarindan ¢ikartilma islemleri oncesinde anestezi
altina alinmalarinda sodyum penta-barbiital, basin¢-hacim dl¢limlerinde cerrahi islem
Oncesi anestezi igleminde izofloran inhalasyon anestezigi kullanilmigtir. Kardiyak
dokudan tek hiicre kardiyomiyosit elde etmek i¢in kollejenaz (Worthington
kollejenaz tip 2) ve proteaz (sigma P5147) kullanmilmistir. Tiim elektrofizyolojik
calismalar sirasinda izolasyon soliisyonlarinda, banyo ortami icin hazirlanan
soliisyonlarinda, ilgili akimlarin Ol¢iimi i¢in kullanilan pipet soliisyonlarinda,
western-blot 6l¢lim soliisyonlarinda ve florometrik enzim aktivite 6l¢iim kitlerinde
kullanilacak soliisyonlarda; NaCl (Sigma; S7653), HEPES (applichem; A1069),
Na,HPO, (AppliChem; A2943), Na,ATP (Sigma; A26209), Na,GTP (Sigma;
G8877), KCI (Merck; K43406136), K-aspartat (Sigma; 11230), KH,PO, (Sigma;
P9791), K;HPO, (Merck; A952704), KOH (Sigma; P1767), glukoz (Fluka; 49159),
MgSQ, (Sigma; M7506), MgCl, (Sigma; M8266), MgATP (Sigma; A9187), CaCl,
(Merck; K44296278), CdCl, (Fluka; 20899), EGTA (Applichem; A0878), DTA
(Applichem; A5097), CsCl (Sigma; C4036), CsOH (Fluka; 21000), L-aspartik asit
(Sigma; A9256), tetraetilamonyum (Sigma; T2265), fura penta-potasyum tuzu
(Invitrogen (thermofisher); F1200), NaHCO3 (Sigma; S6297), Na3VO,4 (Sigma;
450243), NaOH (Merck; B0265262), TRIiS-HCI (Sigma; T5941), TRiS-base (Sigma;
T1503), DTT (Sigma; D9779), protez inhibitorii (Roche), NaF (Sigma; S7920), NP-
40 tergitol (Sigma; NP40s), PMSF (Sigma; P7626), Na-deoksikolat (Sigma; D6750),
akrilamid (Sigma; A8887), bisakrilamid (Sigma; 146072 ), amonyum persiilfat
(Sigma; A3678), TEMED (Sigma; T9281), biitanol (Merck; K28839388), glisin
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(Sigma; G8898), SDS (Sigma; L3771), metanol (Merck; 1557009), luminol (santa
cruz; sc2048), lizis buffer (Sigma; 38733 ), Tween (Sigma; P9416), TritonX (Sigma
T8787), TTBS (Sigma; T5912) ve BCA (Sigma; A2153) kullanilmistir. Hiicrelerin
kafein cevabini olusturmak igin kafein (Sigma; C0750) kullanilmistir. Western-blot
Ol¢timlerinde antikor olarak RYR (Thermofisher; MA3-916), pRYR (Proteintech;
19765), SERCA (Santa cruz; sc-73022), PLB (Thermofisher; MA3-922), pPLB (Cell
signaling; 8496), NCX (Santa cruz; sc-30304), Kv4.2 (Proteintech; 21298), LVCC
(Proteintech; 21774), PKA (Cell signaling; D38C6), pPKA (Cell signaling; 4781),
CaMKII (Santa cruz; sc-5306), pCaMKII (Santa cruz; sc-32289), PKC (proteintech;
21991), PLC (Proteintech; 66668), ACE (Proteintech; 24743), ACE2 (Proteintech;
21115), AT1R (Proteintech; 25343), MasR (Proteintech; 20080), ACE florometrik
enzim aktivite dl¢iim kiti (Biovision; K227), ACE2 florometrik enzim aktivite 6l¢iim
kiti (Biovision; K897), B-Tiibilin (Proteintech; 66240), GAPDH (Thermofisher;
15738), anti-mouse (Santa cruz; sc-2031), anti-rabbit (Santa cruz; sc-2004) ve BCA
Olctim kiti (Thermofisher; 23225) kullanilmistir.

3.16 istatistiksel Analiz

Tiim deney sonuglar1 ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. Tiim parametreler
icin normallik testi yapilmig ve bu dagilima uyanlara parametrik One-Way ANOVA
ve TUKEY post-hoc testi uygulanmistir. Uymayan verilere nonparametrik Kruskal
Wallis ve Mann-Whitney U post-hoc testi uygulanmistir. Caligmamizdaki biitiin

istatistiksel degerlendirmelerin anlamlilig1 p<0,05 olarak segilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Deney Hayvanlarinin Genel Durumu

Calismamizda olusturdugumuz hipotezin test edilebilmesi i¢in ilk adimimiz
uygulanan STZ sonucunda kan glukoz diizeylerini yiikselterek deneysel diyabet
kosullarin1 olusturmakti. Bu olgunun test edilmesi i¢in deney hayvanlarinin STZ
uygulamasi oncesinde ve sonrasinda kan glukoz degerleri 6l¢iildii. Bununla birlikte
uygulama ve bakim islemlerinin sonunda deneysel islemlere alinacak olan deney
hayvanlarinin makro anatomik verileri de (kalp agirligi, viicut agirligi, akciger
agirligi, tibia uzunlugu) degerlendirildi. Degerlendirmeye alinan verilerin tamami
Tablo 4.1.’de detayli olarak verilmistir.

Tablo 4.1. Deney hayvanlarinin elde edilen kan glukoz ve makro anatomik verileri. *p<0,05 vs K
grubu.

K DKM DKM+Ang 1-7 Ang 1-7
(n=24) (n=23) (n=19) (n=25)
Paviicut 295,6 + 7,07 30,7 + 6,42 316,8 + 11,54 307,8 + 6,72
Agll’llgl"k (g)
_ Vileut 32844666  2493£876*  271,7£1081%  3474£6.72
Agirhigig, (9)
Kan Glukoz
Diizeyii 103,1 £ 3,41 113,5+ 3,40 118,4 + 4,26 108,7+ 4,85
(mg/dL)
Kan Glukoz
Diizeyison 131,0£5,17  5241£22,1%  4914+318* 130,5+6,3
(mg/dL)
Kalp (I;)gll‘llgl 121+0,03 1,09 + 0,04* 1,07 £ 0,06* 1,28 £ 0,05
Akciger
Akeig 1,67+ 0,09 1,59+ 0,03 1,52+0,1 1,90 +0,03
Agirhg (g)
Tibia (Iirznl;nlugu 3,83 +0,03 3,76 + 0,02 3,74 + 0,07 3,90 £ 0,02
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STZ uygulamasi sonucunda diyabetik kosullarin olusmasini planladigimiz her iki
deney grubundaki deney hayvanlarinin kan glukoz diizeylerinde artig gézlenmistir.
DKM ve DKM+Ang 1-7 gruplar1 son kan glukoz diizeyleri K grubu verilerine gore
yaklasik 4 kat artis gostermistir (Tablo 1). DKM+Ang 1-7 grubunda kan glukoz
diizeyi DKM grubuna kiyasla gorece olarak bir azalis igerinde olsa da, istatistiki
olarak bir anlamlilig1 yoktur. Dolayisiyla Ang (1-7) uygulamasinin kan glukoz ya da
diyabetik kosullarin iyilestirilmesine dair bir etkisinin olmadig1 sdylenebilmektedir.
Diyabetik kosullarin morfometrik olarak degerlendirilmesi i¢in Olgiilen diger
parametreler ise viicut agirligi ve kalp agirligi olmustur. STZ uygulamasi sonrasinda
viicut agirliklar1 degerlendirildiginde DKM ve DKM+Angl-7 gruplarinda diisiis
gbzlenmistir. Ayni tipte bir azalis kalp agirliklart icin de gegerlidir. Bu iki veri
incelendiginde diyabetik kosullarin kas kaybina neden oldugu ve Ang (1-7)
uygulamasinin bu durumda bir degisime neden olmadig1 sdylenebilmektedir. Akciger
agirliklart agisindan deney gruplar arasinda her hangi bir farkliliga rastlanmamasi
deneysel diyabetik kosullarin akciger de 6dem durumunu olusturmadig: diisiincesine

yonlendirmistir.

4.2 Diyabetik Kosullarin Sistemik ve Kalp Diizeyindeki Etkileri

4.2.1 Diyabetin Kan Basinci Uzerine Etkisi

Diyabet multi organ yetmezligine neden olan bir patolojidir. Bu nedenden dolay1
sistemik bir etkiye sahiptir. Bu etkisini damar diiz kaslar1 iizerine de
gosterebilmesinden dolay1 kan basincimi da etkileyebilmektedir. Sistolik kan basinci
acisindan DKM’de (146,4 + 6,6 mmHg) K’ya (130,7 £ 8,2 mmHg) gore kan
basincinda artis gézlenirken DKM+Ang 1-7°de (134,6 + 2,1 mmHg) boyle bir artis
gbézlenmemistir. Bunun yaninda diyabetik kosullar dahilinde gerceklesen bu artisi
istatistiki olarak anlamli bir azalisa yonlendirdigi bulgusuna ulasilmistir (Sekil
4.1.A). Diyastolik kan basinci acisindan deney gruplari arasinda istatistiki olarak
anlamli her hangi bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.1.B). Ortalama kan basinci
parametreleri incelendiginde de sistolik kan basinci i¢in gozlemledigimiz degisimin
aynm sekilde gerceklestigi bulgusuna ulagilmistir (K: 110,6 = 11,7 mmHg; DKM:
121,8 £ 5,2 mmHg; DKM+Ang 1-7: 108,3 £ 6,4 mmHg; Ang 1-7: 102,4 + 7,6
mmHg) (Sekil 4.1.C). Diyabetik kosullar altinda artan kan basincinin azalmasini
saglayan Ang (1-7) uygulamasinin, fizyolojik kosullar altinda her hangi bir etkisinin

olmadig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.1. Deney hayvanlarinin kuyruk kan basinct 6lgtim verileri. Diyabet sistolik ve ortalama kan
basincinda artisa neden olmaktadir. Ang (1-7) uygulamasi bu artisi engellemektedir. A) Sistolik kan
basinct 6l¢iim verileri, B) Diyastolik kan basinci dl¢giim verileri ve C) Ortalama kan basinci 6l¢iim
verileri. *p<0,05 vs K grubu, #p<0,05 vs DKM grubu.

4.2.2 Diyabetin Kardiyak Elektriksel Aktivite Uzerine Etkisi

Kardiyak patolojilerde, patolojinin nedeni ya da sonucu olsun kardiyak elektriksel
aktivitedeki degisiklikler sik karsilagilan bir durumdur. Kardiyomiyopati de bu
patolojilerden bir tanesidir. Diyabetik kosullarin ikincil olarak kardiyak dokuda
miyopati olusturdugu bilinmektedir. Bu durumun degerlendirilebilmesi i¢in
kullanilabilecek yontemlerden bir tanesi de EKG’dir. Deneysel takvime uygun olarak
bakim ve madde uygulamasi biten deney hayvanlar1 deneysel islemlere alinmadan
once EKG ol¢timleri yapilmistir. Deney gruplarinin EKG parametreleri Tablo 4.2.°de

ve ornek kayitlar Sekil 4.2.A’da sunulmustur.
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Tablo 4.2. Deney hayvanlarindan 6lgiilen elektrokardiyografi parametreleri. *p<0,005 vs K grubu.

K DKM DKM+Ang 1-7 Ang 1-7
(n=24) (n=23) (n=19) (n=25)
Lol e oo 332743458 256,5425,60* 246,7+40 37 346.,5+47.43
(Atimsayisi/dk) > ’ ’ ’ > ’ ’ >
P-R Intervali 5348 5143 5447 56+3
(ms)
P Siiresi m(s) 17£2 19+£2 18+2 17£2
QRS Intervali 2243 2343 2245 2142
(ms)
A 91411 12340% 11247 75410
(ms)
QTc (ms) 160445 219425% 201411 148445
T Siiresi (Ms) 56421 101429* 910,020 53428
P Genligi (V) 03234026 0.70140,15% 0.6420,109* 0,512+0,109
QRS(S)e“"g‘ 3.46+1.78 6,7341,58* 5.96+1,07* 4424104

Diyabetik kosullarin olusturuldugu her iki deney grubunda da kalp hizi kontrol
grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir sekilde azalmaktadir (Sekil 4.2.B).
Atriyum depolarizasyon ile ilgili bilgi sunan P-R intervali ve P siiresi agisindan
deney gruplar1 arasinda bir farklilik gozlenmezken, P dalgasinin genligi diyabetik
kosullar altinda kontrole nazaran artig gdstermektedir. Ventrikiil depolarizasyonunun
blyiikliginii gosteren QRS genliginde DKM ve DKM+Ang 1-7 gruplarinda K’ya
gore artis gdzlenmektedir. Ventrikiiler repolarizasyon dalgasiyla ilgili siire bazli en
onemli bilgiyi sunan Q-T intervali agisindan durum degerlendirildiginde K’ya gore
DKM’de uzama gozlenmektedir. Ancak bu uzama DKM+Ang 1-7 grubunda
gozlenmemektedir. Dolayisiyla diyabet durumunda uzayan ventrikiil repolarizasyon

stiresi, Ang (1-7) uygulamasi ile engellenmistir (Sekil 4.2.C).
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Sekil 4.2. Deney hayvanlarindan elde edilen EKG parametreleri. Diyabet kalp hizin1 azaltmaktadir.
DKM ventrikiil repolarizasyonu uzatmaktadir. A) Deney gruplarindan elde edilen 6rnek EKG
kayitlari. B) Deney gruplarinin ortalama kalp atim hizi parametresi, C) Deney gruplarinin QT verileri.
*p<0,05 vs K grubu

4.2.3. Diyabetik Kardiyomiyopatide Bozulan Sol Ventrikiil Basing-Hacim
Dengesine Anjiyotensin (1-7) Uygulamasimin Etkileri

Sol ventrikiil basing-hacim iligkisi kalbin fonksiyonu ve sistemin hemodinamik
dengesi hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglayan bir yontemdir. Deney gruplarinin
hemodinamik parametreleri Tablo 4.3.°de ve Ornek kayitlarinin gosterimi Sekil

4.3.A’da verilmistir.

Kalbin organ bazinda fonksiyonunu degerlendirmemizi saglayan atim isi, kalp debisi
ve atim hacmi parametrelerinde K’ya gére DKM’de azalis gozlenirken, DKM+Ang
1-7 grubunda bu azalisin engellendigi bulgusuna ulasilmistir. Fizyolojik kosullar
altinda Ang (1-7)’nin bir etkisi gézlenmemistir (Sekil 4.3.B, C, D ve Tablo 4.3.). Sol
ventrikiil icerisindeki kanmn aortaya ne kadarmin gonderilebildigine dair
degerlendirmeyi ejeksiyon fraksiyonu (EF) parametresi ile degerlendirebilmekteyiz.
DKM’de K’ya gore %EF azalirken, DKM+Ang 1-7°de bu azalis yavaslatilmis ve K
ile istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin olmadi gozlenmistir (Sekil 4.4.A).
Yukarida bahsedilen bu dort parametrenin 15181 altinda diyabetik kardiyomiyopati
gelistikten sonra miyokardin fonksiyonunu kaybettigi, Ang (1-7) uygulamasi
sonucunda azalan fonksiyonun geri kazanilabildigi bulgusuna ulasilmistir. Bu

bilgilere ilaveten diyastol sonu hacim DKM’de K’ya nazaran azalarak basing-hacim
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egrisini daha sol tarafa yonlendirmektedir. Ang (1-7) uygulamasi bu durumu

engellemis hatta K’nin da sag tarafindaki bir konuma yerlestirmistir (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Deney gruplarmin hemodinamik verileri. *p<0,05 vs K grubu, #p<0,05 DKM grubu

K DKM DKM+Ang 1-7 Ang 1-7

Kalp Debisi
(nL/dk)

Maksimum
Hacim (uL)

Sistol Sonu
Hacmi (uL)

Maksimum

Basin¢ (mmHg)

Sistol Sonu
Basinci
(mmHg)

(n=10)

66010+2953

257,6+15,61

41,37+12,13

84,19+2.,83

68,14+4,50

(n=10)

38750+6350*

209,2426,31

70,27+8,16

82,14+10,39

70,27+8,94

(n=10)

62890+4183#

317,74£25,49%

95,33+11,50*

91,61+4,51

83,7+4,37

(n=10)

66700+£2235

274,0+5,86

59,02+6,32

92,99+8,70

84,08+9,42
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K DKM DKM+Ang 1-7 Ang 1-7
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Sl ) 88,4143,16 69,58+4,63* 79,5342,49 84,06+2,43
Fraksiyonu (%)
Kardiyak 0,710,096 0,29+0.077* 0,620,094 0,590,031
Verim (Ratio)
Arteryal
Elastans 0,26+0,039 0,70+0,25* 0,37+0,033 0,38+0,04
(mmHg/pL)
Sistol Sonu
Elastans 2,64+0,64 0,98+0,17 1,11+0,13 1,59+0,33
(mmHg/pL)
Basing-Hacim
Alani 20800+1703 10280+3071* 26190+£3674# 255405117
(mmHg*pL)
Potansiyel
Enerji 9240+1962 5054+ 973* 18940+£2891*# 936242137
(mmHg*pL)
Tau (ms) 13,70+1,35 30,62+2,98%* 22,76+0,74# 15,86+1,43
dP/dt (mmHg/s) 486 £352 2789+427% 4664L594# 4704+413

Dolayisiyla kardiyak verimlilik diyabet kosullarinda kontrole kiyasla kayba
ugrarken, Ang (1-7) uygulamasi bu kayb1 engellemeyi basarmustir (Sekil 4.4.B ve
Tablo 4.3.). DKM+Ang 1-7 grubunda saglanan bu diizelmelerin kasilabilirlige katki
saglayacak olan potansiyel enerjinin (PE) artisina da katki saglayabilecegi
diisiiniilmektedir. DKM nin PE’sinde K’ya gore azalis gozlemlenmis ve Ang (1-7)
uygulamas1 bu durumu toparlamistir. Ozellikle atim isi, attm hacmi ve %EF
degerlendirildiginde PE azalisinin da patofizyolojik duruma katki sagladigi goz
Oniinde tutulmasi gereken bir veri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. PVA, atim isi ve
PE’nin birlikte degerlendirildigi bir kavramdir. Kisaca toplam enerjiyi ya da verimli

bir sekilde basing-hacim iliskisinin dengesini koruyabilecegi maksimum sinirlar
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gostermektedir. K’ya gore DKM’de gozlenen diislis, DKM+Ang 1-7°de engellenerek
kontrol seviyelerine geri gelmistir (Sekil 4.4.C ve Tablo 4.3.).
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Sekil 4.3. Deney gruplarindan elde edilen hemodinamik parametrelerin gdsterimi. DKM %EF, SW,
CO ve SV seviyelerinde azalisa neden olmaktadir. Ang (1-7) uygulamasi bu degisimleri engellemistir.
A) Deney gruplarinin ortalama %EF degerleri, B) Deney gruplarinin ortalama kalp isi degerleri, C)
Deney gruplarinin ortalama kalp debisi degerleri ve D) Deney gruplarinin ortalama atim hacmi
degerleri. *p<0,05 vs K grubu, #p<0,05 vs DKM grubu.

Hemodinamik a¢idan sol ventrikiil ve aorta etkilesim halindedir. Ciinkii hem hacim
hem de basing birliktelikleri vardir. Ea/Ees bu birlikteligin seviyesi hakkinda bilgi
vermektedir. Bu oranin artmasi arteriyel elastansin arttigini, dolayisiyla ventrikiil
kasilabilirliginin bozulmasmin yaninda periferal vaskiiler direncin de arttigin
gostermektedir. Bu baglamda deney gruplart degerlendirildiginde K’ya gore
DKM’de artis gozlenmektedir. Bununla birlikte Ang (1-7) uygulamasiin diyabetik
patofizyolojik kosullar altinda bu artis1 engelleyebildigi bulgusuna da ulasilmistir
(Sekil 4.4.D ve Tablo 4.3.). Diyastolik fonksiyon bozuklugunu a¢iklamada kullanilan
ve aktif relaksasyon siiresini belirten parametre t degeridir. Elde ettigimiz sonuglara
gore DKM’de aktif relaksasyon siiresinde uzama bulgusuna ulagilmistir. DKM+Ang
(1-7) grubunda ise relaksasyon siiresi kisalmistir (Sekil 4.4.E ve Tablo 4.3.). Sol
ventrikiilin dolum hizinin degerlendirildigi dP/dt parametresinde, DKM’de hizin
diisiitiigli ancak Ang (1-7) uygulamasi ile bu diisiisiin engellendigi bulgusuna
ulasilmistir (Sekil 4.4.F ve Tablo 4.3.).
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Bununla birlikte fizyolojik kosullar altinda Ang (1-7) uygulamasinin hemodinamik

parametreler lizerine etkisinin olmadig1 da gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Deney gruplarmin sol ventrikiil hemodinamik verileri. DKM kardiyak verimlilikte azalisa
neden olmustur. Bununla birlikte arteriyal elastansda da artis gdzlenmistir. A) deney gruplarinin
ortalama kardiyak verimlilik degerleri, B) Deney gruplarinin ortalama basing-hacim alani verileri ve
C) Deney gruplarinin Ea/Ees ortalama verileri. D) Deney gruplarinin ortalama t verileri. E) Deney
gruplarmm ortalam dP/dt verileri. *p<0,05 vs K grubu, #p<0,05 DKM grubu.

4.3. Diyabetik Kardiyomiyopatinin Hiicre Diizeyinde Uyarilma-Kasilma
Ciftlenimi Uzerine Etkileri

4.3.1. Diyabetik Kardiyomiyopatinin ve Anjiyotensin (1-7) Uygulamasinin
Kardiyomiyosit Aksiyon Potansiyeli UzerineEtkileri

Uyarilma-kasilma c¢iftlenimi kardiyomiyositlerin fonksiyonunu anlatan temel
olgudur. Bu olgu iki kisimdan olugur. Bunlardan ilki uyarilma kismini agiklayan
kardiyak AP’dir. Yapilan ol¢iimler sonucunda dinlenim zar potansiyeli agisindan
deney gruplar arasinda bir fark gozlemlenmemistir (K: -68,43 = 3,03 mV; DKM: -
67,69 + 2,38 mV; DKM+Ang 1-7: -66,17 = 2,38 mV) (Sekil 4.5.B). AP’nin genlik
parametresinde DKM (103,0 + 18,39 mV) ve K (93,76 = 17,40 mV) arasinda bir
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farklilik gozlenmemisken, DKM+Ang 1-7 (82,23 + 9,48 mV) grubunda K’ya
nazaran istatistiki olarak anlamli bir azalig bulgusuna ulagilmistir (Sekil 4.5.C).
Uyarilmaya AP’nin sundugu temel katki AP’nin repolarizasyon siiresidir (APDgo).
Bu siirenin uzamasi uyarilma olgusunda bozulmalara neden olmaktadir. Bu
parametre incelendiginde DKM (146,3 + 32,93 ms) grubunda APDgy’nin K’ya (47,89
+ 15,83 ms) gore uzadigi sonucuna ulasilmistir. Ang (1-7) (69,33 £ 22,81 ms)
uygulamasinin diyabetik kosullardan dolay1r uzayan bu siirenin kontrol seviyelerine
cekilmesine neden oldugu anlasilmistir (Sekil 4.5.D). Ayrica fizyolojik kosullar
altinda Ang (1-7) uygulamasinin kardiyomiyosit AP parametreleri iizerine bir etkisi

olmadig1 sonucuna ulagilmaistir.

A B K DKM DKM+Ang 1-7 Ang1-7

>
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Sekil 4.5. DKM AP repolarizasyon siiresini uzatmaktadir. Ang (1-7) uygulamast bu azalisi
engellemektedir. Bunun yaninda DKM+Ang 1-7‘de AP genliginde azalma gozlenmektedir. Deney
gruplarindan oOlgiilen AP parametre degerleri. A) Deney gruplarinin ortalama AP’lerinin sematik
olarak gosterimi, B) Deney gruplarinin ortalama dinlenim zar potansiyeli verileri, C) Deney
gruplarinin ortalama AP genlik verileri ve D) Deney gruplarinin ortalama repolarizasyon (APDg)
verileri. *p<0,05 vs K grubu, #p<0,05 vs DKM grubu.

4.3.2.Diyabetik Kardiyomiyopatinin ve Anjiyotensin (1-7) Uygulamasinin
Voltaja Bagimh Potasyum Kanal Akimlar1 Uzerine Etkileri

Literatiir diyabetik kardiyomiyopati patofizyolojinde gozlemlenen APDy siiresindeki
uzamanmn temel nedeninin K akimlarinmn oldugunu sdylemektedir. Aldigimiz
Olctimler sonucunda literatiirle benzer bulgulara ulasilmis ve DKM’de K’ya gore Iio
(pA/pF)’da istatistiki olarak anlamli bir sekilde azaldigi bilgisine ulagilmistir. Ang

(1-7) uygulamas: sonrasinda ise bu azalma engellenmis ve kontrol seviyelerine geri

57



donmiistiir (Sekil 4.6.B). I (pA/pF)’da deney gruplart arasinda bir farklilik
gozlemlenmemisgken, Is’in -120 mV ile -50 mV arasinda etkin oldugu bilinen ve hem
AP’nin repolarizasyon siiresinin belirlenmesine katki saglayan hem de dinlenim zar
potansiyelinin belirlenmesinde basat rol oynayan Ix; (pA/pF)’da, K grubuna kiyasla
DKM grubunda azalis verilerine ulagilmistir (Sekil 4.6.C). Kanal akimlarinda
gerceklesen bu degisimlerin nedenini molekiiler seviyede agiklayabilmek i¢in voltaja
bagimli potasyum kanali olan Kv4.2’nin protein seviyeleri arastirilmistir. Arastirma
sonucunda akim verilerine paralel ve tutarli olarak K’ya nazaran ilgili protein
seviyesinde azalma bulgusuna ulasilirken, DKM+Ang 1-7’de ise protein ekspresyon
diizeyinin kontrol seviyelerine dondiigii belirlenmistir (Sekil 4.6.D). Voltaja bagimli
potasyum kanal kinetikleri degerlendirildiginde, kanalin kapanma potansiyeli yani
deaktivasyon kinetiginde deney gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik
gozlemlenmemistir (Sekil 4.6.G ve Tablo 4.4). Diger yandan kanalin yeniden ne
kadar stire igerisinde aktif olacagini belirleyen reaktivasyon kinetigi acisindan erken
safhada DKM+Ang 1-7 grubunda K’ya goére bir azalis mevcut olsa da, ilerleyen
siirecte bu fark ortadan kalkmistir (Sekil 4.6.F ve Tablo 4.4.). Fizyolojik kosullar
altinda Ang (1-7) uygulamasinin voltaja bagimli kanal akimlari, kanal kinetikleri ve
Kv4.2 protein ekspresyonu agisindan her hangi bir degisime neden olmadigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.6. DKM Iy, ve lg; akimlarinda azalisa neden olmaktadir. Ang (1-7) uygulamast bu azalist
engellemistir. Bununla birlikte Kv4.2 kanal protein seviyesi DKM’de azalmig, DKM+Ang 1-7°de
artmustir. Voltaj kenetleme yontemi kullanilarak deney gruplarindan elde edilen voltaja bagimli
potasyum kanal akimi ve western-blot yontemi ile dlciilen voltaja bagimli potasyum kanal proteini
ekspresyon verileri. A) Deney gruplarindan elde edilen voltaja bagimli potasyum kanal akimlarinin
ortalama kayit verileri, B) Deney gruplarindan elde edilen I, (pA/pF) verileri, C) Deney gruplarinda
elde edilen I (pA/pF) verileri, D) Deney gruplarmim Kv4.2 protein ekspresyon verileri, E) Deney
gruplarinin ortalama hiicre kapasitans verileri, F) Deney gruplarindan elde edilen voltaja bagiml
potasyum kanal1 reaktivasyon kinetigi verileri ve G) Deney gruplarindan elde edilen voltaja bagiml
potasyum kanali deaktivasyon kinetigi verileri. *p<0,05 vs K grubu, #p<0,05 vs DKM grubu.
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Tablo 4.4. Deney gruplarindan elde edilen voltaja bagimli potasyum kanal kinetiklerinin verileri.

K DKM DKM+Ang 1-7 Ang 1-7
Reaktivasyon
YO -0,121340,050 -0,1941+0,066 -0,1383+0,053 -0,1926+0,058
Plato 0,7165+0,013 0,6386+0,014 0,7038+0,022 0,7318+0,013
K 0,0551+0,005 0,0641+0,008 0,0418+0,022 0,0615+0,006
Deaktivasyon
Bottom 0,0865+0,009 0,0566+0,007 0,0588+0,007 0,0804+0,007
Top 0,885+0,008 0,8931+0,006 0,8868+0,007 0,9075+0,06
LogEC50 -18,34+0,64 -19,47+0,45 -22,214+0,49 -18,08+0,45
Hillslope -0,0663+0,006 -0,0697+0,004 -0,0773+0,006 -0,0781+0,006

4.3.3. Diyabetik Kardiyomiyopatinin ve Anjiyotensin (1-7) Uygulamasinin
Kontraktil Parametreler Uzerine Etkileri

Kardiyomiyositlerin fonksiyonunu degerlendirmemizi saglayan uyarilma-kasilma
ciftleniminin diger aya@i kasilma tarafidir. Deney gruplar1 arasinda dinlenim
sarkomer boyu bakimindan her hangi bir farklilik gézlemlenmemistir (K: 1,72 + 0,05
um; DKM: 1,71 + 0,08 um; DKM+Ang 1-7: 1,70 £ 0,04 pm) (Sekil 4.7.B). Ancak %
kisalma boyu i¢in durum degismistir. Diyabet kardiyomiyosit kisalmasini etkilemis
ve kontrole gore % kisalma boyunda diisiis gézlemlenmistir. Ang (1-7) uygulamasi
diyabetin kardiyomiyositler {izerinde olusturdugu bu etkiyi ortadan kaldirmis ve %
kasilma boyu degerlerini kontrol seviyelerine geri ¢ekmistir (K: 9,03 £ 1,97; DKM:
6,82 +2,45; DKM+Ang 1-7: 11,68 +2,04) (Sekil 4.7.C). Bununla birlikte kasilmanin
kinetik  fonksiyonlarmi1  inceledigimizde Ang (1-7)’nin  olumlu etkileri
gozlemlenememistir. Diyabetik kosullar sonucunda her iki grupta da hem kisalma

siiresi hem de gevseme siiresinde kontrole gore uzamalar kaydedilmistir (Kisalma
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[K: 0,145 £ 0,014 s; DKM: 0,176 + 0,017 s; DKM+Ang 1-7: 0,181 £+ 0,019 s],
Gevseme [K: 0,44 + 0,07 s; DKM: 0,52 + 0,12 s; DKM+Ang 1-7: 0,57 + 0,06 s])
(Sekil 4.7.D ve E). Fizyolojik kosullar altinda Ang (1-7) uygulamasinin kontraktil

parametrelerin hi¢birinde degisiklige neden olmadig1 gdzlenmistir.
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Sekil 4.7. DKM kisalma boyunda azalmaya ve kisalma kinetiklerinde yavaslamaya neden olmaktadir.
DKM+Ang 1-7’de kisalma boyu kontrol seviyesininde iizerine ¢ikacak diizeyde artmig ancak kisalma
kinetiklerinde yavaslama degismemistir. Kardiyomiyositlere elektriksel alan uyarimi ile elde edilen
kontraktil parametre verileri. A) Deney gruplarimin ortalama kasilma o6rneklemleri, B) Deney
gruplarinin ortalama dinlenimsarkomer boyu verileri, C) Deney gruplarinin ortalama % kisalma boyu
verileri, D) Deney gruplarinin ortalama kontraksiyon siiresi verileri ve E) Deney gruplarinin ortalama
relaksasyon siiresi verileri. *p<0,05 vs K grubu, #p<0,05 vs DKM grubu.

4.3.4. Diyabetik Kardiyomiyopati ve Anjiyotensin (1-7) Uygulamasinin Voltaja
Bagimh Kalsiyum Akimlar1 ve Es Zamanh Kalsiyum Transientleri Uzerine
Etkileri

Ca?* kardiyomiyositler i¢in uyarilma sonucunda zardan gegebilen ve hiicre i¢i bazi
fonksiyonlarin (CICR, gibi) baslamasin1 saglayan bir tetikleyici olarak gorev
yapmanin disinda, hiicre i¢inde ikincil sinyal molekiilii olarak da gérev yapmaktadir
(hiicre i¢i kinazlarin aktivasyonu, sarkomerik kisalma gibi). Dolayisiyla

kardiyomiyosit fonksiyonunda 6nemli bir yer almaktadir. Hiicre i¢i ana kaynagi SR
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olmasina ragmen, bu organelden Ca®* temin edebilmek igin hiicre zarmmn elektriksel
olarak uyarimi ve voltaja bagimli Ca?* kanallarindan hiicre icerisine Ca?* gecisinin
olmast gerekmektedir. Voltaj kenetleme teknigi kullanilarak yapilan OSlgiimler
sonucunda DKM grubunda lca yogunlugunda K’ya gore azalis gbzlemlenmistir.
DKM+Ang 1-7 grubunda DKM'ye gore artis diger yandan K'ya gore azalis
gbzlenmesine ragmen bu fark ne K’ya ne de DKM'ye gore istatistiki olarak anlamli
degildir. Dolayisiyla diyabetik kosullar altinda azalan Ica yogunlugu Ang (1-7)
uygulanmasiyla tam olarak engellenmese de, yonelimin yavaglatilabildigi
sdylenebilmektedir. ilgili potansiyel seviyelerinde giren Ca®**a karst SR’dan dokiilen
Ca?*’un 6lgiilmesiyle, CICR kapsaminda bu etkilesimi anlayabilmekteyiz. Yapilan
Ol¢iimler ile DKM+Ang 1-7 grubunda SR'dan salinan Ca?* miktarinda azalma oldugu
bulgusuna ulasilmistir. Diger deney gruplarinda ise K’ya kiyasla bir farklilik yoktur
(Sekil 4.8.B). Ica. yogunlugundaki degisimlerin nedenini agiklayabilmek igin
western-blot yontemiyle kanal protein ekspresyonu incelenmistir. Inceleme
sonucunda DKM grubunda protein ekspresyon miktarinin K’ya nazaran azaldigi,
DKM+Ang 1-7 grubunda ise bu azalisin istatistiki olarak anlamli olmadig1 bulgusuna

ulasilmistir (Sekil 4.8.C).
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Sekil 4.8. DKM L-tipi Ca2+ akim yogunlugunda ve LVCC protein miktarinda azlmaya neden
olmustur. DKM+Ang 1-7°de ise bu dogrultuda azaliglar olsa da, daha diisiik seviyede ger¢eklesmis ve
istatistiki olarak anlamli bulunmamistir. DKM+Ang 1-7’de giren Ca2+ karg1 SR’dan dokiilen Ca2+
miktarinda azalma gozlenmistir. Voltaja bagimh kalsiyum kanali ve es zamanli olarak kaydedilen
hiicre i¢i kalsiyum transientlerinin gdsterimi. A) Voltaja bagimli kalsiyum kanal akimlarinin, deney
gruplarini ait 6rnek kayitlari, B) Deney gruplarindan elde edilen voltaja bagiml kalsiyum kanal akimi
ve es zamanli kalsiyum transient verileri ve C) Deney gruplariin voltaja bagiml kalsiyum kanali
protein ekspresyonunun ortalama degerleri. *p<0,05 vs K grubu, #p<0,05 vs DKM grubu.

4.3.5. Diyabetik Kardiyomiyopati ve Anjiyotensin (1-7) Uygulamasinin Bazal ve
Hiicre ici Gecici Kalsiyum Transientleri Uzerine Etkileri

Bu parametre uyarim sonucunda giris yapan Ca** sayesinde SR'dan salinan Ca*un
diyastolik ve sistolik dongiiler arasindaki bazal seviyeleri ve degisimin kinetik
bilgilerini bizlere sunmaktadir. Elektriksel alan uyari1 yardimiyla 1 Hz frekansta
kaydedilen kayitlar incelendiginde, DKM’de bazal seviyenin K’ya nazaran arttig
(0,81 = 0,1) DKM+Ang 1-7 deney grubunda ise (0,52 £ 0,25) bazal seviyenin
azaldigr gozlenmistir (K :0,77 = 0,10) (Sekil 4.9.B). Bu baglamda DKM grubunun
diyastolik Ca®* seviyesinin arttig, DKM+Ang 1-7 grubunda ise diyastolik Ca*"
seviyesinin diistiiglinii sdyleyebiliriz. Sistol sirasinda dokiilen Ca®** miktart DKM’de

azalmig, DKM+Ang 1-7’de K’ya gore degisim olmamistir (K: 0,75 + 0,27; DKM:
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0,51 £ 0,18; DKM+Ang 1-7: 0,63 +0,14) (Sekil 4.9.C). Bununla birlikte dokiilme
hiz1 agisindan deney gruplar1 arasinda bir farklilik gézlenmemis (K: 0,076 + 0,036 s;
DKM: 0,075 + 0,023 s; DKM+Ang 1-7: 0,075 + 0,012 s) (Sekil 4.9.D), Ca’"’un SR
igerisine geri alinim hizinin DKM grubunda (0,32 +0,09 s) yavasladigi bulgusuna
erisilmistir (Sekil 4.10.E). DKM+Ang 1-7 (0,27 £ 0,06 s) deney grubunda da K’ya
(0,21 + 0,05 s) kiyasla bir yavaglama fark edilmektedir, ancak bu durum istatistiki
olarak bir anlam ifade etmemektedir. Fizyolojik kosullar altinda uygulanan Ang (1-
7)’nin bazal Ca®* diizeyi hari¢ her hangi bir etkiye sahip olmadig1 da elde edilen

sonuclar dogrultusunda ortaya konulmustur.
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Sekil 4.9. DKM diyastol durumdaki bazal Ca®* ve Ca** geri alim siiresinin uzamasin, sistol sirasinda
dokiilen Ca?* miktasininda azalmasim saglamaktadir.sitozolden Ca®" geri aliim siiresini uzatmustir.
DKM+Ang 1-7°de ise bu tip degisimler gozlenmemistir. Ayrica DKM+Ang 1-7°de bazal Ca®'
seviyesi azalmustir. Elektriksel alan uyarimi yontemiyle elde edilen hiicre i¢i bazal ve gegici kalsiyum
transient degisimleri. A) Deney gruplarinin 6rnek kayitlari, B) Deney gruplarindan elde edilen
ortalama bazal kalsiyum seviyeleri, C) Deney gruplarindan elde edilen ortalama dokiilen kalsiyum
seviyeleri, D) Deney gruplarinda elde edilen ortalama kalsiyumun dokiilme siiresi ve E) Deney
gruplarinda elde edilen kalsiyumun SR igerisine geri alim siiresi. *p<0,05 vs K grubu, #p<0,05 vs
DKM grubu.
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4.3.6. Diyabetik Kardiyomiyopatinin ve Anjiyotensin (1-7) Uygulamasinin
Sodyum-Kalsiyam Degistokuscusu Ak ve Kafein Indiikli Kalsiyum
Transientleri Uzerine Etkileri

Hiicre ici serbest Ca’’un belirlenmesi diyastol sirasinda sitoplazmadan
uzaklastirilabilen Ca®* seviyesine baglidir. Bu olgunun temel bileseni SR igerisine
alman Ca®* seviyesidir. SR’dan sonra ikincil énemli olan durum ise NCX sayesinde
hiicre disarisina atilan Ca®* seviyesidir. Yapilan Slciimler neticesinde Incx (PA/pF)
bakimindan deney gruplari arasinda bir farkliliga rastlanmamistir (Sekil 4.10.B).
Bunun yaninda NCX protein seviyesi incelenmis ve DKM grubunda K’ya gore bir
artig tespit edilirken diger gruplarda bir farklilik gozlenmemistir (K: 0,47 £ 0,11;
DKM: 0,65 + 0,10; DKM+Ang 1-7: 0,56 £ 0,10) (Sekil 4.10.C). Kafein indiiklii Incx
ve buna bagli degisen transient 6l¢limii, SR icerigini degerlendirmemize de yardimci
olmaktadir. Incx’in alani ve kafein indiiklii olusan transientin genligi SR igerigini
degerlendirdigimiz  parametrelerdir. Transient genlikleri degerlendirildiginde
DKM’de azalis yoniinde bir egilim olsa da, istatistiki anlamliligi bulunmamaktadir.
Diger deney gruplarinda da K’ya gore bir anlamli degisim gozlenmemistir (K: 0,50 +
0,05; DKM: 0,48 + 0,03; DKM+Ang 1-7: 0,49 £+ 0,06) (Sekil 4.10.D). Ancak
Incx’ten gecen yiikk miktar1 ya da alan (pA*ms/pF) parametresi incelediginde DKM
(0,0053 = 0,0036) grubunda artis bulgusuna ulasilmistir (K: 0,0017 = 0,0014;
DKM+Ang 1-7: 0,0038 + 0,0032). Bu durum Incx’in T degerindeki artisa bagl
olarak gerceklesmektedir (K: 411,1 = 155 ms; DKM: 825 + 590 ms; DKM+Ang 1-7:
620 = 251 ms). Ciinkii alan parametresi hesaplanirken akim yogunlugu ve zaman
sabiti birlikte degerlendirilmektedir. DKM grubunda bu tip bir degisimi
gozlemlememizin nedeni olarak drneklem sayimizin %50’sinde gozledigimiz kafein
uyarisina karsin tek seferde RYR’nin bosalmasinin saglanamadig ve iki ya da ti¢
salmimli bir dokiilme gostermesine bagli olarak zaman sabitinin uzadigini
diistinmekteyiz (Sekil 4.10.A). Bunun sonucunda su an ki verilerimiz SR igerigiyle
ilgili net bir yorum yapmamizi engellemektedir. Bu duruma odaklanarak yapilacak
bir calisma ile olusan soru isaretleri giderilmeye calisilacaktir. SR {izerinde bulunan

2+,

ve Ca”’un geri aliminda basat rol oynayan SERCA2a proteinin hizi, kafein indiikli
transientin T degerinden 0 mV’da olusan transientin t degerinin ¢ikarilmasiyla elde
edilmektedir. Bahsedilen hesaplamaya gore DKM’de (2,10 £ 1,6 S) t degerinin

artisina bagli olarak SERCA2a fonksiyonunda yavaslama, DKM+Ang 1-7 (0,97 +
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0,38 s) deney grubunda ise DKM’ye nazaran fonksiyonda hizlanma oldugu bilgisine
ulagtlmistir (K:1,05 = 0,67 s) (Sekil 4.10.E).
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Sekil 4.10. Sodyum-kalsiyum degistokusgusu akimi ve es zamanh kafein indikliikalsiyum
transientleri verileri. A) Deney gruplarmin akim ve transient 6rnek kayitlari, B) Deney gruplarinda
elde edilen sodyum-kalsiyum degistokuscusu akimi yogunlugu, C) Deney gruplarinin protein
ekspresyon degerleri, D) Deney gruplarinin transient genligi verileri, E) Deney gruplarinin SERCA2a
aktivitesi verileri.*p<0,05 vs K grubu, #p<0,05 vs DKM grubu.

4.3.7. Diyabetik Kardiyomiyopati ve Anjiyotensin (1-7) Uygulamasinin
Sarkoplazmik Retikulum proteinleri Uzerine Etkileri

Hiicre ici Ca®" homeostazinin korunmast ve siirdiiriilebilir olmasinin basrol oyuncusu
SR’mn fonksiyonel yapisidir. Bunu da sistol sirasinda Ca?* salimmini, diyastol
sirasinda  da Ca®* geri almmmim gergeklestirerek saglamaktadir. Dolayisiyla
patofizyolojik durumlarda Ca®* homeostazmin  bozulmasi  bu dengenin
bozulmasindan dolay1 kaynaklanmaktadir. SR Ca?" salimmi RYR’yi olusturan alt
birimlerin birlikte acik konuma gelmesiyle olusur. Bu proteinin fosforilasyonu
fonksiyon degisimine neden olabilir. DKM’de (0,89 + 0,12) K’ya (0,85 + 0,10) gore

bir artis bulgusuna ulasilmis, ancak istatistiki olarak anlamlilik bulunamamustir.
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DKM+Ang 1-7°de DKM’ye (0,76 + 0,06) kiyasla azalma egilimindedir ve bu egilim
istatistiki olarak anlamlidir. Dikkat ¢eken durum ise DKM+Ang 1-7’nin azalisinin K

ile kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamsiz olmasidir (Sekil 4.11.A).

SERCA2a’nin aktif hale gelebilmesi i¢in PLB fosforillenmesi ve SERCAZ2a ile
baglant1 kurmas1 gerekmektedir. Dolayisiyla Ca®* geri alimminin ilk basamagi PLB
proteininden gegmektedir. Yapilan analizler sonucunda DKM’de (1,49 + 0,30) K’ya
(0,91 £ 0,17) kiyasla pPLB diizeyinde artis gozlenmistir. Ang (1-7) ( 0,72 = 0,21)

uygulamasimin ise diyabetik kosullarda gozlenen bu artisi engelledigi sonucuna

ulagtlmistir (Sekil 4.11.B).

DKM DKM+Ang 1-7 Ang1-7

>
=~}
g

—
n
r

pRYR/Total RYR
e
-
p-PLB/PLB
B

S
in

K DKM DKM+Ang 1-7  Ang 1-7

0.0

p-RYR

RYR

OII

e
%

SERCA/GAPDH
s = 9
~ - a

E*

0.0

DKM DKM+Ang1-7 Ang1-7

cunn G G T -

Sekil 4.11. DKM SERCA protein seviyesinde azaligsa, pPLB seviyesinde ise artisa neden olmaktadir.
DKM+Ang 1-7°de ise SERCA2a ve pPLB diizeyleri kontrol seviyelerindedir. Dolayistyla DKM’de
SERCA2a aktivitesi azalirken, Ang (1-7) uygulamast bu degisimi engellemistir. Western-blot
yontemiyle elde edilen sarkoplazmik retikulum iizerinde bulunan kalsiyum diizenleyici proteinler. A)
Deney gruplarindan elde edilen ortalama pRYR/RYRuverileri, B) Deney gruplarindan elde edilen
ortalama pPLB/PLB verileri, C) Deney gruplarindan elde edilen ortalama SERCA2a/GAPDH verileri.
*p<0,05 vs K grubu, #p<0,05 vs DKM grubu.

ca®t geri alinimindaki ikinci basamagimizda dogal olarak SERCA2a proteinidir.
Yapilan calismanin neticesinde DKM (0,51 + 0,05) durumunda bu proteinin

ekspresyonunda azalig oldugu sonucuna ulasilmistir. Diger deney gruplarinda bir
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degisiklik gozlenmemistir (K: 0,62 £ 0,08; DKM+Ang 1-7: 0,57 £ 0,07) (Sekil
4.11.C).

4.4. Diyabetik Kardiyomiyopati ve Anjiyotensin (1-7)’nin Hiicre I¢ci Kalsiyum
Sinyal Yolagi Uzerine Etkileri

Kardiyomiyositlerde gerceklesen hiicre i¢i Ca®" diizenlenmesi bir ¢ok faktoriin etki
ettigi komplike bir siirectir. Hipotezimiz ¢er¢evesinde olusturdugumuz modelin nasil
bir degisime neden oldugunu ve Ang (1-7)’nin etkisini belirlemek, Ca?*

homeostazindaki degisimleri agiklamakta 6nemli bir yer alacaktir.
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Sekil 4.12. DKM pPKA diizeyini azaltmig, pCaMKII ve PKC diizeyini arttirmigtir. Ang (1-7)
uygulamasi bu degisimleri engellemistir. Hiicre i¢i kalsiyum diizenlenmesi ve etkin sinyal yolaginin
belirlenmesi. A) Deney gruplarindan elde edilen ortalama pPKA/PKA verileri, B) Deney gruplarindan
elde edilen ortalama pCaMKII/CaMKII verileri, C) Deney gruplarindan elde edilen ortalama
PKC/GAPDH verileri ve D) Deney gruplarindan elde edilen ortalama PLC/GAPDH verileri.*p<0,05
K grubu, #p<0,05 vs DKM grubu.

Bu cercevede yapilan ¢alismalar sonucunda DKM’nin pPKA/PKA diizeyini azalttii,
Ang (1-7) uygulamasmin bu diizeyi K seviyelerine geri ¢ekebildigi bulgusuna
ulasilmistir (K: 0,84 + 0,06; DKM: 0,66 + 0,02; DKM+Ang 1-7: 0,86 + 0,02) (Sekil
4.12.A). SR proteinlerinin 6nemli bir fosforilleyicisi olan CaMKII i¢in
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pCaMKII/CaMKII (K: 0,92 + 0,14; DKM+Ang 1-7: 0,93 £ 0,12) parametresinde
DKM’de (1,15 + 0,16) bir atis bulgusuna ulasilirken, DKM+Ang 1-7 grubunda bu tip
bir artis gézlenmemistir (Sekil 4.12.B). PKC/GAPDH parametresi DKM’de arterken,
DKM+AnNg 1-7’de bu artis meydana gelmemistir (K: 1,53 = 0,15; DKM: 1,73 + 0,09;
DKM+Ang 1-7: 1,58 + 0,1). PLC/GAPDH (K: 0,28 +0,020; DKM: 0,29 + 0,03;
DKM+Ang 1-7: 0,30 + 0,04) parametresinde ise deney gruplar1 arasinda farklilik
bulunamamuistir (Sekil 4.12.C ve D).

4.5. Diyabetik Kardiyomiopati ve Anjiyotensin (1-7) Uygulamasiyla Lokal
Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sisteminin Yeniden Diizenlenmesi

RAAS’1n lokal fonksiyonlarinin belirlenmesi ve Ang II'nin karsit etkisine sahip olan
Ang (1-7)’nin kesfi ve lokal RAAS’da etkin oldugunun bulunmasi, 6zellikle Ang
I’nin karistig1 patolojilerin ¢oziilebilmesi icin umudu bir parca daha arttirmistir.
DKM’nin gelisiminde lokal Ang II'nin etkinligi daha onceleri yapilan ¢aligmalarda
ispatlanmigtir. Dolayisiyla zit etki gosteren Ang (1-7) molekiiliinlin etkisinin nasil
olacagi merak uyandiran bir soru haline gelmistir. Hipotezimiz dogrultusunda lokal
RAAS sisteminin diyabetik kosullar altinda nasil degistigini ve Ang (1-7)’nin
etkisinin hangi yonde evrildigini tespit edebilmek i¢in, bu sistemin elemanlarinin
protein seviyesi diizeyinde degisimleri incelenmistir. Ang II’nin reseptdrii olan
ATIR incelendiginde DKM’de K’ya gore bir degisim olmamis, DKM+Ang 1-7°de
olan azalisin ise istatistiki olarak anlamlilik ifade etmedigi anlagilmistir (K: 0,75 +
0,06; DKM: 0,77 £ 0,05; DKM+Ang 1-7: 0,70 = 0,07) (Sekil 4.13.A). Ang (1-7)’nin
baglandig1 oOne siirlilen MasR incelendiginde diyabetik kosullar altinda protein
seviyesinde azalma gdzlenmis ancak istatistiki olarak anlamli olmadig1 anlasilmistir.
DKM+Ang 1-7°de ise bu azalis istatistiki olarak anlamli bir gekilde K seviyesine geri
donmistir (K: 1,43 + 0,2; DKM: 1,23 + 0,11; DKM+Ang 1-7: 1,52 + 0,2) (Sekil
4.13.B). Diyabet durumunda artan ACE protein ekspresyonu, Ang (1-7) uygulamasi
sonucunda kontrol seviyelerine ¢ekilebilmistir (K: 0,40 £ 0,05; DKM: 0,54 + 0,08;
DKM+Ang 1-7: 0,40 £ 0,06) (Sekil 4.13.C). Ang (1-7)’nin olusumunda basat rol
oynayan ACE?2 protein ekspresyonu diyabetik kosullarda azaldig1 goriilmiistiir. Diger
deney gruplarinda ACE2 agisindan K’ya gore bir farklilik yoktur (K: 0,56 + 0,08;
DKM: 0,43 £+ 0,04; DKM+Ang 1-7: 0,53 £ 0,10) (Sekil 4.13.D).
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Sekil 4.13. DKM ACE protein seviyesinde artiga, ACE2 protein seviyesinde ise azaliga neden
olmustur. Ang (1-7) uygulamasi bu degisimleri engellemistir. Lokal renin-anjiyotensi sistemi verileri.
A) Deney gruplarindan elde edilen ortalama AGT1R/GAPDH verileri, B) Deney gruplarinda elde
edilen ortalama MASR/BTiibilin verileri, C) Deney gruplarindan elde edilen ortalama ACE/BTiibilin
verileri ve D) Deney gruplarindan elde edilen ortalama ACE2/BTiibilin verileri. *p<0,05 vs K grubu,
#p<0,05 vs DKM grubu.
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Sekil 4.14. DKM ACE ve ACE2 aktivitesini azaltmistir. Ang (1-7) uygulamast ACE ve ACE2
diizeylerini kontrol seviyelerine yiikseltmistir. Lokal RAS enzim aktiviteleri. A) Deney gruplarindan
elde edilen ACE aktivite verileri ve B) Deney gruplarindan elde edilen ACE2aktivite verileri. *p<0,05
vs K grubu, #p<0,05 vs DKM grubu.

Bu bilgilere ilaveten ACE ve ACE2’nin enzim aktiviteleri de dl¢lilmiistiir. Diyabet
kosullar1 altinda ACE aktivitesi kontrole kiyasla azaldigi gozlemlenmistir.
DKM+AnNng 1-7°deki artis DKM’ye kiyasla istatistiki olarak anlamli ¢ikmistir (K:
11,24 £ 2,1 mU/mg protein, DKM: 6.82 + 2,7 mU/mg protein; DKM+Ang 1-7:
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14,35 £ 44 mU/mg protein) (Sekil 4.14.A). ACE2 enzim aktivitesi DKM’de
azalirken DKM+Ang 1-7°de bu azalis engellenebilmistir. ilging olan durum ise
fizyolojik kosullar igerisinde uygulanan Ang (1-7)’nin de ACE2 aktivitesinde
azalmaya neden olmasidir (K: 1,75 + 0,13 mU/mg protein; DKM: 1,44 + 0,10
mU/mg protein; DKM+Ang 1-7: 1,79 + 0,16 mU/mg protein) (Sekil 4.14.B).
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5. TARTISMA

Diabetes Mellitus ¢oklu organ yetmezligine kadar uzanabilecek siiregleri olusturma
potansiyeline sahip endokrin sistem patolojisidir. Diyabet patofizyolojisinin temelini
glukoz ve lipit metabolizmasinin bozulmasi olusturur. RAAS otokrin, parakrin
ve/veya intrakrin etkileri gostererek hiicresel diizeyde ¢oklu fizyolojik siireclere katki
saglamaktadir. RAAS’mn bu ozellikleri insiilin azalmast ve direncinin gelismesine
neden olarak diyabet gelisiminde ve diyabete bagli olarak ortaya cikan ikincil
patolojilerin meydana gelmesinde etkilidir. Yapilan ¢alismalar Ang (1-7)’nin 6nemli
bir anti-hiperglisemik etkiye sahip RAAS elemani olabilecegini gostermektedir.
Marcus ve ark. 2013 yilinda yapmis oldugu calismada Ang (1-7)’nin T2DM’da
insiilin direncini azaltic1 yonde etki ettigi gosterilmistir (Marcus ve ark., 2013). Buna
ilaveten Santos ve ark. 2014’de yaptig1 ¢aligmada da Ang (1-7) uygulamasinin
T2DM’de hipoglisemik etki yarattig1 bulgusuna ulagilmistir (Santos ve ark., 2014).
Ayrica, Ang (1-7)'nin, GLUT 4 ekspresyonunu arttirmasi ile glukoz aliminin
kolaylastig1 yoniinde bilgi bulunmaktadir (Takeda ve ark., 2013). Calismamizda
kullanilan insulin bagimli diyabetik modelde gozlenen glukoz degerlerinde Ang (1-
7)'nin bir iyilestirme etkisi tespit edilmemistir. Insiilin taklit edici molekiiller ya da
iyonlar olabilecegine dair diislinceler olmasiyla birlikte, Ang (1-7)’nin bu tip bir
davranigsa sahip olmadigi sOylenebilmektedir. Ayrica hipotezimizi olustururken
kullandigimiz STZ’nin pankreas [ adaciklarii yok ederek insiilin yoksunlugu
olusturmasindan dolayr Ang (1-7)’nin telafi edebilecegi bir insiilin kaynaginin
bulunmamasi, ¢alismamiz dahilinde Ang (1-7)’nin glukoz metabolizmas1 {izerine
olumlu bir etkisinin gdzlemlenememesinin nedenidir. Dolayisiyla, olusan diyabetik

kosullarda bir iyilesme olmamustir.

Diyabetik hastalarda hipertansiyon goriilme olasilifi aym1 yas grubunda diyabet
olmayan kisilere gore iki kat fazladir. Bununla beraber, diyabetli hastalarda gelisen
kardiyovaskiiler patolojilerin %75’1 hipertansiyon ile ilgilidir (Sowers, 2003).
Calismamizda sistolik kan basincinda ve ortalama arter basincinda DKM grubunda
kan basinci artig bulgusuna ulastik. Ang (1-7) uygulamast sonucunda bu artiglarin
engellendigini gézlemledik. Bununla birlikte fizyolojik kosullar altinda Ang (1-7)
uyguladigimiz deney grubunda ise her hangi bir hipotansif durumla karsilasmadik.

Ang (1-7) bu etkisini MasR iizerinden Akt yolagiin aktivitesinin artis1 sonucunda
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eNOS ve dolayisiyla NO artist (Sampaio ve ark., 2007), ya da PLA2/AA/PGE2
sonucunda cAMP artisiyla (Jaiswal ve ark., 1993) vazodilatasyon etkisini ortaya

cikararak gergeklestirmektedir.

Deney hayvanlarindan elde edilen EKG kaydi ile in vivo diizeyde kalbin elektriksel
islevini ortaya ¢ikarmak miimkiindiir. DM’un ventrikiiliin uyarilmasina, iskemi gibi
ikincil bir olgu yoksa, en temel etkisi repolarizasyon siiresinin uzamasidir (Whitsel
ve ark., 2005; Sorrentino ve ark., 2017). Elde ettigimiz sonuglar bu g¢ikarima
uygundur. Repolarizasyon stiresini belirten QT parametresi DKM grubunda uzama
gosterirken, Ang (1-7) uygulamasi sozii gecen uzamayi engellemistir. Bu duruma
bagli olarak kalp hizinda yavaslama go6zlenmektedir. Repolarizasyon siiresinin
uzamasi yeni bir uyarinin olusmasi dolayisiyla gerceklesecek olan yeni dongiiniin
ge¢ baslamasina neden olmaktadir. Alinan kayitlarin hi¢ birinde T segmentinde bu
uzamaya bagl gerceklesebilecek olan aritmik (erken depolarizasyon sonrast uyarim
(EAD) ve gec depolarizasyon sonrasi uyarim (DAD) durumlarinin higbirine
rastlanmamustir. Bununla birlikte her iki diyabet grubunda da R segmentinin
genliginde artis gdzlenmektedir. Bu artisin diyabetten kaynakli kas kaybinin
gerceklesmesine bagli olarak ortaya ¢ikan doku kaybi sonrasinda transtorasik
empedansin azalmasina bagl olarak kayit elektrotuna gelen sinyalin giiciiniin artmis

olmasindan dolay1 gerceklestigini diislinmekteyiz.

DM’nin organ diizeyinde neden oldugu bu elektriksel aktivite degisiklikleri hiicre
diizeyinde de degisikliklere neden olmakta ve DM’den kaynakli fonksiyon
degisiklikleri etkisini hiicre diizeyinde de gostermektedir. DM hiicre diizeyinde
uyarilma-kasilma c¢iftlenimini bozarak, Once kardiyomiyositin devaminda da
kardiyak dokunun elektriksel ve mekanik aktivitesinde degisimlere neden
olmaktadir. Birgok c¢alisma diyabetik kosullarda AP repolarizasyon siiresinin
uzadigim soylemektedir (Raimondi ve ark., 2004). Bu uzamanin nedenlerinden
birinin AP’nin erken repolarizasyon fazindan sorumlu voltaja bagimli K* kanal akim1
olan l,’da meydana gelen azalmanin oldugu bilinmektedir (Raimondi ve ark., 2004).
Tek hiicre kardiyomiyositlerinden akim kenetleme yontemi ile Ol¢tiiglimiiz AP
verilerimiz literatiirii destekleyecek sekildedir ve DKM’de AP repolarizasyon
stiresinin uzadigina ve Iy nun azaldigina dair bilgilere ulasilmistir. Iio’da gézlenen

azalmanin nedeni bircok farkli biyokimyasal mekanizmada ger¢eklesen
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degisikliklerden kaynaklanabilmektedir. Hiicre i¢i glukoz aliminin (Li ve ark., 2005)
ve kullaniminin azalmasina bagl olarak K kanal fonksiyonunun azalmasi (Xu ve
ark., 1996) diyabetik kosullarda ilk akla gelenidir. Ikinci olarak kanal proteinlerini
patolojik degisimlerin etkisinden koruyan oksidasyon-rediiksiyon sisteminin
bozulmasi sonucu K* kanal fonksiyonunun azalmas: (Rozanski ve Xu, 2002; Xu ve
ark., 2002; Li ve ark., 2005) ve iiciincii olarak K* kanalina 6zel mRNA sentezinin
azalmas: (Qin ve ark., 2001) gosterilebilir. Ang (1-7) uygulamasinin uzayan AP
repolarizasyon siiresini kisaltmasinin baslica nedeni DKM’de azalan Ii,’nun normal
seviyeye donmesi olarak ortaya konmustur. Bu artisin nedenini anlamak igin
Western-Blot yontemiyle protein miktarlari dlgiilmiis, sonugta DKM’de azalan K*
kanal seviyesinin Ang (1-7) uygulamasi ile arttigi bulgusuna ulasilmistir. Ang (1-7)
diyabetik kalplerde oksidatif stres iizerine etkili bir molekiil oldugunu ispatlamistir
(Yousif ve ark., 2012; Hao ve ark., 2015). Bu nedenden dolay1 oksidasyon-
rediiksiyon sisteminin dengelenerek K® kanal proteinlerinin korunmasi ve
fonksiyonlarinin artmasi da olas1 bir durumdur. Bulgularimiz Ang (1-7)’nin K* kanal
miktarinda artisa neden olarak, diyabetten kaynakli AP repolarizasyon siiresindeki
uzamanin diizeltilmesine katki sagladigini gostermektedir. AP’nin repolarizasyon
fazinda etkili bir diger K akimi da Ixy’dir. Zar potansiyelinin belirlenmesinin
yaninda t¢iincii fazin sekillenmesinde de etkilidir. I azaligi tipki Iiy’da oldugu gibi
repoalarizsyon siiresinin uzamasina neden olmaktadir. Bu azalis hiicre zarin1 daha
uzun depolarize durumda kalmasini saglayarak, AP sinyalinin dinlenim potansiyeline
ingini geciktirecektir. Iss’in -120 ile -50 mV arasi test edilerek Ix; degerlendirilmistir.
Bulgularimiz DKM’de Ik;’da azalis bulgusuna ulagmistir. DKM’de Ang (1-7)
uygulamasinin bu azalig1 engelledigi tespit edilmistir. Ang (1-7) nin basat faktor olan
lio’nun yaninda Iki’inda artisina neden olarak uzayan AP repolarizasyon siiresinin
kisaltilmasina katki sagladigi diisliniilmektedir. Sonu¢ olarak Ang (1-7)’nin DM
kaynakli kardiyak APD’nin uzamasim K" kanal akimlarma etki ederek engelledigi

bulgusuna ulagilmstir.

AP’nin plato fazina etki ettigi gibi, hiicre i¢i Ca?* ve ilgili siireglerin diizenlenmesine
katki saglayan L-tipi Ca’* akimmmn diyabetik durumda azaldigi bulgusuna
ulagilmistir (Wang ve ark., 1995; Lu ve ark., 2007). Sigan kardiyomiyositlerinde AP
repolarizasyon siiresinin uzamasina Ica ’deki azalisin dogrudan katki saglamadigi,

olasi Ca** bagimli K* akimlarmin etkisi disinda asil etkiyi Iy,’daki azalisin neden
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oldugu bilinmektedir (Wang ve ark., 1995). Dolayisiyla Ica azalist hiicre i¢i Ca?*
homeostazi, kasilma ve hiicre ic¢i diizenleyici sinyallerin degisimine katki
saglamaktadir. Voltaj kenetleme yontemi ile elde ettigimiz Icy. bulgularimiz
literatiiriin de bahsettigi gibi diyabette diismektedir. Bununla birlikte Ang (1-7)
uygulamasinin Ica ’deki azalisi engelledigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda LVCC
protein miktarlari dl¢iilmiis ve DKM’de protein miktarinda azalma gozlenmistir. Ang
(1-7) uygulamasinda bu azalma bulgusuna rastlanmamustir. Bu bilgilerin neticesinde
hiicre igine giren Ca’"’un azaliginin Ang (1-7) ile engellendigi soOylenebilir.
Engellenen Ca®* azalis1 sayesinde DKM’de gbriilen kasiima bozukluklarinin ve Ca**
ile baglantili hiicre i¢i sinyal aktivitelerinin toparlanma bulgular1 gosterebilecegine
dair bir potansiyele ulasilmistir. Elde ettigimiz LVCC verileride bu yorumumuzu
desteklemektedir. DKM’de azalan LVCC miktar1, Ang (1-7) uygulamasi sonucunda
engellenmistir. Bu durumun sonucunda DKM’de azalan lc,, Ang (1-7) ile

toparlanma yoniinde hareket edebilmistir.

DM doku ve hiicre diizeyinde uyarilma fonksiyonu iizerine gosterdigi olumsuz
etkileriyle birlikte, kasilma fonksiyonlarinda da degisikliklere neden olarak
patofizyolojik durumun ilerlemesini saglamaktadir. DKM fonksiyonel olarak iki tip
fenotipe sahiptir. Diyabetik kardiyomiyopatinin ilk asamast klinik olarak
asemptomatiktir ve artmus fibroz ve sertlik ile karakterizedir. Erken diyastolik
dolumun azalmasi, atriyal dolum ve genislemede bir artigla beraber ayrica yiliksek bir
sol ventrikiil diyastolik basing artig1 gézlenir (Westermeier ve ark., 2016). DKM'nin
ikinci asamasi, sol ventrikiil hipertrofisi, kardiyak yeniden modelleme, ilerleyen
kardiyak diyastolik disfonksiyon ve bunun sonucunda normal EF ile kalp
yetmezliginin klinik endikasyonlarinin ortaya ¢ikmasi ile karakterizedir (Jia ve ark.,
2016). DKM’nin ilerlemesi ile diyastolik fonksiyon bozuklugu ve azalmis kardiyak
kompliyans ve nadiren azalmis kompliyansa eslik eden sistolik fonksiyon bozuklugu
meydana gelebilir. Bu da EF’nin azalmasina, uzun siireli 6n ejeksiyon
performansina, geniglemis bir sol ventrikiil odacigina, kisaltilmis ejeksiyon siiresine
ve son olarak artmig dolum basincinin eslik ettii doluma kars1 artan dirence neden

olur.

Diyastolik fonksiyon iki asamada degerlendirilmektedir. Bunlardan ilki pasif

releksasyon degerlendirmesidir. Bu degerlendirme igerisinde hipertrofi ve
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kompliyans parametreleri degerlendirilir. TIDM’de yapilan bir calismaya gore
hipertrofi bulgusunun gozlenmedigi bildirilmistir (Kanamori ve ark., 2015). Bizim
bulgularimiz da bu degerlendirmeyle uyumludur. Diyastolik fonksiyon
bozuklugunda kompliyans azalmaktadir. Kompliyans azalist EDV’nin kontrole gore
sola kaymasi ve izovolumetrik kasilma Oncesindeki EDP’nin artmasiyla
tanimlanmaktadir. DKM  grubunda gozlenen verilerimiz bu  6zellikleri
desteklemektedir ve diisiik kompliyansa sahip oldugu goésterilmistir. DKM+Ang 1-7
grubunda ise izovolumetrik kasilma Oncesi EDP’de artis olmasina ragmen asil
belirleyici olan EDV kontrole gore azalmamistir. Hatta kontrole gore artis
gostermektedir. Kompliyans ventrikiiler sertlik ile ters orantilidir. Ventrikiiler
sertligin dolayisiyla da kompliyans azalisinin nedeni doku igerisinde kollojen
birikimi ve fibrozis gelismesidir. Ang (1-7) uygulamasmin diyabetik kardiyak
dokuda kollejen birikimini ve fibrozisi engelledigi gosterilmistir (Singh, Singh ve
ark., 2011; Papinska ve ark., 2016). DKM+Ang 1-7 grubundaki kompliyans
azalisinin DKM’ye gore gerilemis olmasinin nedeni olarak, Ang (1-7)’nin anti-
fibrotik ve anti-inflamatuar ozellikleri gosterilebilir. Diyastolik  fonksiyon
bozuklugunun belirlerlenmesinde inceledigimiz ikinci olgu aktif relaksasyondur.
Temelde izovolumetrik gevseme degerlendirilmektedir. Buna bagli olarak DKM’de
aktif relaksasyon siiresinin uzadigini soyleyebiliriz (Sekil 4.4.D). Ang (1-7)
uygulamasi bu uzamayi azaltmistir. Aktif relaksasyon siiresinin uzamasi sol ventrikiil
odacik gevsemesinin uzadigini ya da tamamlanamadigini gosterir. Bu tip bir eksiklik
sonucunda gevseme-kasilma siirecleri boyunca yeterli kan hacmi sol ventrikiile
dolamayacak ve sol ventrikiilden gonderilemeyecektir. Bununla birlikte sempatik
aktvitedeki bir artis sonucunda yeterli kan hacminin gonderilememesine bagli olarak
kalbin de icersinde olacagi organ perfiizyonlarinda bozulmalar gergeklesecektir. Bu
tip bir bozulma kardiyak dokuda iskemik hasara yol agabilecektir. DKM’de gézlenen

bu bozulmanin da Ang (1-7) ile diizeldigi gozlenmistir.

Temelde kardiyovaskiiler sistemin fonksiyonu Frank-Starling yasasini korumak ve
stirdiiriilebilirligini saglamaktir. Bu yasa uyarinca kalbe vendz sistemle geri donen
kan hacmini karsilayacak sekilde aorta’ya kan génderilmelidir. Bunun i¢in de kalbin
inotropik 6zelliginin korunmasi énemlidir. SW, CO ve SV verilerine gére DKM’de
bu fonksiyon bozulmustur (Radovits ve ark., 2009). Kalpten aorta’ya daha az kan

hacmi yollanmaktadir. Bunun iki nedeni olabilir. Bunlardan ilki kontraksiyonun
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azalmasidir. Bu durumu degerlendirmek kardiyomiyositlerden aldigimiz kisalma
Olciimleri sonucunda, DKM grubunda L/L parametresinin azaldigi bulgusu bu
olguyu hiicre diizeyinde desteklemektedir. Ikincisi ise vendz doniisde azalmadir.
Venoz doniisiin azalmasina kalbe gelen kan hacminden daha azinin vaskiiler sisteme
gonderilmesi sonucu sol ventrikiil dolumuna daha az hacimde kan gelmesinin
yaninda, kan dolum hizinin da azalmasi katki saglamaktadir. Bu durumun nedeni de
relaksasyon kisminda sol ventrikiil odacigimmin gevsemesinin uzamast ya da
tamamlanamamasina bagli olarak kontraksiyon oncesi dolum igin yeterli slirenin
kalmamasidir. DKM’de sol ventrikiile gelen kan hacminde [EDV+SV] ve dP/dt’de
azalma bulgularina ulasilmasi, yukarida vendz doniis ile alakali bahsettigimiz iki
durumun da gergeklestigini sdylemektedir. Buna ilaveten SV azalmasina bagli olarak
On yiikiin artmasi sol ventrikiilde bulunan kan hacminin yeterli miktarda aorta’ya
gonderilemedigini de dislindiirmektedir. DKM’de go6zlenen Ea artis1 aorta’nin
kompliyans yeteneginde azalma, sonug¢ olarak aort i¢i basmcin artisina neden
oldugunu isaret etmektedir. Bu iki olgu birlikte diisiiniildiigiinde DKM’de ventrikiiler
gbllenme olasilig1 kasilmanin bozulmasiyla birlikte artmaktadir. Dolayisiyla DKM
kasilma bozukluguna ve vendz doniisiin azalmasina neden olarak inotropiyi negatif

yonde degistirir.

Ang (1-7) uygulamasi kardiyomiyosit diizeyinde L/Lo’t arttirarak, kontraksiyon
bozulmasii diizeltir. SW, CO ve SV parametrelerini K seviyelerine getirerek
inotropik etkiyi korumay1 basarir. Ayrica SV artis1 ve Ea’daki azalig sayesinde 6n
yiik artisim1 engelleyerek sol ventrikiile gelen hacmin gonderilmesini kolaylastirir.
[zovolumetrik gevseme ve sol ventrikiil basing degisim hizim1 diizelterek diyastolik
ayagin (lusitropi) korunmasini saglar. Bunlara ilaveten dolum hacminin de artmasi
Frank-Starling yasasinin korundugunu géstermektedir. Bu bilgilere dayanarak
DKM’de goriilen diyastolik fonksiyon bozuklugunu, Ang (1-7) uygulamasinin

diizelttigini sdyleyebiliriz.

DKM kalbin mekanik (toplam) enerjisinin [PVA=SW+PE] azalmasina neden
olmaktadir. Enerji eksikligi hiicresel solunum araciligiyla ATP iiretiminin azaldigin
diisiindiirmektedir. Bu durumun nedeni diyabet kosullarinda gozlenen glukoz ve lipit
metabolizmasinin bozulmas1 olabilecegi gibi, molekiiler O, yoksunlugundan da

kaynaklanabilmektedir.
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DKM’nin ilerleyen safhalarinda diyastolik fonksiyon bozuklugunun yaninda sistolik
fonksiyon bozukluklar1 da olusabilir. Sistolik fonksiyon bozuklugu organ
perfiizyonunda azalmaya neden olacagindan, yetmezlik bulgularinin olugsmasina ve
gelismesine katki saglayacaktir. Kardiyak doku 0Ozelinde diisiindiiglimiizde yeterli
kan hacmiyle muhatap olunamamasi metabolik siireclerde degisime neden olarak
enerji Uretimi eksikligine, glukoz ve lipit metabolizmasindaki yan {iriinlerin artigina
neden olarak homeostatik dengenin bozulmasina, molekiiler O, azalmasi1 nedeniyle
iskemik olgularin gelismesine neden olacaktir. Ayrica daha az hacimde kanin
arteriyal dolagima donmesi, vendz doniisiin azalmasina neden olarak Frank-
Starling’in bozulmasimi saglayacaktir. P-V loop metodolojisi kullanilarak bu olgu
degerlendirildiginde CO, SV ve %EF’nin azalmasi sistolik fonksiyon bozuklugunun
belirleyicilerindendir. Bulgularimiz DKM grubunda CO, SV ve %EF’nin azaldigimi
gostermektedir. Ang (1-7) uygulamast CO, SV ve %EF’de diizelme saglamistir. Bu
durum g6z oniline alindiginda Ang (1-7) molekiiliinin DM kaynakli olas1 sistolik
fonksiyon bozuklugunu ve bu fonksiyon bozukluguna bagli olarak gelisecek ikincil

etkileri engelledigi sdylenebilmektedir.

Yukarida bahsedilen bilgilere dayanarak DKM’de gozlenen diyastolik fonksiyon
bozuklugunu Ang (1-7) uygulamasi tedavi edebilmekte ve doku diizeyinde

fonksiyonu korumaktadir.

Doku diizeyinde gozlenen bu fonksiyon bozuklugu yukarida da tartisildig: gibi, hiicre
ici Ca®" homeostazinin bozulmasini takiben hiicre diizeyinde kasilmanin degisime
ugramasiyla iligkilidir. Dolayisiyla CICR mekanizmasimnin dengesinin ve olasi
degisimlerinin Onemli etkilere sahip olabilecegini soylemek dogru bir tespit
olacaktir. Verilerimiz dogrultusunda DKM grubunda Ica azaliminin ve bu azalmanin
nedeninin LVCC’nin protein miktarinda diislislin gergeklestigi sonucuna ulasilmistir.
Bu degisimin CICR’de degisimlere neden olarak hiicre ici Ca®" homeostazinda,
kasilma fonksiyonunda ve nihayetinde organ diizeyinde fonksiyon bozukluklarina

neden olacagi tahmin edilmektedir.

Elde ettigimiz veriler dogrultusunda diyastolik fonksiyon bozuklugu gelismis
DKM’de, hiicre diizeyinde de diyastolik siirecin degisime ugramasi beklenmektedir.
Hiicre diizeyindeki diyastolik siire¢ bazal Ca®* miktar1 ve relaksasyonda Ca®"’un

hiicre igerisinden uzaklastirilmasiyla degerlendirilir. Verilerimiz DKM’de bazal Ca?*
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miktarinin arttigin1 gostermektedir. Bu durum SR sizintilarindan dolayr meydana
gelebilecegi gibi sistol sonrast Ca’" uzaklastirmasinda meydana gelen degisimlerden
dolay1 ger¢eklesebilmektedir. Ca** geri alim siiresi DKM grubunda uzamaktadir. Bu
uzama hiicre i¢i Ca*" ana deposu olan SR’n Ca* iceri alimindan sorumlu alt birimi
olan SERCA2a’nin fonksiyonunda olusacak degisimlerden kaynaklanmasi en olasi
nedendir. SERCA2a islevini aktivitesinin diizenlenmesinden sorumlu PLB ile yerine
getirmektedir. PLB fosforillenmesi sonrasi SERCA2a aktiflesir ve SR igerisine Ca®
alimi gergeklesir. Incelemelerimiz sonrasmmda DKM grubunda SERCA2a protein
miktarinda azalma, fosforile PLB’de ise artma bulgularina rastlanildi. Literatiirde
PLB’nin azaldigin1 sdyleyen bilgilere rastlanmaktadir. Ancak ilgili kosullarda
SERCA2a bulgusu degisim gostermemis ve aktivite azalisi PLB aktivitesindeki
azaligdan dolayr kaynaklanmistir. Bizim bulgularimizda hali hazirda SERCA2a
miktarinin azalist PLB degismemis ya da artmis olsa bile SERCA2a aktivitesinde
azalisa neden olacaktir. Bununla birlikte bu proteinin kinetik durumu incelendiginde
protein bulgulariyla paralel bir sekilde SERCA2a kinetiginin yavasladigi bulgusu
gozlenmektedir. PLB aktivitesinde bir artis olmasmna ragmen, SERCA2a
proteinindeki azalis, Ca®" geri alim siiresindeki uzama SERCA2a kinetiginde
yavaglama, sonug¢ olarak fonksiyonun diistiigiiniin gostergesidir. PLB fosforilasyonu
artsa da, aktiflestirecek SERCA’nin yeteri diizeyde olmamasi SR igerisine Ca®*
aliminin azalmasina neden olacaktir. Ang (1-7) uygulamast DKM’de go6zlenen
SERCAZ2a azalisimi engellemistir. PLB diizeyini de kontrol seviyelerinde tutmayi
saglamistir. Bu bilgilerin yaninda SERCA?2a aktivitesinin azalmasini da engelleyerek
diyastolik Ca?* diizeyini toparlamayr saglamistir. Dutta ve ark. SERCA2a
aktivitesindeki azaligin PKA aktivasyonundaki azalmaya bagli oldugunu ve PKA
toparlamasinin SERCA2a aktivasyonunu iyilestirebilecegini gostermistir (Dutta ve
ark., 2002). DKM+Ang 1-7 grubundaki SERCA2a toparlanmasinin nedeninin DKM
durumunda azalan pPKA diizeyinin, Ang (1-7) uygulamasi sayesinde toparlanmasi

olarak goziikmektedir.

SR sizimtist da bazal Ca®* miktarmi degistirebilmektedir. Bu durum SR Ca®*
iceriginin degismesine ve sistol sirasinda dokiilen Ca®* miktarinin azalmasina,
dolayisiyla da hiicre diizeyinde kisalmanin kiiclilmesine neden olmaktadir.
Bulgularimiz DKM’de kisalma boyunun kiiciildiigii ve dokiilen Ca®" miktarim

azaldigin1 gostermektedir. Dokiilen Ca?**un azalisi geri donen Ca?*’un azalmasmdan
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ya da SR sizintisindan dolayr kaynaklanmaktadir. Yukarida tartisildigi tizere
DKM’de SR icerisine alinan Ca®* geri doniisii azalmistir. Ayrica Yaras ve ark. (Yaras
ve ark., 2005) yapmis oldugu ¢alisma diyabet kosullarinda kardiyomiyositlerde SR
sizintisinda artisin  oldugunu gostermistir. Sistolik fazda kullanilacak Ca*
miktarindaki azalisa bagli olarak DKM’de kontraksiyon boyu kiiciilmiistiir. Bu
durum sistolik Ca®* azalmasiyla birlikte, kasilma makinesinin Ca®’a kars:
duyarsizlasmasindan dolayr da gergeklesebilmektedir. PKC aktivasyonuna bagh
olarak troponin I ve T’nin fosforillenmesi sonucu Ca*’un baglanacagi troponin C
bolgelerinin kapandig1 ve kasilma islevinin azaldigi gosterilmistir. DKM grubunda
elde ettigimiz PKC artis1 kasilma boyunun kii¢lilmesinde bu yolagin da etkin
olabilecegini diistindiirmektedir. Ang (1-7) sayesinde PKC aktivitesindeki azalis ile
birlikte kasilma makinesinin Ca*" duyarsizhg da azalmstir. Bununla beraber Ang
(1-7) SERCAZ2a fonksiyonunu arttirarak geri doniisii arttirmis ve diyastol durumunda
sitozolde Ca®* birikimini engelleyerek kasilmanin fizyolojik smirlar igerisinde
bulunmasina katki saglamistir. Ayrica DKM’ye nazaran dokiilen Ca?* miktarimi

arttirarak da kasilma boyunda artisa neden olmustur.

Dékiilen Ca?* artisinin yaninda RYR’nin Ca?* senkronizasyonunu saglamasi da Ca?*
homeostazisinin devamliligi i¢in 6nemlidir. Senkronizasyon bozuklugu RYR’nin
aksesuvar proteinlerinin miktarsal ya da fonksiyonel degisikliklere ugramasindan
dolayr kaynaklanmaktadir. PP1, I-1, spinofilin, kalsindrin gibi proteinlerin
fonksiyonel azaliglart ya da RYR’den delokalize olmalar1 soncunda RYR kanalinin
acik ve kapali konumundaki sabitliginin korunamamasi kanalin hiper ya da
hipofosforilasyonuyla Ca?* sizintilariin meydana gelmesi ve bu durumu takiben
senkronizasyon isleminin bozulmasidir (Weber ve ark., 2015). Su anki bilgiler PKA,
PKC, CaMKII aktivitelerinin ve [Ca**]i miktarmin PPs ve I-1 fonksiyonlarinda
degisime neden olarak Ca®* salmimm ve senkronizasyon iizerine etkilerinin
olabilecegini gostermektedir ( Nicolaou ve Kranias 2009; Reiken ve ark., 2003;
Lehnart ve ark., 2009). Elde ettigimiz veriler RYR fosforilasyonu ya da
defosforilasyonunun 1-1 ve PP1 aktivitesiyle alakali olmadigini gostermektedir
(Weber ve ark., 2015). Ancak RYR aksesuvar proteinlerinin azalisi yada
delokalizasyonunun RYR senkron bozukluklarina neden olabilecegi ve olast bu
durumun Ca®* homeostazinin etkili diizenleyicileri olan PKA, PKC ve CaMKII'nin

aktivitelerindeki degisimlerden etkilenebilecegi gz oniinde bulundurulmalidir.
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DKM SR fonksiyonu iizerine etkisini CICR dengesini bozarak gostermektedir.
Bunun sonucunda kasilma bozukluklart meydana gelmektedir. Calismamiz Ang (1-7)
uygulamasmin bu fonksiyon bozukluklarmmi DKM’de degisen PKA ve PKC

aktivitelerinin toparlanmasini saglayarak etkisiz hale getirdigini gostermistir.

Lokal RAAS kardiyovaskiiler patolojilerde etkin rol oynamaktadir. Ozellikle
DKM’de Ang II/ATIR yolaginin etkisi ve prognoza olan katkis1 iyi tanimlanmistir
(Malhotra ve ark., 1997; Dandona ve ark., 2003; Westermann ve ark., 2007a;
Westermann ve ark., 2007b; Zhou ve ark., 2008, Lee ve ark., 2014). Bu yolagin
aktivasyonundaki artis kollojen birikimi ve fibrozis olusumuna; ROS artisina neden
olarak oksidatif strese; ERK1/2, p-38/MAPK gibi yolaklarin regiilasyon artisina
neden olarak inflamasyon artisina; glukoz ve lipit metabolizmasini bozarak enerji
tiretiminde eksiklige yada ilerlemis glukoz son iiriinleri (AGEs) gibi metabolik yan
tiriinlerin birikmesiyle hiicre i¢i homeostazin bozulmasia neden olmaktadir. Bunun
yaninda iglevi uyarilma ve kasilma fonksiyonlariyla temellenen kardiyomiyosit gibi
bir hiicre tipinde uyarilma bozukluklarina ve ardindan kasilma bozukluklarina neden

olmaktadir.

Hiicre diizeyindeki bu degisimler etkilerini dokuya yansitmakta, dolayisiyla dokunun
fonksiyonunda bozulmalar meydana gelmektedir. Hipertorfi ve ileti 6zelliklerinin
bozulmas: erken sathada ilk gozlenen degisikliklerdir. ilerleyen safhalarda Frank-
Starling yasasinin dengesinin degisimiyle diyastolik fonksiyon bozukluklarina,
%EF’s1 korunmus diyastolik fonksiyon bozukluguna sahip kalp yetmezligine ve
nihayetinde sistolik fonksiyon bozukluguna sahip kalp yetmezligine kadar

gelisebilen bir siirecin meydan gelmesi s6z konusu olacaktir.

Biitiin bu degisimlerin olmasin1 saglayan ACE/Ang II/ATIR aktivasyon artisi,
dolayisiyla bu yolak proteinlerinin miktarlarinda ve/veya aktivasyonlarinda
gerceklesen artislardir. ACE2/Ang (1-7)/MasR yolaginin kismen de olsa ortaya
cikarilmast ve fonksiyonlarmmin tanimlanmasi bu duruma olan bakis agisin
degistirmistir. Yukarida bahsettigimiz patofizyolojik degisimlerin gerceklesmesinde
ACE/Ang II/ATR yolaginin artmasmin yaninda, ayr1 ya da birlikte ACE2/Ang (1-
7)/MasR yolaginin ya da bu yolaktaki bir basamagin baskilanmasimin da

patofizyolojik stireglere etki edebilecegi yoniinde diislinceler ortaya ¢ikmaktadir.
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Elde ettigimiz sonuglar diyabetik kosullarda kardiyak dokuda ACE miktarinin
arttigini ve ACE2 miktariin azaldigimi gostermektedir. Bunun sonucunda Ang I
miktar1 artabilecek ve ACE2 baskilanmasindan dolay1 da Ang (1-7) iiretimi
baskilanacaktir. Ilging olan ise DKM’de ACE ve ACE2 enzim aktivitelerinde
gbzlenen azalmadir. Ciinkii beklenen ACE aktivitesinde artis dolayisiyla da Ang Il
tiretiminin artmasidir. Bu durumda DKM’de gozlenen ACE/Ang II/ATIR yolaginin
aktivasyonundaki artis soru isareti olusturmaktadir. Zhang ve ark. 2008 yilinda
yaptiklar1 calisma STZ ile indiiklenen diyabet hayvanlarinda DKM gelisimi
sonrasinda Ang I ve Ang II miktarinda artis bulgusuna ulasmislardir (Zhang ve ark.,
2008). Bununla birlikte yapilan ¢alismalar DKM’de kardiyak dokuda tespit edilen
Ang II'nin %75’lik diizeyinin kardiyak dokuda sentezlendigi ve plazma
konsantrasyonunda bir artisa rastlanilmadigi bilgisine ulasilmistir (De Mello ve
Danser, 2000). Sonugta ACE miktarinda ve Ang II diizeyinde artis gozlenmektedir.
DKM’de ACE2 miktar1 ve enzim aktivitesi azalmaktadir. ACE2 afinitesi Ang I’e
nazaran Ang II’ye 400 kat fazladir. Dolayisiyla bu azalma Ang (1-7) iretimini
azaltacak ve ACE2/Ang (1-7)/MasR yolaginin baskilanmasina ve dengenin
ACE/Ang II/ATIR yolag: tarafina kaymasina neden olacaktir. Yukarida bahsedilen
soru eksik sorulmus bir soru olarak diisiiniilebilir. Ciinkii ACE/Ang [I/AT1R
yolaginin regiilasyonunun artmasinin yaninda ACE2/Ang (1-7)/MasR yolagmin da
baskilanmasinin DKM olusumuna 6nemli bir katki vermesi bakis agisinin eksik
oldugunu gostermektedir. Aslinda bir tarafin aktive edilmesinin disinda diger tarafin
baskilanmasimin da en azindan esit derecede Onemli oldugu goriilmektedir. Bu
sorunsalt aciklayabilmek i¢in DKM durumunda Ang (1-7) uygulamasi

degerlendirmek dogru bir yaklasim olacaktir.

Diyabetik kardiyak dokuda Ang (1-7) artisinin saglanmasi ACE miktarinda azalisa,
ACE2 miktarinda ise kontrol seviyelerine kadar artisa ve ACE2 enzim aktivitesinin
artisina neden olmaktadir. Bu durum bozulmus dengenin yeniden olusturulabilmesi
icin regiilasyonu azalan tarafin her basamaginda artis saglanmasi yoniindedir. ACE
azalmasina bagli olarak Ang II {iretimi baskilanacak. ACE2 artis1 hem Ang (1-7)
olusumunu arttiracak hem de bir bagka anjiotensin tlirevi olan Ang (1-9) artisim
tetikleyerek dolayl olarak Ang (1-7) artisin1 saglayacaktir. DKM+Ang 1-7 grubunda
ACE aktivitesindeki artis bu Onermemize katki saglamaktadir. Ancak bu artis
diyabetin Ang (1-7) uygulamasiyla birlikte gelisen iyilestirici siireglere karst kendi
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fonksiyon degisikliklerini korumak i¢in bir hamle olarak da degerlendirilebilir. Bu
karmasa Ang II ve Ang (1-9) miktarlarin 6l¢iilmesiyle cevaplanabilir. Olast Ang
(1-9) artis1 gozlenirse, Ang (1-7) tiretiminin artmasi i¢in regiile oldugu sdylenebilir.
Eger Ang II diizeyinde artis olursa diyabetik kosullarin karsi bir hamlesi olarak
degerlendirilir. Bunun yaninda Ang (1-7) uygulamasiyla MasR miktarinda da
gbzlenen artis, DKM’de goézlenen gorece azalisa karsi bir hamle olarak kabul
edilebilir. Bu sayede ACE2/Ang (1-7)/MasR yolaginin her basamaginda aktivite

artis1 meydana gelerek dengenin yeniden olusturulmasi saglanmaktadir

Lokal RAAS bir¢ok aktif elemana sahip karsilikli bir denge igerisinde ¢alisan
hormonal bir sistemdir. Patofizyolojik siireglerin ilerlemesine bagli olarak bozulan
denge bir tarafa kaymakta ve sistem bozulmaktadir. DKM’de Ang II artiginin nedeni
de ACE2 azaligini takiben aktivitesi azalsa da miktar artisina bagl olarak ACE’in
devreye girmesidir. Bunun yaninda Ang (1-7) iretiminin de azalmasi sonucunda
ACE2/Ang (1-7)/MasR yolaginin baskilanmasindan dolay1 ACE/Ang II/AT1R
yolagi daha etkin hale gelmektedir. Sonuclarimiz degisimde merkezi oyuncunun

ACE2 miktar1 ve aktivitesindeki degisim oldugunu vurgulamaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda STZ ile olusturulan DKM patolojisi tizerine kronik olarak uygulanan
Ang (1-7)’nin organ ve hiicre diizeyindeki etkileri ve olast bu etkilerin
mekanizmalar1 arastirilmistir. Calismamiz sonucunda asagida maddeler halinde

Ozetlenen bulgulara ulagilmistir;

1) Diyabetten dolay1 sistolik ve ortalama kan basincinda artis gbzlenmis, Ang
(1-7) uygulamasi ile bu artis engellenmistir.

2) DM Kardiyak dokuda ventrikiil repolarizasyon siiresinde uzamaya neden
olarak EKG’nin QT intervalini uzatmistir. Ang (1-7) uygulamasi goézlenen bu
uzamayi engellemistir.

3) DM hiicre diizeyinde AP repolarizasyon siiresinde uzamaya neden olmustur.
Ang (1-7) uygulamasi bu uzamay1 engellemistir.

4) DM Iy ve ki akim yogunluklarinda azalisa neden olmustur. Ang (1-7)
uygulamasi bu azalis1 engellemis ve degerleri kontrol seviyelerine ¢ekmistir. Kv4.2
protein diizeyi DKM’de azalmis, ancak DKM+Ang 1-7°de kontrol seviyelerine
ulagmustir.

5) DM sol ventrikiil hemodinamik fonksiyonu degistirerek diyastolik fonksiyon
bozuklugunun meydana gelmesini saglamistir. Ang (1-7) uygulamas1 %EF, SW, CO,
SV, PVA ve dP/dt’de artis, Ea ve t°da azalig gdstererek meydana gelen diyastolik
fonksiyon bozuklugunun diizelmesini saglamistir.

6) DM hiicre seviyesinde, sarkomerik kisalma boyunu azaltarak ve kisalma
kinetiklerini yavaglatarak kontraksiyonu bozmustur. Ang (1-7) uygulamasi kisalma
boyundaki bu azalis1 engelleyerek kasilmanin toparlanmasina katki saglamistir.

7) DM lca. akim yogunlugunda azalmaya neden olmustur. Ang (1-7)
uygulamasi bu azalis oranini diigiirmiistiir. DM LVCC protein seviyesinde azalmaya
neden olurken, Ang (1-7) uygulamasinda bu azalis gézlenmemistir.

8) Ca®* geri alimi ve geri alim hizinda azalma DKM’de diyastolik serbest
Ca?’un artisina neden olmaktadir. Ang (1-7) uygulamasi SERCAZ2a protein
miktarini ve aktivitesini arttirarak geri alimi toparlamis, sonug olarak diyastolik Ca®*
miktar1 azalmistir.

9) DM sistolik Ca”* salmmim azaltmistir. Ang (1-7) uygulamasi azalisi

yavaglatmigtir.
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10) DM hiicre i¢i Ca®" diizenlenmesinde énemli etkileri olan PKA, PKC ve
CaMKII proteinlerinin aktivitelerinde degisikliklere neden olmustur. Ang (1-7)
uygulamasi bu degisimleri engelleyerek bozulan Ca*" homeostazini diizeltmistir.

11) DM lokal RAAS elemanlarindan ACE diizeyini arttirirken, ACE2 diizeyini
azaltarak fonksiyonda degisime neden olmustur. Ang (1-7) uygulamast bu
degisimleri engellemistir. Ayrica Ang (1-7) uygulamasi lokal RAAS elemanlarindan
olan MasR diizeyinde de artisa neden olmustur.

12) DM ACE2 enzim aktivitesini baskilamistir. Ang (1-7) uygulamasi
patofizyolojik kosullar altinda bu aktiviteyi arttirmistir.

Ang (1-7) uygulamasi, organ ve hiicre diizeyinde DM nin yaratmis oldugu fonksiyon
bozukluklarinda iyilesmeye neden olmustur. Bu veriler géz oniine alindiginda, Ang
(1-7) molekiiliniin ve dahil oldugu ACE2/Ang (1-7)/MasR yolaginin diyabet
kosullarinda gelisen kardiyomiyopati tedavisinde degerli katkilar verebilecek bir
tedaviye yonelik ajan olabilecegi fikrini destekleyecek bulgulara erigilmistir.
Literattire eklenecek olan bu basamak sayesinde, DKM patofizyolojisinin tedavisi

yoniinde yeni ve etkili yaklasimlarin olusmast adma etkili bir bakis agisi

kazandirilacaktir.

Sekil 6.1. Calismamizda elde ettigimiz diyabetik kardiyomiyopatide bozulan uyarilma-kasilma
ciftlenimi, degisen sinyal yolaklar1 ve lokal RAAS elemanlar1 {izerine Ang (1-7)’nin etkilerinin
sematik olarak gosterimi.
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Sonuglarimiz ACE2/Ang (1-7)/MasR yolagina ve patofizyolojik siireglerde lokal
RAAS etkisine yeni bir bakis agisi sunmaktadir. Bu yaklasimin daha fazla detayinin
belirlenmesiyle DKM patofizyolojisine sagladigi olumlu ve olumsuz katkilarin
kapsamli olarak anlasilmasi saglanacak ve nihayetinde tedavi yaklagimi verimli
diizeye gelebilecektir. Bahsedilen detaylandirmanin gergeklesebilmesi i¢in asagida

maddeler halinde verilen ¢aligmalar diisiiniilmektedir;

1) Diyabet gruplarinda karsilastigimiz  Incx’deki  kafeine bagli  olarak
gozlemledigimiz iki ya da ii¢ dalgali salinimin nedeninin arastirilmasi ve RYR’nin
bu durumla olan ilgisinin agiklanmasiyla birlikte SR Ca®" iceriginin tartisma

gotiirmeyecek sekilde belirlenmesi

2) DKM’de lokal ve sistemik acidan RAAS elemanlarimin diizeylerinin
karsilastirilmali olarak beraber degerlendirilmesi kurulan dengenin nasil olustugunu
anlamak i¢in iyi bir yaklagim olacaktir. Ayrica Ang (1-7)’nin akut etki dozunun,
kanallarda yaptigi degisikliklerin ve DKM durumunda bu etkilerin nasil
farklilagtiginin belirlenmsi elektrofizyolojik agidan ACE2/Ang (1-7)/MasR yolaginin

islevinin kapsamli arastirilmasi

3) DKM durumunda uzayan AP repolarizasyon siiresinin temel nedeni I, dur.
Bununla beraber bu kosullarda daha az bilgiye sahip oldugumuz Ca** ve ATP
bagimli K* kanallarmin fonksiyonlarinin belirlenmesi ve Ang (1-7)’nin etkisinin
degerlendirilmesiyle AP repolarizasyon siiresine farklt bir acidan etkisinin

arastirilmasi

4) DKM’de oksidasyon-rediiksiyon dengesinin degisimine bagl olarak K kanal
aktivitelerinde degisim gozlenmektedir. Ang (1-7) uygulamasimin bu dengeye ve

sistemin elemanlarma nasil katki saglayacaginin anlagilmasi

5) DM’den kaynakli Ca?* sahmmmm azalmasi RYR fonksiyonunun
bozulmasindan dolayidir. Ang (1-7)’nin bozulan RYR fonksiyonunu nasil ve hangi

mekanizmalarin etkisiyle diizelttiginin anlagilmasi

6) DKM’nin SERCAZ2a fonksiyonunu bozdugu bilinmekte ve Ang (1-7)’nin bu
fonksiyonu diizelttigi gozlenmektedir. Ang (1-7)’nin bu etkisini hangi hiicresel

mekanizmalarin etkisi ile ger¢eklestirdiginin arastirilmasi
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7) DKM ile meydana gelen kasilma bozuklugunun nedenleri arasinda
miyofilament duyarsizlasmasi da bulunmaktadir. Ang (1-7)’nin  kasilmay1

diizeltirken bu duruma da bir etkisinin olup olmadiginin anlasilmasi

8) ca® tasiyict ve kasilma makinesi proteinlerinde DM etkisi ile olusan

degisikliklere Ang (1-7) uygulamasi etkisinin belirlenmesi

9) Ang (1-7)’nin bu etkilerinin MasR disinda olas1 bagka reseptorler {izerinden

de gergeklesip ger¢eklesmeyeceginin arastirilmasi

10)  Diyabet olusumunu takiben DKM olusmadan once, bu olusumu tetikleyen

stirecler lizerine Ang (1-7)’nin etkisinin belirlenmesi

11)  RAAS igerisinde Ang (1-7) ve Ang (1-9) gibi yeni RAAS elemalarinin
olusumuna katki verdigi bilinen ancak detayli olarak bu sistemdeki islevleri ve
iliskileri incelenmemis ndétral endopeptidazlar (NEP) ve prolil endopeptidaz
(POP)’larin incelenmesiyle lokal RAAS’in daha detayli tanmlanmasi ve etkilerinin

belirlenmesi

Bu Onerilerimizle birlikte doktora tez calismamiz sonrasinda kazandirdigimiz yeni
bakis a¢ilarinin daha ayrintili tanimlanabilecegi ve yeni sorular iireterek bu aragtirma
konusunun ilerlemesinin saglanmasi i¢in Onemli arastirma alanlari saglayacagi

diistiniilmektedir.
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