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DİYABETİK SIÇANLARDA SICAK STRESİ 
VE KAS ATROFİSİ

ÖZET

Bu çalışmanın amacı, sıcak şoku proteini 72’nin (HSP72) diyabetik sıçanlarda kas atrofi-
si üzerine etkisini araştırmaktır. Kırkiki erkek Sprague-Dawley sıçan (Yaş = 4 hafta; Xvücut küt-

lesi=147±4g) rastgele yöntemle 5 deney grubuna ayrılmıştır. Gruplardan dördü kas atrofisinin
araştırılması için oluşturulan; Kontrol (KONT, n=6), Sıcak Stresi (SS, n=6), Diyabetik (D, n=12)
ve Sıcak Stresi-Diyabetik (SS-D, n=13) grupları olup, beşinci grup olan Sıcak Stresi-1 (SS1,
n=5) sıcak stresi uygulamasından 24 saat sonra HSP72 indüklenme düzeyinin belirlenmesi
amacıyla oluşturulmuştur. HSP72, sıcak su banyosu yöntemi kullanılarak indüklenmiştir. Sı-
cak su banyosu sırasında, hayvanların rektal vücut sıcaklığı 15dk süresince 42°C’de sabit tu-
tulmuştur. Sıcak stresi uygulamasından 24 saat sonra SS-D ve D gruplarındaki hayvanlara
tek doz streptozotosin (125mg kg-1) intraperitoneal olarak enjekte edilerek diyabet oluşturul-
muştur. Streptozotosin enjeksiyonundan 5 gün sonra tüm hayvanlara anestezi uygulanarak,
soleus (SOL) ve ekstansör digitorum longus kasları izole edilmiş, tartılmış ve HSP72 analizi
yapılıncaya kadar -80°C derin dondurucuda saklanmıştır. HSP72 analizinde tek boyutlu po-
liakrilamid jel elektroforezi ve immünoblot teknikleri kullanılmıştır. Diyabetik olmayan gruplar-
la karşılaştırıldığında diyabetik grupların kan glikoz düzeyi daha yüksek (P<0.05), vücut küt-
lesi ve mutlak kas kütlesi daha düşük (P<0.05) bulunmuştur. Kas dokularındaki relatif HSP72
düzeyleri tüm deney gruplarında kontrol grubu değerlerinden yüksek bulunmuştur. SS-D ve
D grupları arasında kas atrofisi yönünden anlamlı fark bulunmamıştır (P>0.05). Sıcak stresi
proteini indüklenmesi diyabetik sıçanlarda kas atrofisinin azaltılmasında etkili bulunmamıştır. 

Anahtar Sözcükler: Sıcak stresi proteini 72, sıcak stresi, kas atrofisi, tip 1 diyabet



78

Diyabetik S›çanlarda S›cak Stresi ve Kas Atrofisi

GİRİŞ 

Kas kaybı veya atrofisi tip 1 diyabetik
hastalarda ciddi bir komplikasyondur.
Bu komplikasyonun başlıca nedenleri
protein sentezinde düşüş (Fagan, Sata-
rug, Cook ve Tischler, 1987; Price ve
ark., 1996) ve protein yıkımında artıştır
(Mitch ve ark., 1999;  Price ve ark.,
1996; Smith, Wong ve Gelfan, 1989).

Vücut kütlesinin %40-45’ini oluştu-
ran iskelet kasları kan glikozunu düzen-
leyen başlıca dokudur. Gerçektende, in-
sülin bağımlı kan glikozu eliminasyonu-
nun çoğu iskelet kaslarında gerçekleşir

(DeFronzo ve ark., 1981).  Keza iskelet
kası hücresinin egzersiz sırasında insü-
linden bağımsız olarak glikoz alımını
sağladığı göz önüne alınırsa, kan glikoz
düzeyinin düşürülmesinde iskelet kası-
nın önemi daha bir anlam kazanmakta-
dır. Bu nedenle, kas kütlesinde oluşabi-
lecek atrofi, bir yandan bireyin fiziksel
çalışma kapasitesinde azalmaya ve aşırı
yorgunluğa neden olurken, diğer yandan
diyabetik hastanın kan glikozunu elimine
etme kapasitesinin düşmesine neden
olacaktır. Sonuç olarak, tip 1 diyabette
gözlenen kas atrofisinin engellenmesi,
gerek diyabetik hastanın glikozu elimine

HEAT STRESS AND MUSCLE ATROPHY IN  DIABETIC RATS

ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the effects of heat shock protein 72 (HSP72)
on muscle atrophy in diabetic rats. Forty-two male Sprague-Dawley rats (Age = 4 weeks;
Xbody mass=147±4g) were randomly assigned to one of 5 experimental groups. Four groups
were formed to study muscle atrophy: Control (CONT, n=6), Heat Stress (HS, n=6), Diabetic
(D, n=12) and Heats Stress-Diabetic (HS-D, n=13). The fifth group, Heat Stress-1 (HS1, n=5),
served to determine the degree of HSP72 induction 24 hours following heat stress. HSP72
was induced by placing the rats in a hot water bath.  During the bath rats’ rectal temperatu-
re was constant at 42°C for 15 minutes. Twenty-four hours after heat stress, a single dose
of (125mg kg-1) of streptozotocin was injected intraperitonealy to the rats in HS-D group and
D group to induce diabetes. Five days after streptozotocin injection all animals were anest-
hetized, muscle tissues (SOL, EDL) were removed, weighed and analyzed for HSP72 levels.
One dimensional electrophoresis and immunoblotting techniques were used to analyze
HSP72. Compared to those of non-diabetic groups, blood glucose levels were significantly
higher (P<0.05), and both body masses and absolute muscle masses were significantly lo-
wer in diabetic groups (P<0.05). Relative muscle HSP72 levels were higher in all experimen-
tal groups compared with the corresponding control values. There was no significant diffe-
rence in muscle atrophy between HS-D and D groups (P>0.05). Induction of stress proteins
was not effective in reducing diabetic muscle atrophy.

Key Words: Heat shock protein 72, heat stress, muscle atrophy, preconditioning, type 1
diabetes
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etme kapasitesindeki düşmenin engel-
lenmesi ve gerekse atrofinin yol açacağı
kas gücü ve dayanıklığının azalması gibi
komplikasyonların önlenmesi açısından
büyük önem taşımaktadır.

Protein yıkımındaki artış, tip 1 diya-
betiklerdeki kas atrofisinden sorumlu te-
mel mekanizmadır. Streptozotosin diya-
betiklerde iskelet kası protein yıkımın-
dan sorumlu temel mekanizma ise ATP-
bağımlı ubiquitin proteolitik yoludur
(Mitch ve ark., 1999; Price ve ark.,
1996). Diyabetik sıçanlarda, ubiquitin
proteasome yolunun hem düşük kan in-
sülin seviyesi hem de yüksek glucokor-
tikoid seviyesi nedeniyle aktive olduğu
belirlenmiştir (Mitch ve ark., 1999).

Kas kitlesi kaybı tip 1 diyabetin yanı
sıra, sepsis, kanser, kronik böbrek has-
talıkları gibi patolojik durumlarda ve me-
kanik yükün ortadan kalkması ya da
mikro yerçekimi gibi koşullarda da gö-
rülmektedir. Tip 1 diyabette olduğu gibi
yukarıda sözü edilen durumlarda gözle-
nen kas protein yıkımından sorumlu yo-
lun da ATP-bağımlı ubiquitin proteaso-
me yoludur (Lecker, Solomon, Mitch ve
Goldberg, 1999). Dolayısıyla, diyabet dı-
şında ATP-bağımlı ubiquitin proteasome
yolunun devreye girdiği durumlarda
(mekanik yükün ortadan kalkması ya da
mikro yerçekimi gibi) oluşan iskelet kası
atrofilerini önleyebilen yöntemler, tip 1
diyabette gözlenen kas atrofisinin engel-
lenmesi için de bir çıkış noktası oluştu-
rabilir. Son yıllarda, sıcak şoku proteinle-
rinin (HSP) protein sentezi ve yıkımında-

ki rolü önem kazanmıştır.  Translasyon
sırasında 70kDa ailesinden HSP72’nin
yeni sentezlenen peptidlere eşlik ederek
onları hücredeki protein yıkıcı enzimlerin
etkisinden koruduğu ve fonksiyon gör-
dükleri yere güvenle ulaşmalarını sağla-
dığı belirlenmiştir (Fink, 1999; Welch,
1992). Ayrıca, stres koşullarında HSP72
proteinlere bağlanarak strese bağlı pro-
tein hasarını önler (Fink, 1999). Bu bağ-
lamda, yüksek HSP72 düzeyinin kalpte
iskemi-reperfüzyon hasarı da dahil çe-
şitli streslere karşı dokuları koruduğu or-
taya konmuştur (Demirel ve ark., 2001;
Naito ve ark., 2000; Powers ve ark.,
1998). HSP72’nin bu fonksiyonu deney-
sel olarak oluşturulan iskelet kası atrofi-
sini azaltıp azaltamayacağı sorusunu
gündeme getirmiştir. Gerçekten de, sı-
cak stresi uygulaması ile HSP72 seviye-
sinin artırılması, sıçanlarda kuyruğun as-
kıya alınarak arka bacaklarda mikro yer
çekiminin mimik edilmesiyle oluşan so-
leus kası atrofisini % 32 oranında azalt-
mıştır (Naito ve ark., 2000). 

Tip 1 diyabette ve kuyruğun askıya
alındığı yüksüzleştirme modelinde kas
protein yıkımına neden olan mekaniz-
manın ATP-bağımlı ubiquitin proteaso-
me yolu olduğu tekrar anımsanırsa, artı-
rılmış  HSP72 düzeyinin tip 1 diyabette;
doğrudan zarara uğramış iskelet kas
proteinlerini onararak ve/veya  yeni pro-
tein hasarını önleyerek kas kaybını azalt-
ması söz konusu olabilir. Bu nedenle, bu
çalışmanın amacı, sıcak stresi uygula-
masıyla iskelet kası HSP72 düzeyenin



artırılmasının streptozotosin diyabetik
sıçanlarda kas atrofisi üzerine etkisini in-
celemektir. 

YÖNTEM

Hayvanlar: Bu çalışma, Hacettepe
Üniversitesi Deneysel Hayvanları Etik
Kurulu tarafından onaylanmıştır. Çalış-
mada, lisanslı bir hayvan laboratuarın-
dan (SLC, Shizuoka, Japonya) sağlanan
toplam 42 genç erkek Sprague Dawley
sıçan (yaş = 4 hafta, vücut kütle-
si=147±4g) kullanılmıştır. Hayvanlar ken-
di istedikleri miktarda su ve sıçan yemi
(Lab Diet) ile beslenmişler ve 12:12 saat
aydınlık ve karanlığa maruz bırakılmış-
lardır. 22±1°C sıcaklık ve % 50±5 nem
içeren ortamda 3 veya 4 sıçandan olu-
şan gruplar halinde standart kafeslerde
barındırılmışlardır. İki günlük ortama alış-
ma döneminden sonra, hayvanlar ras-
gele yöntemle beş gruba ayrılmıştır.
Gruplardan dördü kas atrofisini belirle-
mek amacıyla oluşturulan Kontrol
(KONT; VK = 146±2g, n = 6), Sıcak Stre-
si (SS; VK = 146±3 g, n = 6), Diyabetik
(D; VK = 145±3 g, n = 12) ve Sıcak Stre-
si-Diyabetik (SS-D; VK = 146±5 g, n =
13) grupları olup, beşinci grup olan Sı-
cak Stresi-1gün (SS1; VK = 157±5 g n=
5) sıcak stresi uygulamasından 24 saat
sonra HSP72 indüklenme düzeyinin be-
lirlenmesi amacıyla oluşturulmuştur. 

Deneklerin vücut ağırlıkları (Shimad-
zu Corp., BL-2200H tipi hassas tartı, Ja-
ponya) ve yem tüketimleri günlük, su tü-

ketimleri ise deney süresince tüketilen
toplam su miktarı olarak belirlenmiştir.

Deney Protokolü

Sıcak Stresi: SS ve SS-D grubunda-
ki hayvanlara, hafif anestezi altında
(25mg kg-1 sodyum pentobarbütirat), sı-
cak su (su sıcaklığı: 42.5°C) banyosu
yömtemiyle toplam 30dk sıcak stresi uy-
gulanmıştır. Sıçanlar 42.5°C sıcaklıktaki
su içine konarak ilk15 dk içinde rektal
vücut sıcaklıklarının yavaş yavaş
42°C’ye çıkması, daha sonra da rektal
sıcaklık probu (EYELA Thermistor Temp-
pet, T-80, Rikakikai CO Ltd., Tokyo) ara-
cılığıyla denetlenerek son 15 dk süresin-
ce 42°C’de sabit kalması sağlanmıştır
(Şekil 1). Sıcak stresi uygulamasından
hemen sonra hayvanlara oral yolla 2 ml
izotonik sodyum klorür (% 0.9 NaCl) so-
lüsyonu verilerek,  22°C oda sıcaklığında
bulunan kafeslerine alınmıştır. Sıcak su
banyosundan çıkarılan deneklerin rektal
vücut sıcaklıklarının ortalama 5 dk içinde
37-38°C’ye düştüğü belirlenmiştir.
KONT ve D grubundaki hayvanlara sa-
dece anestezi uygulanmıştır.

Streptozotosin (STZ) Enjeksiyonu:
Sıcak stresi uygulamasından 24 saat
sonra, D ve SS-D grubundaki hayvanla-
ra tek doz (125mg kg,-1 i.p.) STZ enjek-
te edilmiştir. Diyabetik koşulların oluşup
oluşmadığı, streptozotosin uygulama-
sından 24 saat sonra kan glikoz düzeyi
(BIOSEN 5030 Blood Glucose and Lac-
tate Analyser) ölçülerek belirlenmiştir.
Ayrıca, idrarda glikoz ve idrar pH’ı strip
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(Arkray, Japonya) kullanılarak değerlen-
dirilmiştir. Sonuçlara göre, D grubunda
12 hayvandan 2’sinde, SS-D grubunda
ise 12 hayvandan 4’ünde diyabetik ko-
şulların oluşmadığı belirlenmiş ve bu
hayvanlar çalışmadan çıkarılmıştır. Sıcak
stresi uygulamasına bağlı olarak, SS-D
grubunda 1 hayvan kaybı gerçekleşmiş-
tir.

Kas Dokusunun Hazırlanması: Strep-
tozotosin uygulamasını takibeden be-
şinci günün sonunda hayvanlar intrape-
ritoneal yolla enjekte edilen sodyum
pentobarbütirat (50 mg kg-1) ile anestezi
edilmişlerdir. Cerrahi düzeyde anestezi
oluştuktan sonra, arka bacaklara ait so-
leus (SOL) ve ekstansör digitorum lon-
gus (EDL) kasları hızlı bir şekilde çıkartıl-
mış, tartılmış ve likit nitrojen içinde don-

durulmuştur. Kaslar, HSP72 düzeyi ana-
liz edilinceye kadar -80°C derin dondu-
rucuda saklanmıştır. 

HSP72 Analizi: HSP72 analizi için,
her deney grubundaki EDL ve SOL kas-
ları ayrı ayrı havuzlanmıştır. İskelet kas-
larındaki HSP72 düzeylerinin belirlen-
mesi için Locke, Tanguay, Klabunde ve
Ianuzzo (1995) tarafından tanımlanan
poliakrilamid jel elektroforezi ve immü-
noblot teknikleri kullanılmıştır. Kısaca,
kas örnekleri çok küçük parçalara ayrıl-
dıktan sonra soğuk homojenizasyon
tamponunda (10mM Tris baz, 10mM
NaCl, 0.1mM EDTA ve 15 mM 2-mer-
kapto-etanol, pH 7.6) homojenize (Omni
International TH Homojenizator) edil-
miştir. Daha sonra, 12.000g’de 15 dk
santrifüj (Kubota 6930) edilmiş ve super-
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Şekil 1. Sıcak stresi uygulaması sırasında sıçanların rektal vücut sıcaklığı değişimine tipik bir

örnek.



natantların toplam protein konsantras-
yonu Bradford (1976) tekniğine göre be-
lirlenmiştir. Tek boyutlu sodyum dodesil
sülfat (%12 SDS) poliakrilamid jel elekt-
roforezine proteinler yüklenerek (20mg
toplam protein) 1 saat süreyle Bio-Rad
elektroforez sistemi (10x10cm) yardı-
mıyla proteinlerin moleküler ağırlıklarına
göre ayrılması sağlanmıştır. Daha sonra,
proteinler 0.45mm kalınlığında nitrosel-
lüloz membranlara yarı-kuru transfer
sistemi (Mini Bio-Rad, Hercules, CA)
aracılığıyla 100V elektrik uygulanarak
20dk süresince transfer edilmiştir. Prote-
in transferinden sonra nitroselluloz
membranlar 1 saat süreyle fosfat tam-
ponu içerisinde % 3’lük bovin serum al-
bümin kullanılarak bloke edilmiştir.
Membranlar, alkalen fosfataz ile konjuge
HSP72 için özel monoklonal antikor
(StressGen SPA-810AP, Victoria, BC) ile
inkübe edilmiştir (1:500 sulandırma). Da-
ha sonra, membranlar önce ikinci bir an-
tikor ile (goat anti-mouse immunoglobin
G conjugated to alkaline phosphatase;
Bio-Rad), sonra da bromocloroindolyl
phosphate-nitro blue tetrazolium subst-
ratı ile reaksiyona sokulmuştur. İmmü-
noblot bantları, tarayıcı aracılığı ile veri
analiz sistemine transfer edilmiş ve rela-
tif HSP72 artışları kompüterize densito-
metre ve NIH analiz programı (Scion
Image) kullanılarak belirlenmiştir.  

Verilerin Analizi: Deneysel gruplar
arasında kas atrofisi yönünden farklılık
olup olmadığı Kruskall Wallis Varyans

analizi kullanılarak belirlenmiştir. Gruplar
arasındaki farkın hangi gruptan kaynak-
landığını belirlemek için Bonferroni dü-
zeltmesi kullanılmıştır. Grup içi ve grup-
lar arası farklılıkların değerlendirilmesin-
de sırasıyla Wilcoxon Eşleştirilmiş İki Ör-
nek Testi, Bağımsız Gruplarda t-Test ve
Fisher Exact Testi kullanılmıştır. Tüm is-
tatistiksel işlemler Windows altında çalı-
şan SPSS 10.0 paket programında ya-
pılmış ve yanılma düzeyi 0.05 olarak
alınmıştır.

BULGULAR

Sıcak Stresi ve Streptozotosin Enjek-
siyonunun HSP72 Düzeyine Etkisi: 30
dk’lık sıcak stresi uygulaması sonrası
SOL ve EDL kasından elde edilen
HSP72 immünoblotu ve relatif HSP72
değerleri Şekil 2’de sunulmuştur. Deney
gruplarındaki tüm kas örnekleri HSP72
analizi için havuzlama yöntemiyle birleş-
tirimiştir. Değerler kontrol grubunun kas-
larında belirlenen HSP72 değerleri 100
birim olarak kabul edilerek hesaplanan
HSP72 miktarını yansıtmaktadır.

Sıcak stresi uygulamasından 24 saat
sonra belirlenen HSP72 değerleri hem
SOL (47%) hem de EDL (344%) kasla-
rında kontrol değerlerinden daha yüksek
bulunmuştur (Şekil 2). Bu bulgu, sıcak
stresi  uygulamasının HSP72 indüklen-
mesinde başarılı olduğunu göstermek-
tedir. Beş gün sonra HSP72 düzeyleri ilk
gün değerleri ile karşılaştırıldığında dü-
şüş göstermekle beraber yine hem SOL
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(14%) hem de EDL (160%) kaslarında
KONT değerlerinden daha yüksektir. 

Diğer önemli bir bulgu ise, sıcak stre-
si uygulanmamış olmasına karşın D gru-
bunda SOL (20%) ve EDL (41%) kasları-
nın her ikisinde de HSP72 düzeylerinin
KONT değerlerinden daha yüksek bu-
lunmasıdır. Kontrol değerleri ile karşılaş-
tırıldığında SS-D grubunun SOL ve EDL
kaslarının HSP72 düzeyleri sırasıyla
%66 ve %571 oranında yüksek bulun-
muştur. Ayrıca, SS-D grubunun SOL ve
EDL kasları HSP72 düzeyleri SS1 gru-
bununkinden sırasıyla %13 ve %51 ora-
nında daha yüksektir.

Diyabetik Koşullar: Streptozotosin

enjeksiyonu ile diyabetik koşulların olu-

şup oluşmadığı kan glikoz düzeyleri, gli-

kozüri ve idrar pH düzeyi ölçülerek kont-

rol edilmiştir. Ayrıca, streptozotosin en-

jekte edilen hayvanlarda poliüri ve poli-

dipsi gibi diyabetin diğer belirtileri göz-

lenmiştir. İdrar miktarı ölçülmemiş ol-

makla beraber diyabetik (D ve SS-D)

hayvanların kafeslerindeki samanların

diyabetik olmayanlardan (KONT ve SS)

daha sık ıslanması poliürinin göstergesi

olarak değerlendirilmiştir. Polidipsi yö-

nünden ise, çalışma süresince hayvan-

ların su tüketimleri ölçülmüş ve  diyabe-

tik hayvanların su tüketiminin (452 ml/sı-

çan) diyabetik olmayanlardan (230

Şekil 2. SOL ve EDL kaslarının HSP72 immünoblotu (üstte) ve relatif HSP değerleri (çubuk
grafikler). Şekilde soldan sağa doğru her çubuk sırasıyla kendisine karşılık gelen im-
münoblotu yansıtmaktadır. Kontrol grubu (KONT, n=6), Sıcak Stresi-1 grubu (SS1,
n=5, sıcak stresinden 24 saat sonra HSP72 düzeyini belirlemek için oluşturulmuş-
tur), Sıcak Stresi grubu (SS, n=6), Diyabetik grup (D, n=10), Sıcak Stresi-Diyabetik
grup (SS-D, n=7). HSP72 değerleri 100 birim olarak kabul edilen kontrol grubu de-
ğerlerine göre hesaplanan relatif HSP72 miktarını yansıtmaktadır. 



ml/sıçan) yüksek olduğu belirlenmiştir.
Kan glikoz düzeyi, idrar pH ve glikoz dü-
zeylerine ilişkin ayrıntılar aşağıda sunul-
muştur. 

Kan Glikoz Düzeyi: STZ enjeksiyonu-
nu takiben 1. ve 5. günlerde ölçülen kan
glikoz düzeyleri Şekil 3’de sunulmuştur.  

Şekil 3’den anlaşılacağı gibi, STZ en-
jeksiyonundan 24 saat ve 5 gün sonra
ölçülen kan glikoz değerleri diyabetik
gruplarda diyabetik olmayanlardan yak-
laşık 3 kat daha yüksektir (P < 0.05). Bu
bulgu STZ enjeksiyonunun diyabet oluş-
turulmasında başarılı olduğunu göster-
mektedir. Ayrıca, D grubunun beşinci
gün ölçülen kan glikoz düzeyi birinci gün

ölçülenden daha yüksek bulunmuştur (P
< 0.05). Ancak, SS-D grubunun birinci
ve beşinci gün ölçülen kan glikoz düzey-
leri arasında anlamlı farklılık bulunma-
mıştır (P > 0.05). 

İdrar Glikoz ve pH Düzeyi: Diyabetik
hayvanların idrar pH düzeyi (5.78±0.25)
diyabetik olmayanlarınkinden
(6.44±0.68) düşük bulunmuştur (P <
0.05). Yanı sıra, sadece diyabetik hay-
vanların idrarında glikoz tespit edilebil-
miştir. 

Vücut Kütlesi: Streptozotosin enjek-
siyonundan 5 gün sonra belirlenen vü-
cut kütlesi diyabetik gruplarda (D ve SS-
D) diyabetik olmayanlardan (KONT ve
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Şekil 3. STZ enjeksiyonundan 1 ve 5 gün sonra belirlenen kan glikoz düzeyleri. Kontrol gru-
bu (KONT, n=6), Sıcak Stresi grubu (SS, n=6), Diyabetik grup (D, n=10), Sıcak Stre-
si-Diyabetik grup (SS-D, n=7). Şekilde, ortalama ± standart sapma değerleri sunul-
muştur. *KONT ve SS gruplarından farklı, §Birinci gün değerlerinden farklı (*§P <
0.05). 



SS) daha düşük bulunmuştur (P < 0.05).
Streptozotosin enjeksiyonu öncesi ve
araştırmanın sonunda (5. gün) ölçülen
vücut kütlelerinin grup içi ve gruplar ara-
sı karşılaştırma sonuçları Şekil 4’te su-
nulmuştur.  

Deney grupları arasında streptozoto-
sin enjeksiyonu ve sıcak stresi uygula-
ması öncesi ölçülen vücut kütleleri yö-
nünden farklılık olmaması (P > 0.05), ge-
rek streptozotosin enjeksiyonu gerekse
sıcak stresi uygulaması öncesi deney
gruplarının vücut kütlelerinin benzer ol-
duğunu göstermektedir. Öte yandan, D
ve SS-D gruplarının beşinci gün ölçülen
vücut kütleleri KONT ve SS gruplarının-

kinden yüksektir (P < 0.05). D ve SS-D

gruplarının beşinci gün ölçülen vücut

kütleleri kontrol değerlerinden sırasıyla

%33 ve %36 oranında düşüktür. KONT

ve SS ile D ve SS-D grupları arasında

ise, beşinci gün ölçülen vücut kütleleri

yönünden anlamlı farklılık bulunmamıştır

(P > 0.05). 

Beş günlük süre içerisinde, KONT ve

SS gruplarının vücut kütleleri sırasıyla

%24 ve %23 oranında artmıştır (P <

0.05). Öte yandan, hem D hem de SS-D

gruplarının vücut kütleleri %16 oranında

düşmüştür (P < 0.05). 
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Şekil 4. STZ enjeksiyonu öncesi ve 5. gün belirlenen vücut kütlesi değerlerinin grupiçi karşı-
laştırılması. Şekilde, ortalama ± standart sapma değerleri sunulmuştur. *STZ enjek-
siyonu öncesi değerlerden farklı (P < 0.05).



Kas Atrofisi: Deney gruplarının mut-
lak kas kütleleri Şekil 5’te verilmiştir. Di-
yabetik grupların SOL ve EDL kaslarının
kütlesi diyabetik olmayanlarınkinden dü-
şüktür (P < 0.05). Diyabetik ve diyabetik
olmayan hayvanların kas kütleleri ara-
sındaki farklılık, EDL kasında SOL kası
ile karşılaştırıldığında daha yüksektir.
SOL ve EDL kaslarının mutlak kütleleri D
(sırasıyla %24 ve %34) ve SS-D (sırasıy-
la %25 ve %41) gruplarında KONT de-
ğerlerinden daha düşüktür (P < 0.05).
KONT ve SS ile D ve SS-D grupları ara-
sında mutlak kas kütleleri yönünden an-
lamlı farklılık bulunmamıştır (P > 0.05). 

TARTIŞMA

Bu çalışmanın ana bulguları şunlar-
dır: 1) streptozotosin enjeksiyonu sıcak
stresi uygulanmayan sıçanlarda HSP72
indüklenmesine neden olmuştur, 2)
HSP72 ekspresyonunun en yüksek ol-
duğu grup, hayvanlara önce sıcak stresi
uygulanan daha sonra da streptozotosin
enjekte edilen SS-D grubudur, 3) sıcak
stresi yöntemiyle HSP72 indüklenmesi
diyabetik sıçanlarda kas atrofisini azalt-
mamıştır. Bu çalışmanın diğer ilginç bul-
guları ise şunlardır: 4) streptozotosin en-
jeksiyonuna karşın diyabet oluşmama
oranı sıcak stresi uygulanan (SS-D,
4/12) ve uygulanmayan (D, 2/12) grup-
larda ortalama %25’tir, 5) sıcak stresi
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Şekil 5. Mutlak kas kütleleri. Kontrol grubu (KONT, n=6), Sıcak Stresi grubu (SS, n=6), Diya-
betik grup (D, n=10), Sıcak Stresi-Diyabetik grup (SS-D, n=7). Şekilde, ortalama ±
standart sapma değerleri sunulmuştur. *KONT ve SS gruplarından farklı (P < 0.05).



uygulaması streptozotosin enjeksiyonu-
nu takip eden 5 günlük süre içinde kan
glikoz düzeyinin daha fazla artmasını
önlemiştir.

HSP72 İndüklenmesi: Tam vücut hi-
pertermisinin sıçan dokularında stress
proteinlerini artırdığı bilinmektedir (Jo-
yex ve ark., 1999; Kimoto ve ark., 2000;
Naito ve ark., 2000).  Bu çalışmada,
HSP72 analizi havuzlanmış kas örnekle-
ri üzerinde yapıldığı için HSP72 düzeyle-
rine ilişkin istatistiksel bulgu sunulama-
mıştır. Bununla beraber, sıcak stresi SOL
ve EDL kaslarında HSP72 düzeyini sıra-
sıyla %47 ve %344 oranında artırmıştır
(Şekil 2). Çalışmanın sonunda, HSP72
düzeyleri hem SOL hem de EDL kasla-
rında KONT değerlerinden sırasıyla %14
ve %160 oranında daha yüksektir. Bu
nedenle, uygulanan sıcak stresi proto-
kolünün HSP72 indüklenmesinde başa-
rılı olduğu açıktır. 

Diyabetin Oluşturulması: Yüksek kan
glikoz düzeyi, düşük idrar pH’ı, glikozü-
ri, poliüri ve polidipsi belirtilerine göre
streptozotosin enjeksiyonu hayvanların
%75’inde diyabet oluşturulmasında ba-
şarılı olmuştur (Şekil 3). Ayrıca, literatür-
le uyumlu olarak (Fagan ve ark., 1987;
Price ve ark., 1996) diyabetik sıçanların
vücut ve kas kütleleri diyabetik olma-
yanlardan daha düşüktür (Şekil 4 ve 5).

Streptozotosin Enjeksiyonunun
HSP72 İndüklenmesine Etkisi: Sıcak
stresi uygulanmayan diyabetik sıçanlar-
da hem SOL (%20) hem EDL (%41) kas-
larında HSP72 düzeyi yüksek bulun-

muştur (Şekil 2). Ayrıca, Hem SOL hem
EDL kaslarının HSP72 düzeyleri sıcak
stresi uygulanan diyabetik sıçanlarda
(SS-D) sıcak stresi uygulanan diyabetik
olmayan (SS) sıçanlardan  sırasıyla %19
ve %227 oranında yüksek bulunmuştur
(Şekil 2). Bu bulgular, bir stres modeli
olarak diyabetin HSP72 indüksiyonuna
yol açtığını ve deney grupları arasında,
en yüksek HSP72 indüklenmesinin iki
farklı strese (sıcak ve diyabet) maruz ka-
lan sıcak stresi-diyabetik grubunda (SS-
D) gerçekleştiğini göstermektedir. Bu
bağlamda, stres proteinlerinin sıcak
stresinin yanı sıra, ağır metaller, toksin-
ler, radyasyon, oksidatif stres, egzersiz,
düşük pH düzeyi, ATP ve glikoz yeter-
sizliğinde indüklendiği iyi bilinmektedir
(Locke, 1997; Welch, 1992). Stres prote-
inlerinin düzeyindeki artış stres düzeyi-
nin bir göstergesi olmasının (Peng, Jo-
nes ve Watson, 2000) yanı sıra stres ko-
şullarına adaptasyon yanıtı olarak da ka-
bul edilmektedir. Bu nedenle, sıcak stre-
si uygulanmayan diyabetik sıçanlarda
HSP72 indüksiyonu artan fizyolojik stres
ve bu strese adaptasyonun bir göster-
gesi olarak değerlendirilebilir.

Diyabetiklerde HSP indüklenmesi
yönünden, bu çalışmanın bulguları ile di-
ğer çalışmaların (Atalay ve ark., 2004;
Bitar, Farook, John ve Francis, 1999;
Joyex ve ark., 1999; Yamagashi, Naka-
yama,  Wakatsuki ve Hatayama, 2001)
bulguları arasındaki farklılıkların olası ne-
denleri, HSP ekspresyonunun doku ve
HSP’ye özgü olması (Oishi, Taniguchi,
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Matsumoto, Ohira ve Roy, 2002; Yama-
gishi ve ark., 2001), diyabetin şiddeti ve
süresi ile ilişkili olması şeklinde sıralana-
bilir. Sonuç olarak, konuya ilişkin sınırlı
literatürdeki çalışmaların yöntem, çalışı-
lan spesifik HSP’ler ve analiz edildikleri
dokuların çeşitliliği dikkate alındığında,
diyabet ve stres proteini ekspresyonu ve
fonksiyonları arasındaki ilişkiler konu-
sunda kesin bir sonuca varmak oldukça
güçtür.

HSP72 İndüklenmesi ve Kas Atrofisi:
Bu çalışmanın ana bulgusu, sıcak stresi
yoluyla HSP72 indüksiyonunun diyabe-
tik sıçanlarda kas atrofisini azaltmamış
olmasıdır.  Sıcak stresi uygulanan ve uy-
gulanmayan diyabetik sıçanların kas
kütleleri arasında fark olmaması
(P>0.05) HSP72 indüksiyonunun diya-
betik sıçanlarda kas atrofisini azaltmak-
ta başarısız olduğunu göstermektedir.
Bu bulgu, sıcak stresi yoluyla HSP72 in-
düklenmesinin, kuyruğun askıya alınma-
sıyla oluşturulan soleus kası atrofisini
%32 oranında azalttığını gösteren çalış-
manın (Naito ve ark., 2000) sonucu ile
karşıtlık göstermektedir. Bu iki çalışma-
nın bulguları arasındaki farklılık, kullanı-
lan deneysel atrofi modellerinin yol açtı-
ğı protein yıkım hızı ve sentez hızı ara-
sındaki farklılıkların yanı sıra patolojik ve
patolojik olmayan koşullarda HSP’lerin
ekspresyonu ve fonksiyonlarındaki fark-
lılıklardan kaynaklanıyor olabilir. 

Akut diyabette, insülin düzeyindeki
düşüş ve glukokortikoid düzeyindeki re-
latif artış ubiquitin proteolitik yolunun

aktivasyonuyla kas atrofisi üzerinde
doğrudan ve şiddetli bir etkiye sahip
olabilir (Mitch ve ark., 1999). Diyabette
kas protein kaybının temel nedeni prote-
in yıkım hızındaki artıştır (Pepato, Migli-
orini, Goldberg ve Kettelhut, 1996;
Smith, Wong ve Gelfan, 1989). Kuyru-
ğun askıya alınması modelinde ise, pro-
tein yıkım hızı 48 saat sonra artmakta ve
15. gün zirve yapmaktadır (Thomason,
Biggs ve Booth, 1989). Kas proteini kay-
bının temel nedeni ise proein sentez hı-
zındaki düşüştür (Thomason ve Booth,
1990). Kuyruğun askıya alınmasından 5
saat sonra protein sentezi düşmeye
başlar ve en yüksek düzeyine (%59) 7.
günde ulaşır (Thomason ve ark., 1989).
HSP72 düzeylerinin yüksüzleştirme ile
düştüğü (Ku, Yang, Memon ve Thoma-
son, 1995; Naito ve ark., 2000) ve bu
düşüşün protein sentez hızının düşmesi-
ne katkıda bulunduğu bilinmektedir (Ku
ve ark., 1995). Bu nedenle, önceden
HSP72 indüklenmesinin kuyruğun askı-
ya alındığı atrofi modelinde kas atrofisini
azaltması şaşırtıcı değildir (Naito ve ark.,
2000). Bununla beraber, diyabette insu-
lin yetersizliği ve HSP72 fonksiyonunda
önemli rol oynayan diğer değişiklikler de
kas atrofisinin azaltılmasında başarısızlı-
ğa yol açmış olabilir. Kuyruğun askıya
alınmasında protein yıkım hızının oksi-
datif stresle ilişkili olduğu  bildirilmiştir
(Zarzhevsky, Menashe, Carmeli, Stein
ve Reznick, 2001). İnsan ve hayvan ça-
lışmalarına ait son bulgular, diyabette ar-
tan oksidatif stresin (Aragno ve ark.,

88

Diyabetik S›çanlarda S›cak Stresi ve Kas Atrofisi



2004; Atalay ve ark., 1997; Marra ve
ark., 2002; Ohkuwa, Sato ve Naoi, 1995)
protein, hücre ve DNA hasarı (Telci, Ça-
katay, Salman, Satman ve Sivas, 2000)
ve diyabette gözlenen kas iyileşmesin-
deki yavaşlamada (Aragno ve ark.,
2004) önemli rol oynadığını göstermek-
tedir. Bu çalışmada, oksidatif stres öl-
çülmemiştir. Bu nedenle, oksidatif stre-
sin protein yıkımı üzerine etkisi konu-
sunda yorumda bulunmak mümkün de-
ğildir. Ancak, diyabetik koşullarda olu-
şan insulin yetersizliği ve glukokortikoid
düzeyindeki relatif artışın protein yıkım
hızını doğrudan etkilediği anlaşılmakta-
dır. Ayrıca, artan oksidatif stres nedeniy-
le oluşan kas protein hasarı protein yı-
kım hızındaki artışa da katkıda bulunabi-
lir. 

HSP72 indüksiyonunun koruyucu et-
kisinin gözlenememesinin diğer bir ne-
deni de HSP’lerin patolojik ve patolojik
olmayan koşullardaki ekspresyonu ve
fonksiyonlarındaki farklılıklar olabilir. Sı-
cak stresi yoluyla HSP72 indüksiyonu-
nun iskelet kası iskemi-reperfüzyon ha-
sarını (Garramone, Winters, Das ve Dec-
kers, 1994; Lepore, Hurley, Stewart,
Morrison ve Anderson, 2000), oksidatif
stres hasarı (Naito, Hartung, Schramm
ve Inselmann, 1999) ve kuyruğun askıya
alınması modelinde kas atrofisini   (Naito
ve ark., 2000) azalttığı bildirilmiştir. Bu
çalışmaların tamamı patolojik olmayan
koşullarda gerçekleştirilmiştir. Ayrıca,
HSP72’nin iskemi-reperfüzyon hasarına
karşı koruyucu etkisi karaciğer (Kimoto

ve ark., 2000) ve kalp (Demirel ve ark.,
2001; Powers ve ark., 1998) dokularında
da gösterilmiştir. Ancak, HSP72 indüksi-
yonu hem insülin enjekte edilen hem de
edilmeyen streptozotosin diyabetik sı-
çanlarda kalp dokusunda iskemi-reper-
füzyon hasarına (Joyeux ve ark., 1999)
ve iskelet kasında şiddetli iskemi-reper-
füzyon hasarına (Lille ve ark., 1999) kar-
şı korumakta başarılı olmamıştır. Joyeux
ve arkadaşları (1999), koruyucu etki
gözlenmemesinde, sıcak stresi ile oluş-
turulan koruyucu etkide önemli rol oyna-
yan bazı fonksiyonlarda (protein kinaz C
(PKC) aktivitesi, ATP duyarlı potasyum
kanalları (KATP), antioksidan savunma
mekanizmaları ve sarkoplazmik retiku-
lum Ca2+ pompası gibi) diyabetik kalpte
oluşan değişikliklerin etkili olmuş olabi-
leceği sonucuna varmışlardır. İskelet ka-
sında oluşan benzer değişiklikler,
HSP72’nin diyabetik sıçanlarda kas at-
rofisini azaltmasını engellemiş olabilir. 

Streptozotosin diyabetiklerde
HSP’lerin ekspresyonu ve fonksiyonları-
nın azaldığını gösteren başka çalışmalar
da mevcuttur (Atalay ve ark., 2004; Bitar
ve ark., 1999;  Chen, Carlson, Pellet,
Moritz ve Epstein, 2005; Qi, Kam, Chen,
Wu ve Wong, 2004). Bu bağlamda, Qi ve
arkadaşları (2004), streptozotosin-diya-
betik sıçanlarda kalpte iskemi ve reper-
füzyon hasarına karşı HSP’lerin koruyu-
cu etkisini veya k-opioid reseptör ago-
nistle prekondisyonlama sonucu HSP70
ekspresyonunda artış sağlayamamışlar-
dır. Ancak, insülin enjeksiyonu sonrasın-
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da k-opioid reseptör agonisti HSP70
ekspresyonunu sağlamıştır. Bu bulgular,
insülinin HSP’lerin ekspresyonu ve fonk-
siyonunda önemli rol oynadığına işaret
etmektedir. Bu bağlamda, Chen ve arka-
daşları (2005) insülin yetersizliğinin, di-
yabetin oluşturulmasından 4 gün sonra
myokardda HSP60 düzeyi ve IGF-1 re-
septör sinyallerinin  azalmasına yol açtı-
ğını göstermişlerdir. Aynı çalışmada
(Chen ve ark., 2005), hayvanlara insülin
verilmesi myokardiyal HSP60 ekspres-
yonunun normale dönmesini sağlamıştır.
Ayrıca, Atalay ve arkadaşları (2004) di-
yabetik sıçanlarda HSP72 indüksiyonu-
nun ve HSF-1 transkripsiyon aktivitesi-
nin diyabetik olmayanlara göre düşük
olduğunu belirlemişlerdir. Yukarıda sıra-
lanan çalışmaların bulguları birlikte de-
ğerlendirildiğinde, streptozotosin diya-
betik sıçanlarda HSP ekspresyonu ve
fonksiyonunun bozulduğu anlaşılmakta-
dır. İnsülin tedavisi alan ve almayan di-
yabetiklerde kas hasarı ve stres protein-
lerinin etkileri konusunda daha fazla
araştırmaya gereksinim vardır.  

Bu çalışmanın diğer ilginç bulguları,
sıcak stresi uygulamasının streptozoto-
sin enjeksiyonuna karşın diyabet oluş-
mama eğilimini artırmış olması ve 5 gün-
lük araştırma süresi içinde kan glikoz
düzeyinde daha fazla artışı önlemiş ol-
masıdır (Şekil 3). Bu bulgular, kas atrofi-
sinin azaltılmasında etkili olmayan
HSP72 indüksiyonunun pankreasın β
hücrelerini streptozotosinin toksik etki-

lerinden korumuş olabileceğini akla ge-
tirmektedir. Streptozotosin enjeksiyonu-
nun HSP70 düzeyi düşük sıçan islet
hücrelerinde apoptozis oluştururken,
HSP70 düzeyi yüksek insan islet hücre-
lerinde oluşturmaması (Welsh ve ark.,
1995) bu yorumu desteklemektedir. Ay-
rıca, HSP70 indüksiyonunun pankreas
islet hücrelerini streptozotosinin toksik
etkileri, oksijen radikalleri, IL-1 ve NO’ya
karşı koruduğu bildirilmiştir (Bellman ve
ark., 1995; Rakonczay, Takács, Boros ve
Lonovics, 2003; Welsh ve ark., 1995).
Bu nedenle, yukarıda sunulan iki bulgu,
HSP72 indüklenmesi sonucu β hücrele-
rinde streptozotosin toksititesine karşı
artan direnç ve/veya daha fazla korun-
muş fonksiyon ile açıklanabilir. 

Sonuç olarak, bu çalışma HSP72 in-
düklenmesinin streptozotosin diyabetik
sıçanlarda kas atrofisini azaltmadığını
göstermiştir. HSP72’nin koruyucu etkisi-
nin bulunamamasının nedenlerinden biri
bu çalışmada oluşturulan diyabetin şid-
deti olabilir. Bununla beraber, sıcak stre-
si uygulamasının streptozotosinin toksik
etkilerini azalttığına dair bulgular da elde
edilmiştir.
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