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OzZET

Bu calismanin amaci, sicak soku proteini 72°nin (HSP72) diyabetik sicanlarda kas atrofi-
si lizerine etkisini arastirmaktir. Kirkiki erkek Sprague-Dawley sican (Yas = 4 hafta; X,cut at-
lesi=147+4g) rastgele yéntemle 5 deney grubuna ayrilmistir. Gruplardan dérd kas atrofisinin
arastinlmasi i¢in olusturulan; Kontrol (KONT, n=6), Sicak Stresi (SS, n=6), Diyabetik (D, n=12)
ve Sicak Stresi-Diyabetik (SS-D, n=13) gruplari olup, besinci grup olan Sicak Stresi-1 (SS1,
n=>5) sicak stresi uygulamasindan 24 saat sonra HSP72 indliklenme dlzeyinin belirlenmesi
amaciyla olusturulmustur. HSP72, sicak su banyosu yéntemi kullanilarak indiiklenmistir. Si-
cak su banyosu sirasinda, hayvanlarin rektal viicut sicakligi 15dk stiresince 42°C’de sabit tu-
tulmustur. Sicak stresi uygulamasindan 24 saat sonra SS-D ve D gruplarindaki hayvanlara
tek doz streptozotosin (125mg kg-1) intraperitoneal olarak enjekte edilerek diyabet olusturul-
mustur. Streptozotosin enjeksiyonundan 5 gin sonra tiim hayvanlara anestezi uygulanarak,
soleus (SOL) ve ekstansér digitorum longus kaslari izole edilmis, tartilmis ve HSP72 analizi
yapilincaya kadar -80°C derin dondurucuda saklanmistir. HSP72 analizinde tek boyutlu po-
liakrilamid jel elektroforezi ve immiinoblot teknikleri kullaniimigtir. Diyabetik olmayan gruplar-
la karsilastirildiginda diyabetik gruplarin kan glikoz dizeyi daha ylksek (P<0.05), vicut kit-
lesi ve mutlak kas kutlesi daha diisik (P<0.05) bulunmustur. Kas dokularindaki relatif HSP72
dlzeyleri tiim deney gruplarinda kontrol grubu degerlerinden yiiksek bulunmustur. SS-D ve
D gruplan arasinda kas atrofisi yéniinden anlamli fark bulunmamistir (P>0.05). Sicak stresi
proteini indiiklenmesi diyabetik sicanlarda kas atrofisinin azaltimasinda etkili bulunmamistir.
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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;
Ybody mass=147+49) 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-) 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

GIRIS

Kas kaybi veya atrofisi tip 1 diyabetik
hastalarda ciddi bir komplikasyondur.
Bu komplikasyonun baslica nedenleri
protein sentezinde diusts (Fagan, Sata-
rug, Cook ve Tischler, 1987; Price ve
ark., 1996) ve protein yilkiminda artistir

(Mitch ve ark., 1999; Price ve ark.,
1996; Smith, Wong ve Gelfan, 1989).

(DeFronzo ve ark., 1981). Keza iskelet
kasi hlcresinin egzersiz sirasinda insu-
linden bagimsiz olarak glikoz alimini
sagladigi gbéz 6niine alinirsa, kan glikoz
dizeyinin dislrilmesinde iskelet kasi-
nin énemi daha bir anlam kazanmakta-
dir. Bu nedenle, kas kutlesinde olusabi-
lecek atrofi, bir yandan bireyin fiziksel
calisma kapasitesinde azalmaya ve asir
yorgunluga neden olurken, diger yandan

Vicut kitlesinin %40-45’ini olustu-
ran iskelet kaslari kan glikozunu dlzen-
leyen baslica dokudur. Gergektende, in-
stlin bagimh kan glikozu eliminasyonu-
nun ¢ogu iskelet kaslarinda gerceklesir

diyabetik hastanin kan glikozunu elimine
etme kapasitesinin dismesine neden
olacaktir. Sonug olarak, tip 1 diyabette
gbzlenen kas atrofisinin engellenmesi,
gerek diyabetik hastanin glikozu elimine

78



Kosar, Naito, Demirel

etme kapasitesindeki dismenin engel-
lenmesi ve gerekse atrofinin yol acacagi
kas glcu ve dayanikliginin azalmasi gibi
komplikasyonlarin énlenmesi agisindan
buytk énem tagimaktadir.

Protein yikimindaki artig, tip 1 diya-
betiklerdeki kas atrofisinden sorumlu te-
mel mekanizmadir. Streptozotosin diya-
betiklerde iskelet kasi protein yikimin-
dan sorumlu temel mekanizma ise ATP-
bagimh ubiquitin proteolitik yoludur
(Mitch ve ark., 1999; Price ve ark.,
1996). Diyabetik sicanlarda, ubiquitin
proteasome yolunun hem disUk kan in-
sulin seviyesi hem de yuksek glucokor-
tikoid seviyesi nedeniyle aktive oldugu
belirlenmistir (Mitch ve ark., 1999).

Kas kitlesi kaybi tip 1 diyabetin yani
sira, sepsis, kanser, kronik bébrek has-
taliklar gibi patolojik durumlarda ve me-
kanik yukin ortadan kalkmasi ya da
mikro yercekimi gibi kosullarda da g6-
rilmektedir. Tip 1 diyabette oldugu gibi
yukarida s6zi edilen durumlarda gézle-
nen kas protein yikimindan sorumlu yo-
lun da ATP-bagimli ubiquitin proteaso-
me yoludur (Lecker, Solomon, Mitch ve
Goldberg, 1999). Dolayisiyla, diyabet di-
sinda ATP-bagimli ubiquitin proteasome
yolunun devreye girdigi durumlarda
(mekanik yukin ortadan kalkmasi ya da
mikro yercekimi gibi) olusan iskelet kasi
atrofilerini dnleyebilen yéntemler, tip 1
diyabette gdzlenen kas atrofisinin engel-
lenmesi icin de bir ¢ikis noktasi olustu-
rabilir. Son yillarda, sicak soku proteinle-
rinin (HSP) protein sentezi ve yikiminda-

Ki roli 6nem kazanmistir. Translasyon
sirasinda 70kDa ailesinden HSP72’nin
yeni sentezlenen peptidlere eslik ederek
onlari hlicredeki protein yikici enzimlerin
etkisinden korudugu ve fonksiyon gor-
dikleri yere glvenle ulasmalarini sagla-
digi belirlenmigtir (Fink, 1999; Welch,
1992). Ayrica, stres kosullarinda HSP72
proteinlere baglanarak strese bagh pro-
tein hasarini 6nler (Fink, 1999). Bu bag-
lamda, yiksek HSP72 diizeyinin kalpte
iskemi-reperfizyon hasari da dahil ce-
sitli streslere karsi dokulari korudugu or-
taya konmustur (Demirel ve ark., 2001;
Naito ve ark., 2000; Powers ve ark.,
1998). HSP72’nin bu fonksiyonu deney-
sel olarak olusturulan iskelet kasi atrofi-
sini azaltip azaltamayacagd! sorusunu
glindeme getirmistir. Gergekten de, si-
cak stresi uygulamasi ile HSP72 seviye-
sinin artinlmasi, sicanlarda kuyrugun as-
kiya alinarak arka bacaklarda mikro yer
¢ekiminin mimik edilmesiyle olusan so-
leus kasi atrofisini % 32 oraninda azalt-
mistir (Naito ve ark., 2000).

Tip 1 diyabette ve kuyrugun askiya
alindig1 yukslUzlestirme modelinde kas
protein ylkimina neden olan mekaniz-
manin ATP-bagimh ubiquitin proteaso-
me yolu oldugu tekrar animsanirsa, arti-
rimis HSP72 dizeyinin tip 1 diyabette;
dogrudan zarara ugramis iskelet kas
proteinlerini onararak ve/veya yeni pro-
tein hasarini 6nleyerek kas kaybini azalt-
masi sz konusu olabilir. Bu nedenle, bu
calismanin amaci, sicak stresi uygula-
maslyla iskelet kasi HSP72 dizeyenin
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artirlmasinin streptozotosin diyabetik
sicanlarda kas atrofisi Uizerine etkisini in-
celemektir.

YONTEM

Hayvanlar: Bu calisma, Hacettepe
Universitesi Deneysel Hayvanlarn Etik
Kurulu tarafindan onaylanmigtir. Calis-
mada, lisansl bir hayvan laboratuarin-
dan (SLC, Shizuoka, Japonya) saglanan
toplam 42 genc erkek Sprague Dawley
sican (yas = 4 hafta, vlicut kuitle-
si=147+4g) kullaniimistir. Hayvanlar ken-
di istedikleri miktarda su ve sican yemi
(Lab Diet) ile beslenmigler ve 12:12 saat
aydinlik ve karanliga maruz birakilmis-
lardir. 22+1°C sicaklik ve % 50+5 nem
iceren ortamda 3 veya 4 sicandan olu-
san gruplar halinde standart kafeslerde
barindinlmislardir. Iki giinlik ortama alis-
ma ddéneminden sonra, hayvanlar ras-
gele ybntemle bes gruba ayriimistir.
Gruplardan doérdU kas atrofisini belirle-
mek amaciyla olusturulan Kontrol
(KONT; VK = 146+2g, n = 6), Sicak Stre-
si (SS; VK = 146+3 g, n = 6), Diyabetik
(D; VK =145+83 g, n = 12) ve Sicak Stre-
si-Diyabetik (SS-D; VK = 146+5 g, n =
13) gruplan olup, besinci grup olan Si-
cak Stresi-1gin (SS1; VK = 1575 g n=
5) sicak stresi uygulamasindan 24 saat
sonra HSP72 indiklenme dizeyinin be-
lirlenmesi amaciyla olusturulmustur.

Deneklerin vicut agirliklar (Shimad-
zu Corp., BL-2200H tipi hassas tarti, Ja-
ponya) ve yem tiketimleri glinlik, su tU-

ketimleri ise deney slresince tiketilen
toplam su miktari olarak belirlenmistir.

Deney Protokolii

Sicak Stresi: SS ve SS-D grubunda-
ki hayvanlara, hafif anestezi altinda
(25mg kg~ sodyum pentobarbiitirat), si-
cak su (su sicakligi: 42.5°C) banyosu
ydmtemiyle toplam 30dk sicak stresi uy-
gulanmustir. Sicanlar 42.5°C sicakliktaki
su i¢cine konarak ilk15 dk icinde rektal
vicut sicakliklarinin  yavas yavas
42°C’ye gikmasl, daha sonra da rektal
sicaklik probu (EYELA Thermistor Temp-
pet, T-80, Rikakikai CO Ltd., Tokyo) ara-
ciliglyla denetlenerek son 15 dk siresin-
ce 42°C’de sabit kalmasi saglanmistir
(Sekil 1). Sicak stresi uygulamasindan
hemen sonra hayvanlara oral yolla 2 ml
izotonik sodyum klorir (% 0.9 NaCl) so-
[Usyonu verilerek, 22°C oda sicakliyinda
bulunan kafeslerine alinmistir. Sicak su
banyosundan cikarilan deneklerin rektal
vlcut sicakliklarinin ortalama 5 dk icinde
37-38°C’ye distigl belirlenmistir.
KONT ve D grubundaki hayvanlara sa-
dece anestezi uygulanmistir.

Streptozotosin (STZ) Enjeksiyonu:
Sicak stresi uygulamasindan 24 saat
sonra, D ve SS-D grubundaki hayvanla-
ra tek doz (125mg kg, i.p.) STZ enjek-
te edilmistir. Diyabetik kosullarin olusup
olusmadigi, streptozotosin uygulama-
sindan 24 saat sonra kan glikoz dizeyi
(BIOSEN 5030 Blood Glucose and Lac-
tate Analyser) Olgllerek belirlenmistir.
Ayrica, idrarda glikoz ve idrar pH’1 strip
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Rektal viicut sicakhigi (°C)

15

20 25 30 32 34 36

Siire (dk)

Sekil 1. Sicak stresi uygulamasi sirasinda si¢canlarin rektal viicut sicakhigr degisimine tipik bir

ornek.

(Arkray, Japonya) kullanilarak degerlen-
dirilmistir. Sonuclara goére, D grubunda
12 hayvandan 2’sinde, SS-D grubunda
ise 12 hayvandan 4’Gnde diyabetik ko-
sullarin olusmadigi belirlenmis ve bu
hayvanlar galismadan cikariimistir. Sicak
stresi uygulamasina bagl olarak, SS-D
grubunda 1 hayvan kaybi gergeklesmis-
tir.

Kas Dokusunun Hazirlanmasi: Strep-
tozotosin uygulamasini takibeden be-
sinci glintin sonunda hayvanlar intrape-
ritoneal yolla enjekte edilen sodyum
pentobarbutirat (50 mg kg-1) ile anestezi
edilmislerdir. Cerrahi diizeyde anestezi
olustuktan sonra, arka bacaklara ait so-
leus (SOL) ve ekstansor digitorum lon-
gus (EDL) kaslar hizl bir sekilde ¢ikartil-
mig, tartilmig ve likit nitrojen iginde don-

durulmustur. Kaslar, HSP72 diizeyi ana-
liz edilinceye kadar -80°C derin dondu-
rucuda saklanmistir.

HSP72 Analizi: HSP72 analizi icin,
her deney grubundaki EDL ve SOL kas-
lari ayri ayri havuzlanmistrr. iskelet kas-
larindaki HSP72 dlzeylerinin belirlen-
mesi icin Locke, Tanguay, Klabunde ve
lanuzzo (1995) tarafindan tanimlanan
poliakrilamid jel elektroforezi ve immu-
noblot teknikleri kullanilmistir. Kisaca,
kas drnekleri ¢cok kiglk parcalara ayril-
diktan sonra soguk 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-
mistir. Daha sonra, 12.000g’de 15 dk
santrifij (Kubota 6930) edilmis ve super-
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natantlarin toplam protein konsantras-
yonu Bradford (1976) teknigine gére be-
lirlenmistir. Tek boyutlu sodyum dodesil
silfat (%12 SDS) poliakrilamid jel elekt-
roforezine proteinler yUklenerek (20mg
toplam protein) 1 saat slreyle Bio-Rad
elektroforez sistemi (10x10cm) yardi-
miyla proteinlerin molekdler agirliklarina
gore ayrilmasi saglanmistir. Daha sonra,
proteinler 0.45mm kalinliginda nitrosel-
IGloz membranlara yari-kuru transfer
sistemi (Mini Bio-Rad, Hercules, CA)
araciigiyla 100V elektrik uygulanarak
20dk suresince transfer edilmistir. Prote-
in transferinden sonra nitroselluloz
membranlar 1 saat sureyle fosfat tam-
ponu igerisinde % 3’lik bovin serum al-
bumin kullanilarak bloke edilmistir.
Membranlar, alkalen fosfataz ile konjuge
HSP72 icin 6zel monoklonal antikor
(StressGen SPA-810AP, Victoria, BC) ile
inktbe edilmistir (1:500 sulandirma). Da-
ha sonra, membranlar 6énce ikinci bir an-
tikor ile (goat anti-mouse immunoglobin
G conjugated to alkaline phosphatase;
Bio-Rad), sonra da bromocloroindoly!
phosphate-nitro blue tetrazolium subst-
rati ile reaksiyona sokulmustur. Immu-
noblot bantlari, tarayici araciligi ile veri
analiz sistemine transfer edilmis ve rela-
tif HSP72 artislari komputerize densito-
metre ve NIH analiz programi (Scion
Image) kullanilarak belirlenmistir.
Verilerin Analizi: Deneysel gruplar
arasinda kas atrofisi ydntnden farklihk
olup olmadigi Kruskall Wallis Varyans

analizi kullanilarak belirlenmistir. Gruplar
arasindaki farkin hangi gruptan kaynak-
landigini belirlemek icin Bonferroni di-
zeltmesi kullaniimistir. Grup ici ve grup-
lar arasi farkliliklarin degerlendiriimesin-
de sirasiyla Wilcoxon Eslestiriimis iki Or-
nek Testi, Bagimsiz Gruplarda t-Test ve
Fisher Exact Testi kullanilimigtir. Tim is-
tatistiksel islemler Windows altinda cali-
san SPSS 10.0 paket programinda ya-
pilmis ve yanima dizeyi 0.05 olarak
alinmistir.

BULGULAR

Sicak Stresi ve Streptozotosin Enjek-
siyonunun HSP72 Diizeyine Etkisi: 30
dk’lik sicak stresi uygulamasi sonrasi
SOL ve EDL kasindan elde edilen
HSP72 imminoblotu ve relatif HSP72
degerleri Sekil 2’de sunulmustur. Deney
gruplarindaki tim kas 6rnekleri HSP72
analizi icin havuzlama yéntemiyle birles-
tirimistir. Degerler kontrol grubunun kas-
larinda belirlenen HSP72 degerleri 100
birim olarak kabul edilerek hesaplanan
HSP72 miktarini yansitmaktadir.

Sicak stresi uygulamasindan 24 saat
sonra belirlenen HSP72 degerleri hem
SOL (47%) hem de EDL (344%) kasla-
rinda kontrol degerlerinden daha ytksek
bulunmustur (Sekil 2). Bu bulgu, sicak
stresi uygulamasinin HSP72 indUklen-
mesinde basarili oldugunu gdstermek-
tedir. Bes glin sonra HSP72 dizeyleri ilk
glin degerleri ile karsilastirldiginda da-
sls gostermekle beraber yine hem SOL
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Sekil 2. SOL ve EDL kaslarinin HSP72 immiinoblotu (Ustte) ve relatif HSP degerleri (gubuk
grafikler). Sekilde soldan saga dogru her gubuk sirasiyla kendisine karsilik gelen im-
minoblotu yansitmaktadir. Kontrol grubu (KONT, n=6), Sicak Stresi-1 grubu (SS1,
n=5, sicak stresinden 24 saat sonra HSP72 dlizeyini belirlemek icin olusturulmus-
tur), Sicak Stresi grubu (SS, n=6), Diyabetik grup (D, n=10), Sicak Stresi-Diyabetik
grup (SS-D, n=7). HSP72 degerleri 100 birim olarak kabul edilen kontrol grubu de-
gerlerine gore hesaplanan relatif HSP72 miktarini yansitmaktadir.

(14%) hem de EDL (160%) kaslarinda
KONT degerlerinden daha yUksektir.

Diger dnemli bir bulgu ise, sicak stre-
si uygulanmamis olmasina karsin D gru-
bunda SOL (20%) ve EDL (41%) kaslari-
nin her ikisinde de HSP72 duzeylerinin
KONT degerlerinden daha ylksek bu-
lunmasidir. Kontrol degerleri ile karsilas-
tinldiginda SS-D grubunun SOL ve EDL
kaslarinin HSP72 diizeyleri sirasiyla
%66 ve %571 oraninda yuksek bulun-
mustur. Ayrica, SS-D grubunun SOL ve
EDL kaslan HSP72 duzeyleri SS1 gru-
bununkinden sirasiyla %13 ve %51 ora-
ninda daha yUksektir.

Diyabetik Kosullar: Streptozotosin

enjeksiyonu ile diyabetik kosullarin olu-
sup olusmadigi kan glikoz dizeyleri, gli-
kozuri ve idrar pH dulizeyi dl¢llerek kont-
rol edilmistir. Ayrica, streptozotosin en-
jekte edilen hayvanlarda politri ve poli-
dipsi gibi diyabetin diger belirtileri goz-
lenmistir. idrar miktarn 6lgtiimemis ol-
makla beraber diyabetik (D ve SS-D)
hayvanlarin kafeslerindeki samanlarin
diyabetik olmayanlardan (KONT ve SS)
daha sik 1slanmasi polilrinin goéstergesi
olarak degerlendiriimistir. Polidipsi yo6-
ninden ise, calisma slresince hayvan-
larin su tiketimleri dlciimus ve diyabe-
tik hayvanlarin su tiketiminin (452 ml/si-
can) diyabetik olmayanlardan (230
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ml/sican) yiksek oldugu belirlenmistir.
Kan glikoz diizeyi, idrar pH ve glikoz du-
zeylerine iligkin ayrintilar asagida sunul-
mustur.

Kan Glikoz Diizeyi: STZ enjeksiyonu-
nu takiben 1. ve 5. glinlerde élgtlen kan
glikoz duizeyleri Sekil 3’de sunulmustur.

Sekil 3’den anlasilacagi gibi, STZ en-
jeksiyonundan 24 saat ve 5 glin sonra
Olcllen kan glikoz degerleri diyabetik
gruplarda diyabetik olmayanlardan yak-
lasik 3 kat daha yuksektir (P < 0.05). Bu
bulgu STZ enjeksiyonunun diyabet olus-
turulmasinda basarili oldugunu gdster-
mektedir. Ayrica, D grubunun besinci
gun dlgilen kan glikoz diizeyi birinci glin

450 ® 1. Giin

400'}
3501
3001
2501
200"
150
1001
50-

0!

KONT SS

5. Gin

olcllenden daha ylUksek bulunmustur (P
< 0.05). Ancak, SS-D grubunun birinci
ve besinci gin él¢ilen kan glikoz diizey-
leri arasinda anlamh farklihk bulunma-
mustir (P > 0.05).

idrar Glikoz ve pH Diizeyi: Diyabetik
hayvanlarin idrar pH dizeyi (5.78+0.25)
diyabetik olmayanlarinkinden
(6.44+0.68) disiuk bulunmustur (P <
0.05). Yani sira, sadece diyabetik hay-
vanlarin idrarinda glikoz tespit edilebil-
mistir.

Viicut Kitlesi: Streptozotosin enjek-
siyonundan 5 gln sonra belirlenen vi-
cut kitlesi diyabetik gruplarda (D ve SS-
D) diyabetik olmayanlardan (KONT ve

*§

D SS-D

Sekil 3. STZ enjeksiyonundan 1 ve 5 glin sonra belirlenen kan glikoz diizeyleri. Kontrol gru-
bu (KONT, n=6), Sicak Stresi grubu (SS, n=6), Diyabetik grup (D, n=10), Sicak Stre-
si-Diyabetik grup (SS-D, n=7). Sekilde, ortalama + standart sapma degerleri sunul-
mustur. *KONT ve SS gruplarindan farkli, §Birinci giin de@erlerinden farkll (*§P <

0.05).
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SS) daha disik bulunmustur (P < 0.05).
Streptozotosin enjeksiyonu 6ncesi ve
arastirmanin sonunda (5. glin) &lgilen
vicut kitlelerinin grup ici ve gruplar ara-
sI karsilastirma sonuglar Sekil 4’te su-
nulmustur.

Deney gruplari arasinda streptozoto-
sin enjeksiyonu ve sicak stresi uygula-
masli oncesi dl¢llen vicut kitleleri yo-
ninden farkliik olmamasi (P > 0.05), ge-
rek streptozotosin enjeksiyonu gerekse
sicak stresi uygulamasi éncesi deney
gruplarinin vicut kitlelerinin benzer ol-
dugunu géstermektedir. Ote yandan, D
ve SS-D gruplarinin besinci guin dlgllen
vicut kitleleri KONT ve SS gruplarinin-

kinden ylksektir (P < 0.05). D ve SS-D
gruplarinin besinci gin o&lcilen vicut
kutleleri kontrol degerlerinden sirasiyla
%33 ve %36 oraninda disuktir. KONT
ve SS ile D ve SS-D gruplan arasinda
ise, besinci gun dlgllen vicut katleleri
yénunden anlamli farkhlik bulunmamigtir
(P > 0.05).

Bes glnlik sire icerisinde, KONT ve
SS gruplarinin vicut kitleleri sirasiyla
%24 ve %23 oraninda artmistir (P <
0.05). Ote yandan, hem D hem de SS-D
gruplarinin vicut kitleleri %16 oraninda
dusmustir (P < 0.05).

B STZ 6ncest @ 5. Giin
250 1
; , .
@ 200 -
E
£ 150
=
=
= 100 -
> |
50 -

KONT SS

D SS-D

Sekil 4. STZ enjeksiyonu 6ncesi ve 5. glin belirlenen viicut kitlesi degerlerinin grupici karsi-
lastirimasi. Sekilde, ortalama + standart sapma degerleri sunulmustur. *STZ enjek-
siyonu éncesi degerlerden farkli (P < 0.05).
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W KONT M SS ®D = SS-D

90

Kas kiitlesi (mg)

SOL

EDL

Sekil 5. Mutlak kas kutleleri. Kontrol grubu (KONT, n=6), Sicak Stresi grubu (SS, n=6), Diya-
betik grup (D, n=10), Sicak Stresi-Diyabetik grup (SS-D, n=7). Sekilde, ortalama =+
standart sapma degerleri sunulmustur. "KONT ve SS gruplarindan farkl (P < 0.05).

Kas Atrofisi: Deney gruplarinin mut-
lak kas kiitleleri Sekil 5’te verilmistir. Di-
yabetik gruplarin SOL ve EDL kaslarinin
kutlesi diyabetik olmayanlarinkinden du-
sUktlr (P < 0.05). Diyabetik ve diyabetik
olmayan hayvanlarin kas kutleleri ara-
sindaki farklik, EDL kasinda SOL kasi
ile karsilastirildiginda daha yuksektir.
SOL ve EDL kaslarinin mutlak kitleleri D
(sirasiyla %24 ve %34) ve SS-D (sirasly-
la %25 ve %41) gruplarinda KONT de-
gerlerinden daha dusuktir (P < 0.05).
KONT ve SS ile D ve SS-D gruplar ara-
sinda mutlak kas kutleleri ydninden an-
lamli farkhlik bulunmamistir (P > 0.05).

TARTISMA

Bu calismanin ana bulgulari sunlar-
dir: 1) streptozotosin enjeksiyonu sicak
stresi uygulanmayan sicanlarda HSP72
indUklenmesine neden olmustur, 2)
HSP72 ekspresyonunun en yiksek ol-
dugu grup, hayvanlara énce sicak stresi
uygulanan daha sonra da streptozotosin
enjekte edilen SS-D grubudur, 3) sicak
stresi yOntemiyle HSP72 indiklenmesi
diyabetik sicanlarda kas atrofisini azalt-
mamistir. Bu ¢calismanin diger ilging bul-
gulari ise sunlardir: 4) streptozotosin en-
jeksiyonuna karsin diyabet olusmama
orani sicak stresi uygulanan (SS-D,
4/12) ve uygulanmayan (D, 2/12) grup-
larda ortalama %25’tir, 5) sicak stresi
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uygulamasi streptozotosin enjeksiyonu-
nu takip eden 5 glnlik sire icinde kan
glikoz dlizeyinin daha fazla artmasini
onlemigtir.

HSP72 indiiklenmesi: Tam viicut hi-
pertermisinin sican dokularinda stress
proteinlerini artirdigi bilinmektedir (Jo-
yex ve ark., 1999; Kimoto ve ark., 2000;
Naito ve ark., 2000). Bu calismada,
HSP72 analizi havuzlanmis kas érnekle-
ri Gzerinde yapildigi icin HSP72 diizeyle-
rine iligkin istatistiksel bulgu sunulama-
mistir. Bununla beraber, sicak stresi SOL
ve EDL kaslarinda HSP72 dlzeyini sira-
siyla %47 ve %344 oraninda artirmistir
(Sekil 2). Galismanin sonunda, HSP72
dlizeyleri hem SOL hem de EDL kasla-
rinda KONT degerlerinden sirasiyla %14
ve %160 oraninda daha yUksektir. Bu
nedenle, uygulanan sicak stresi proto-
kolinin HSP72 indiiklenmesinde basa-
rili oldugu aciktir.

Diyabetin Olusturulmasi: Yiksek kan
glikoz dizeyi, dusik idrar pH’1, glikozu-
ri, poliliri ve polidipsi belirtilerine gore
streptozotosin enjeksiyonu hayvanlarin
%75’inde diyabet olusturulmasinda ba-
saril olmustur (Sekil 3). Ayrica, literattr-
le uyumlu olarak (Fagan ve ark., 1987;
Price ve ark., 1996) diyabetik sicanlarin
vlcut ve kas kutleleri diyabetik olma-
yanlardan daha dusuktir (Sekil 4 ve 5).

Streptozotosin Enjeksiyonunun
HSP72 indiiklenmesine Etkisi: Sicak
stresi uygulanmayan diyabetik sicanlar-
da hem SOL (%20) hem EDL (%41) kas-
larinda HSP72 dizeyi yuksek bulun-

mustur (Sekil 2). Ayrica, Hem SOL hem
EDL kaslarinin HSP72 dizeyleri sicak
stresi uygulanan diyabetik sicanlarda
(SS-D) sicak stresi uygulanan diyabetik
olmayan (SS) sicanlardan sirasiyla %19
ve %227 oraninda yuksek bulunmustur
(Sekil 2). Bu bulgular, bir stres modeli
olarak diyabetin HSP72 indiksiyonuna
yol actigini ve deney gruplar arasinda,
en ylksek HSP72 indiklenmesinin iki
farkli strese (sicak ve diyabet) maruz ka-
lan sicak stresi-diyabetik grubunda (SS-
D) gerceklestigini gostermektedir. Bu
baglamda, stres proteinlerinin sicak
stresinin yani sira, agir metaller, toksin-
ler, radyasyon, oksidatif stres, egzersiz,
disuk pH duzeyi, ATP ve glikoz yeter-
sizliginde induklendigi iyi bilinmektedir
(Locke, 1997; Welch, 1992). Stres prote-
inlerinin dizeyindeki artis stres dizeyi-
nin bir gdstergesi olmasinin (Peng, Jo-
nes ve Watson, 2000) yani sira stres ko-
sullarina adaptasyon yaniti olarak da ka-
bul edilmektedir. Bu nedenle, sicak stre-
si uygulanmayan diyabetik sicanlarda
HSP72 indiiksiyonu artan fizyolojik stres
ve bu strese adaptasyonun bir gdster-
gesi olarak degerlendirilebilir.

Diyabetiklerde HSP induklenmesi
yéniinden, bu ¢calismanin bulgulari ile di-
ger calismalarin (Atalay ve ark., 2004;
Bitar, Farook, John ve Francis, 1999;
Joyex ve ark., 1999; Yamagashi, Naka-
yama, Wakatsuki ve Hatayama, 2001)
bulgular arasindaki farkliliklarin olasi ne-
denleri, HSP ekspresyonunun doku ve
HSP’ye 6zgl olmasi (Oishi, Taniguchi,
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Matsumoto, Ohira ve Roy, 2002; Yama-
gishi ve ark., 2001), diyabetin siddeti ve
suresi ile iligkili olmasi seklinde siralana-
bilir. Sonu¢ olarak, konuya iliskin sinirl
literatirdeki galismalarin yéntem, calisi-
lan spesifik HSP’ler ve analiz edildikleri
dokularin cesitliligi dikkate alindiginda,
diyabet ve stres proteini ekspresyonu ve
fonksiyonlari arasindaki iligkiler konu-
sunda kesin bir sonuca varmak oldukc¢a
glctar.

HSP72 indiiklenmesi ve Kas Atrofisi:
Bu calismanin ana bulgusu, sicak stresi
yoluyla HSP72 indiksiyonunun diyabe-
tik sicanlarda kas atrofisini azaltmamig
olmasidir. Sicak stresi uygulanan ve uy-
gulanmayan diyabetik sicanlarin kas
kutleleri arasinda fark olmamasi
(P>0.05) HSP72 indiiksiyonunun diya-
betik sicanlarda kas atrofisini azaltmak-
ta basarisiz oldugunu gdéstermektedir.
Bu bulgu, sicak stresi yoluyla HSP72 in-
diklenmesinin, kuyrugun askiya alinma-
slyla olusturulan soleus kasi atrofisini
%32 oraninda azalttigini gosteren ¢alisg-
manin (Naito ve ark., 2000) sonucu ile
karsithk gostermektedir. Bu iki ¢alisma-
nin bulgulan arasindaki farklilk, kullani-
lan deneysel atrofi modellerinin yol acti-
g protein yikim hizi ve sentez hizi ara-
sindaki farkhliklarin yani sira patolojik ve
patolojik olmayan kosullarda HSP’lerin
ekspresyonu ve fonksiyonlarindaki fark-
lliklardan kaynaklaniyor olabilir.

Akut diyabette, insilin dizeyindeki
dUsis ve glukokortikoid diizeyindeki re-
latif artis ubiquitin proteolitik yolunun

aktivasyonuyla kas atrofisi Uzerinde
dogrudan ve siddetli bir etkiye sahip
olabilir (Mitch ve ark., 1999). Diyabette
kas protein kaybinin temel nedeni prote-
in yikim hizindaki artistir (Pepato, Migli-
orini, Goldberg ve Kettelhut, 1996;
Smith, Wong ve Gelfan, 1989). Kuyru-
gun askiya alinmasi modelinde ise, pro-
tein yikim hizi 48 saat sonra artmakta ve
15. gln zirve yapmaktadir (Thomason,
Biggs ve Booth, 1989). Kas proteini kay-
binin temel nedeni ise proein sentez hi-
zindaki disustir (Thomason ve Booth,
1990). Kuyrugun askiya alinmasindan 5
saat sonra protein sentezi dismeye
baslar ve en ylUksek dizeyine (%59) 7.
gunde ulasir (Thomason ve ark., 1989).
HSP72 dizeylerinin ylksiUzlestirme ile
distigi (Ku, Yang, Memon ve Thoma-
son, 1995; Naito ve ark., 2000) ve bu
disUsin protein sentez hizinin dlismesi-
ne katkida bulundugu bilinmektedir (Ku
ve ark., 1995). Bu nedenle, 6nceden
HSP72 indlklenmesinin kuyrugun aski-
ya alindigi atrofi modelinde kas atrofisini
azaltmasi sasirtici degildir (Naito ve ark.,
2000). Bununla beraber, diyabette insu-
lin yetersizligi ve HSP72 fonksiyonunda
6nemli rol oynayan diger degisiklikler de
kas atrofisinin azaltimasinda basarisizli-
ga yol acmis olabilir. Kuyrugun askiya
alinmasinda protein yikim hizinin oksi-
datif stresle iliskili oldugu bildirilmistir
(Zarzhevsky, Menashe, Carmeli, Stein
ve Reznick, 2001). insan ve hayvan c¢a-
lismalarina ait son bulgular, diyabette ar-
tan oksidatif stresin (Aragno ve ark.,
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2004; Atalay ve ark., 1997; Marra ve
ark., 2002; Ohkuwa, Sato ve Naoi, 1995)
protein, hiicre ve DNA hasari (Telci, Ca-
katay, Salman, Satman ve Sivas, 2000)
ve diyabette gbzlenen kas iyilesmesin-
deki yavaslamada (Aragno ve ark.,
2004) 6nemli rol oynadigini géstermek-
tedir. Bu calismada, oksidatif stres 0lI-
¢clUlmemistir. Bu nedenle, oksidatif stre-
sin protein yikimi Gzerine etkisi konu-
sunda yorumda bulunmak mimkin de-
gildir. Ancak, diyabetik kosullarda olu-
san insulin yetersizligi ve glukokortikoid
dizeyindeki relatif artisin protein yikim
hizini dogrudan etkiledigi anlasiimakta-
dir. Ayrica, artan oksidatif stres nedeniy-
le olusan kas protein hasar protein yi-
kim hizindaki artisa da katkida bulunabi-
lir.

HSP72 induksiyonunun koruyucu et-
kisinin gézlenememesinin diger bir ne-
deni de HSP’lerin patolojik ve patolojik
olmayan kosullardaki ekspresyonu ve
fonksiyonlarindaki farkliliklar olabilir. Si-
cak stresi yoluyla HSP72 indiksiyonu-
nun iskelet kasi iskemi-reperfiizyon ha-
sarini (Garramone, Winters, Das ve Dec-
kers, 1994; Lepore, Hurley, Stewart,
Morrison ve Anderson, 2000), oksidatif
stres hasarn (Naito, Hartung, Schramm
ve Inselmann, 1999) ve kuyrugun askiya
alinmasi modelinde kas atrofisini (Naito
ve ark., 2000) azalttigi bildirilmistir. Bu
calismalarin tamami patolojik olmayan
kosullarda gerceklestirilmistir. Ayrica,
HSP72’nin iskemi-reperflizyon hasarina
karsi koruyucu etkisi karaciger (Kimoto

ve ark., 2000) ve kalp (Demirel ve ark.,
2001; Powers ve ark., 1998) dokularinda
da gosterilmistir. Ancak, HSP72 indUksi-
yonu hem insulin enjekte edilen hem de
edilmeyen streptozotosin diyabetik si-
canlarda kalp dokusunda iskemi-reper-
flzyon hasarina (Joyeux ve ark., 1999)
ve iskelet kasinda siddetli iskemi-reper-
flzyon hasarina (Lille ve ark., 1999) kar-
s korumakta bagarili olmamistir. Joyeux
ve arkadaslan (1999), koruyucu etki
gbzlenmemesinde, sicak stresi ile olus-
turulan koruyucu etkide 6nemli rol oyna-
yan bazi fonksiyonlarda (protein kinaz C
(PKC) aktivitesi, ATP duyarli potasyum
kanallari (Karp), antioksidan savunma
mekanizmalari ve sarkoplazmik retiku-
lum Ca2+ pompasi gibi) diyabetik kalpte
olusan degisikliklerin etkili olmus olabi-
lecedi sonucuna varmislardir. Iskelet ka-
sinda olusan benzer degisiklikler,
HSP72’nin diyabetik siganlarda kas at-
rofisini azaltmasini engellemis olabilir.

Streptozotosin diyabetiklerde
HSP’lerin ekspresyonu ve fonksiyonlari-
nin azaldigini gdsteren bagka calismalar
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 baglamda, Qi ve
arkadaslar (2004), streptozotosin-diya-
betik sicanlarda kalpte iskemi ve reper-
flzyon hasarina karsi HSP’lerin koruyu-
cu etkisini veya k-opioid reseptér ago-
nistle prekondisyonlama sonucu HSP70
ekspresyonunda artis saglayamamislar-
dir. Ancak, insulin enjeksiyonu sonrasin-
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da k-opioid reseptér agonisti HSP70
ekspresyonunu saglamistir. Bu bulgular,
instlinin HSP’lerin ekspresyonu ve fonk-
siyonunda 6nemli rol oynadigina isaret
etmektedir. Bu baglamda, Chen ve arka-
daslar (2005) insllin yetersizliginin, di-
yabetin olusturulmasindan 4 giin sonra
myokardda HSP60 dizeyi ve IGF-1 re-
septor sinyallerinin azalmasina yol acti-
gini gostermiglerdir. Ayni calismada
(Chen ve ark., 2005), hayvanlara insdlin
verilmesi myokardiyal HSP60 ekspres-
yonunun normale dénmesini saglamistir.
Ayrica, Atalay ve arkadaslari (2004) di-
yabetik sicanlarda HSP72 indiiksiyonu-
nun ve HSF-1 transkripsiyon aktivitesi-
nin diyabetik olmayanlara goére dusik
oldugunu belirlemislerdir. Yukarida sira-
lanan calismalarin bulgularn birlikte de-
Gerlendirildiginde, streptozotosin diya-
betik siganlarda HSP ekspresyonu ve
fonksiyonunun bozuldugu anlasiimakta-
dir. insiilin tedavisi alan ve almayan di-
yabetiklerde kas hasari ve stres protein-
lerinin etkileri konusunda daha fazla
arastirmaya gereksinim vardir.

Bu calismanin diger ilging bulgulari,
sicak stresi uygulamasinin streptozoto-
sin enjeksiyonuna karsin diyabet olus-
mama egilimini artirmis olmasi ve 5 giin-
Uk arastirma suresi icinde kan glikoz
duzeyinde daha fazla artisi énlemis ol-
masidir (Sekil 3). Bu bulgular, kas atrofi-
sinin azaltimasinda etkili olmayan
HSP72 indiksiyonunun pankreasin
hlcrelerini streptozotosinin toksik etki-

lerinden korumus olabilecegini akla ge-
tirmektedir. Streptozotosin enjeksiyonu-
nun HSP70 dlzeyi disiUk sican islet
hicrelerinde apoptozis olustururken,
HSP70 dizeyi ylksek insan islet hiicre-
lerinde olusturmamasi (Welsh ve ark.,
1995) bu yorumu desteklemektedir. Ay-
rica, HSP70 indiksiyonunun pankreas
islet hlcrelerini streptozotosinin toksik
etkileri, oksijen radikalleri, IL-1 ve NO’ya
karsi korudug@u bildirilmistir (Bellman ve
ark., 1995; Rakonczay, Takacs, Boros ve
Lonovics, 2003; Welsh ve ark., 1995).
Bu nedenle, yukarida sunulan iki bulgu,
HSP72 induklenmesi sonucu  htcrele-
rinde streptozotosin toksititesine kargi
artan diren¢ ve/veya daha fazla korun-
mus fonksiyon ile aciklanabilir.

Sonuc olarak, bu calisma HSP72 in-
diklenmesinin streptozotosin diyabetik
sicanlarda kas atrofisini azaltmadigini
go6stermistir. HSP72’nin koruyucu etkisi-
nin bulunamamasinin nedenlerinden biri
bu calismada olusturulan diyabetin sid-
deti olabilir. Bununla beraber, sicak stre-
si uygulamasinin streptozotosinin toksik
etkilerini azalttigina dair bulgular da elde
edilmigtir.
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