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OZET

Diyabet, iskemik kalp hastaliginin gelisiminde onemli bir rol oynamaktadir ve bu hastaligin uzun
donem sonuglarint kotiilestirmektedir. Klinik bulgularin aksine diyabetik deneysel hayvan modellerinde
kalbin iskemiye karst duyarliligi ile ilgili sonuglar ¢eliskilidir. Diyabetin siiresi, siddeti ve tipi, iskemik
protokoliin siddeti (global iskemi ya da low flow iskemi) ve farkli ¢calisma protokolleri (in vivo or in vitro)gibi
faktorler bu celiskili sonuglarin nedeni olarak ileri siiriilmiistiir. Diyabetik kalpte goriilen bradikardi
iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarina karst artmis toleransa neden olabilir. Bu nedenle sunulan ¢alismada I/R
hasarina karsi diyabetik sican kalbindeki fonksiyonel geri doniis iizerinde kalp atim hizi etkisinin
incelenmesi amaglanmistir. 8-haftalik diyabetik veya aymi yastaki kontrollerinden izole edilen kalpler,
spontan ve elektriksel uyart (300 atim/dakika) yapilarak atan kalpler olmak iizere iki gruba ayrildi. Izole
kalplere, 20 dakika stabilizasyon periyodundan sonra 40 dakika global iskemi ve 40 dakika reperfiizyon
protokolii uygulandi. Her iki deneysel kosulda da, iskemik periyod oncesi kardiyak fonksiyonlar tiim
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diyabetik kalplerde kontrollerle karsilastirildiginda azaldi. Spontan atan kalplerde, reperfiizyon sonunda %
geri doniis diyabetik ve kontrol si¢canlarda sirasiyla 80.0 = 8.0 ve 9.2 + 4.8 olarak bulundu. Uyar: verilerek
atan grupta, diyabetik ve kontrol kalplerdeki % geri doniis ise swrasiyla 66.0 = 10.3 ve 8.0 + 4.0°tii. Bu
sonuclar, 8 haftalik diyabetik si¢an kalbinin I/R hasarina karsi direncli oldugunu ve bunun bradikardiden

bagimsiz olarak olustugunu géstermektedir.

Anahtar kelimeler: Diyabet, Iskemi/reperfiizyon hasart, Kalp atim hizi

ABSTRACT

Diabetes plays an important role in the development of ischemic heart disease and aggravates long
term outcome of the disease. In contrast to clinical data, results concerning the sensitivity to ischemia of
hearts from experimental animal models of diabetes are controversial. Several factors including the
duration, severity and the type of diabetes, severity of ischemic protocol (ie, global zero flow versus low-flow
ischemia) and different study protocols testing the effect of ischemia (in vivo or in vitro) accounted for the
conflicting results. Bradycardia is one of the functional abnormalities occuring in diabetic heart, which may
cause the increased tolerance against to ischemia/reperfusion (I/R) injury. To address this point, the study
was aimed to evaluate the effect of heart rate on functional recovery of diabetic rat hearts subjected to I/R
injury. Isolated hearts from 8-weeks diabetic or age-matched controls were divided into spontaneously
beating and paced (300 beats/min) beating groups. After 20-minute stabilization period, global ischemia(40
min) followed by reperfusion(40 min) was applied to isolated hearts. In both experimental conditions,
cardiac functions before ischemic period were all depressed in diabetic hearts compared with controls. In
spontaneously beating group, % recovery of hearts at the end of reperfusion in diabetic and control rats was,
80.0 + 8.0 and 9.2 + 4.8, respectively. In paced beating group, % recovery of diabetic and control hearts
was, 66.0 = 10.3 and 8.0 + 4.0, respectively. This results showed that the heart from 8-week diabetic rat was

resistance to I/R injury, which was independent from bradycardia.

Key words: Diabetes, Ischemia/reperfusion injury, Heart rate

GIRIiS

Anjina pektoris, akut miyokard infarktiisi ve konjestif kalp yetmezligi gibi kardiyak
bozukluklar diyabetik olmayan popiilasyona gore diyabetiklerde daha sik ve daha siddetli olarak
gorlilmektedir (1). Epidemiyolojik ve klinik veriler diyabetiklerin iskemik kalp hastaliklarina daha
yatkin oldugunu agik¢a gdstermis olmasina karsin, deneysel calismalar iskemi/reperfiizyon (i/R)
hasarina kars1 diyabetik kalbin duyarliligi konusunda celigkili sonuglar ortaya koymustur. Degisik
hayvan modellerindeki bu calismalarda I/R hasarina karsi kalbin duyarhiliginin arttign (2-8),
azaldig1 (9-15) ya da degismedigi (16,17) gosterilmistir. Diyabet siiresi ve siddeti, hayvan tiirii

deneysel modeller ve protokoller, iskeminin tipi (diisilk akim ya da global iskemi) ve siddeti,
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perflizyon ortamindaki substratlar (yag asidi gibi) ve degerlendirilen parametrelerdeki farkliliklarin

s0z konusu c¢eliskili sonuglara kismen neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir (1).

Deneysel diyabetik hayvan modellerinde kalbin kasilma ve gevseme fonksiyonlarinda
azalma oldugu bilinmektedir. Ek olarak, diyabetik kalpte bradikardi de siklikla goriilmektedir. Beta
adrenerjik reseptor dansitesindeki degisim (18) ve sinyal transdiiksiyon mekanizmasindaki
bozukluk (19) azalmis Ca™-ATPaz aktivitesi (20) ve hipotroidizm diyabette bradikardi olusumuna
neden olan mekanizmalar olarak diisliniilmektedir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada kalp atim
sayisindaki azalmanin kalpte I/R hasarina kars1 koruyucu bir etki olusturabilecegi gosterilmistir
(21). Diyabette de bradikardi gelistigi géz oniine alindiginda, kalp atim sayisindaki bu azalmanin
deneysel diyabetik hayvan calismalarinin bazilarinda kalpte I/R hasarina kars1 goriilen direng icin
onemli bir faktdr oldugu diisiiniilebilir. Bu nedenle calismamizda, diyabetik kalbin I/R hasarma
kars1 gosterdigi duyarlilik {izerinde kalp atim hizinin etkisinin, in vitro kosullarda degerlendirmesi

amaclandi.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulunun Calisma Usul ve
Esaslarima Dair Yonetmeligi’ne uygun olarak gergeklestirildi (Karar No:2010-54-271). Bilkent
Universitesi Deney Hayvani yetistirme boliimiinden temin edilen erkek Sprague-Dawley sicanlar
(32244 g), kontrol (n=10) ve diyabetik (n=14) olmak iizere iki gruba ayrilarak, arastirma siiresince
sicakligr (23 + 2°C) ve bagil nemi (%40) sabit, 12 saat aydinlik / karanlik dongiisii uygulanan

ortamda barindirildilar.

Deneysel diyabet olusturmak i¢in sicanlarin kuyruk veninden sitrat tamponu (0.1M, pH:4.5)
icinde hazirlanmis streptozotosin (STZ, 45 mg/kg) injekte edildi. Kontrol sicanlara ise sadece sitrat
tamponu uygulandi. STZ injeksiyonundan 72 saat sonra siganlarin tokluk kan sekeri (sabah 09:00-
10:00) kuyruklarindan alinan kanda glukometre araciligiyla 6l¢iildi. Kan sekeri 300 mg/dl’nin
iizerinde olan siganlar diyabetik kabul edildi. Siganlarin kan sekerlerinin 6l¢limii 8.hafta sonunda

tekrarland1 ve ek olarak, beden agirliklari, yem ve su tiiketimleri 6l¢iildii.

Deney giinii eter ile anestezi edilmis sicanlardan ¢ikartilan kalpler, Langendorff sistemine
takilarak aort damari boyunca ters yonde Krebs-Henseleit ¢ozeltisiyle (mM:120 NaCl, 4.8 KClI,
1.25 CaCl,,1.25 MgSQO,, 1.2 KH,PO,, 25 NaHCO; ve 10 glukoz, 37 °C, pH:7.4) perfiize edildi.
Perfiizyon ¢6zeltisi %95 oksijen ve %5 karbondioksit karigimiyla stirekli havalandirildi. Kontrol ve
diyabetik sican kalpleri kendi iglerinde spontan veya GRASS S44 Stimulator aracilifiyla
elektriksel uyart (5 Hz, 300 atim/dak, 1.5 milisaniye, 30 V) yapilarak caligtirildi. Bir basing
transdiiseriyle (Harvard Apparatus no:72-4497) baglantili i¢i suyla dolu lateks balon sol ventrikiil
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icine yerlestirildi ve, sol ventrikiil sonu diyastolik basing (LVEDP) her deney basinda 5-10 mmHg
olacak sekilde ayarlandi. Once sabit basing (60-65 mmHg) altinda perfiize edilerek koroner akis
hizlar belirlenen kalpler, sonrasinda bir pompa (Masterflex Model:77200-12, Cole-Parmer, USA)
araciligiyla ayni hizda perfiize edildi. 20 dakika stabilizasyon siiresinden sonra 40 dakika global
iskemiye sokulan kalplere 40 dakika reperfiizyon uygulandi. Kalbin atim hiz1 (HR) ile birlikte, sol
ventrikiil i¢i gelisen basing (LVDP), LVEDP, kasilma (+dP/dt) ve gevseme hizlar1 (-dP/dt) deney
siiresince bir bilgisayar programi (3.5.0 for Windows, MP100 Biopac Systems Inc.Santa Barbara
CA) kullamlarak olciildii. LVDP ile HR’nin ¢arpimiyla hesaplanan hiz basing iiriinii (RPP)

kardiyak performansin bir gostergesi olarak degerlendirildi.

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz eslenmemis data icin Student’in ¢ testi kullanilarak yapildi. Calismada
elde edilen tiim sonuglar, Ortalama + Standart Hata olarak sunuldu. Istatistiksel anlamlilik p<0.05

diizeyinde degerlendirildi.

SONUC ve TARTISMA

STZ injeksiyonu oOncesi beden agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmayan kontrol (324+4, n=10 ) ve diyabetik (321£5, n=14, p>0.05) gruptaki si¢anlarin 8 hafta
sonundaki agirlik ve kan sekeri diizeyleri ile yem ve su tiiketimleri Tablo 1’de goriilmektedir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda beklendigi gibi STZ-diyabetik si¢anlarda beden agirliklarinda

azalmayla birlikte hiperglisemi, polifaji ve polidipsi gozlemlendi.

Tablo 1. Kontrol ve diyabetik gruptaki siganlarin 8 hafta sonundaki kan glukoz diizeyleri, viicut agirliklart,

yem ve su tiiketimleri. ¥*p<0.05 Kontrol grubuna gére anlaml farklilik.

i s1rli5 Kan glukoz Su tiiketimi
Viicut agirhigy .g Yem tiiketimi (g/giin)
(® diizeyi (mg/dl) (ml/giin)
Kontrol (n=10) 42346 104+2 20.0+0.4 57+4
Diyabetik (n=14) 25149* 487+11%* 38.3+0.8* 186+5*

Kardiyak fonksiyonlar1 agisindan degerlendirildiginde kontrollere gore 8 haftalik diyabetik
sicanlarin spontan atim yapan kalplerinde belirgin bir bradikardi olustu (Tablo 2). Buna ek olarak,
gerek spontan gerekse elektrik stimiilasyonu ile atim yapan diyabetik kalplerde iskemi Oncesi

Olciilen kardiyak parametreler kontrollere gére anlamli sekilde azaldi (Tablo 2 ve 3).
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Tablo 2. Spontan atim yapan kontrol ve diyabetik kalplerdeki iskemi 6ncesi dlgiilen kardiyak

parametreler.
Kontrol (n=5) Diyabetik (n=9)
HR (atim/dakika) 236+12 173+£13*
LVDP (mmHg) 85+11 61+5%
+dP/dt(mmHg/sn) 1688+200 1064+77*
-dP/dt(mmHg/sn) 1307104 709+48%*
RPP (mmHg x atim/dakika) 1999042422 10480+1012*

*p<0.05 Kontrol grubuna goére anlamli farklilik.

Tablo 3. Elektrik stimiilasyonuyla calistirilan kontrol ve diyabetik kalplerdeki iskemi oOncesi

Olciilen kardiyak
Kontrol (n=5) Diyabetik (n=5)
LVDP (mmHg) 9249 64£7*
+dP/dt(mmHg/sn) 2096+123 1369+208*
-dP/dt(mmHg/sn) 1446+164 925+114*

Calismada global iskemi (40 dak.) ve reperfiizyon (40 dak.) siiresi sonunda kontrol
sicanlarda her iki deney kosullarinda da kardiyak fonksiyonlarin I/R hasar1 sonucu belirgin sekilde
bozuldugu saptandi (Tablo 4 ve 5). Buna gore reperfiizyon sonrasinda LVEDP disindaki tiim
kardiyak parametreler gerek spontan gerekse elektrik stimiilasyonuyla calistirilan kalplerde iskemi
Oncesi degerlerine gore onemli Olclide azaldigi, LVEDP ise baslangic degerlerine goére anlamli
olarak artt181 tespit edildi (Sekil 1 ve 2). Ote yandan, 8 haftalik diyabetik sican kalplerinde her iki
deney protokoliinde de incelenen parametrelerde kontrollere gore reperfiizyon sonrasi anlamli bir
diizelme oldugu gozlemlendi (Tablo 4 ve 5, Sekil 1 ve 2). Bir bagka ifadeyle g¢aligmamizda 8
haftalik kronik diyabetik sican kalbinin I/R hasarina kars1 direngli oldugu goriildii.

Tablo 4. Spontan atim yapan kontrol ve diyabetik kalplerdeki reperfiizyon sonunda Olgiilen

kardiyak

Kontrol (n=5) Diyabetik (n=9)
LVEDP (mmHg) 54+9 8+£3*
HR (atim/dakika) 205 + 31 148 £ 9*
LVDP (mmHg) 9+4 58 £ 8%
+dP/dt(mmHg/sn) 169 £ 92 1078 + 138*
-dP/dt(mmHg/sn) 172 £ 86 652 + 79*
RPP (mmHg x atim/dakika) 2068 + 1263 8517 +1131*

parametreler. *p<0.05 Kontrol grubuna gore anlamli farklilik.
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Tablo 5. Elektrik stimiilasyonuyla calistirilan kontrol ve diyabetik kalplerdeki reperfiizyon

sonunda dlgiilen kardiyak parametreler.

Kontrol (n=5) Diyabetik (n=5)
LVEDP (mmHg) 92+11 24+6*
LVDP (mmHg) 6+2 44 + 9*
+dP/dt(mmHg/sn) 72+18 1040 £ 263*
-dP/dt(mmHg/sn) 119+ 25 602 + 128*
*p<0.05 Kontrol grubuna gore anlamli farklilik.
LVEDP +dP/dt -dP RPP
5000 120- 120- dP/dt 100+
* *

= 40004 . 100 - 100 * = god

§ < < <

= £ 80 £ 80 £

2 30001 2 2 2 601

S S S &

2 Z 601 2 601 3

2 = = = 4

2 20001 E F £ 40

g S 401 £ 404 2

& 10001 S, £ o0 A 207

*
N Kor;trol Diyabetik i Kontrol Diyabetik i Kontrol Diyabetik i Kontrol Diyabetik

Sekil 1. Spontan olarak atan kontrol ve diyabetik kalplerde reperfiizyon sonunda kardiyak

performans. *p<0.05 Kontrol grubuna gore anlamli farklilik.
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Sekil 2. Elektrik stimiilasyonuyla calistirilan kontrol ve diyabetik kalplerde reperfiizyon sonunda

kardiyak performans. *p<0.05 Kontrol grubuna gore anlamli farklilik.
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Epidemiyolojik ve klinik veriler diyabetiklerin iskemik kalp hastaliklarina daha yatkin
oldugunu agik¢a gdstermis olmasmna karsin (22,23), deneysel calismalar I/R hasarina kars:
diyabetik kalbin duyarliliginin arttig1 (2-8), azaldigr (9-15) ya da degismedigi (16,17) seklinde
celigkili sonuglar ortaya koymustur. Klinik ve deneysel calismalarda gézlemlenen bu farkliligin
nedenlerinden biri diyabetik hastalarda hipertansiyon, hiperkolestrolemi, mikrovaskiiler
disfonksiyon, ndropati ve nefropati gibi patolojik durumlarin da bulunmasi olabilir. Buna ek olarak,
stilfoniliireler gibi antidiyabetik ilaglarla tedavi, miyokardiyal iskemi sirasinda ATP’ye duyarh
potasyum kanallarinin agilmasimi engelleyerek Onkosullama etkisini bloke edebilir (24-27). Bu
nedenle tiim bu Ozellikler diyabetik hastalarda iskemiye karsi miyokardiyal yanitta belirleyici

olabilir.

Klinik bulgularin aksine I/R hasarina kars1 diyabetik si¢an kalplerinin daha dayanikli oldugu
ilk defa Tani ve Neely tarafindan gosterilmistir (28). Buna ek olarak, Liu ve arkadaslar1 (14) da
akut STZ-diyabetik sican kalbinde bolgesel I/R hasari sonrasinda miyokardiyal infarkt alanin
kontrollere gore yaklasik % 70 daha diisiik oldugunu gostermislerdir. Tosaki ve arkadaglar1 (2) ise
2 haftalik STZ-tip 1 diyabetik sicanlardan izole edilen kalplerde I/R sonrasi ventrikiiler fibrilasyon
ve ventrikiiler tasikardi insidansinin diyabetik olmayan kontrollerine gore anlamli olarak azaldigini,
fakat 4, 6 ve 8 haftalik diyabetiklerde bu koruyucu etkinin kayboldugunu saptamislardir. Buna
karsin, Ravingerova ve arkadaslar1 (29,30) deneysel olarak kalsiyum paradoksu (asir1 kalsiyum
yliklenmesi) olusturulan kontrol kalplerde fonksiyonel parametrelerin geri doniisiim acisindan
hicbir iyilesme olmadigini, buna karsin 9 haftalik kronik diyabetik sican kalplerinde %75 oraninda
geri dondiigiinii bulmuslardir. Benzer sekilde bu calismada da izole diyabetik sigan kalplerinde I/R
hasarindan sonra fonksiyonel parametrelerin kontrol gruba gore anlamli geri dondiigii saptanmustir.
Tim bu celiskili sonuglar, diyabet siiresi ve siddeti, hayvan tiirii ve koroner kollaterallerin
dagilimi, ¢alismalarda kullanilan deneysel modeller (in vivo ya da izole kalpler), iskeminin tipi
(diistik akim ya da global iskemi) ve siddeti, perfiizyon ortamindaki substratlar (yag asidi gibi) ve
degerlendirilen parametrelerdeki farkliliklarla agiklanabilir (1,31).

Hiicre ici asir1 kalsiyum birikimi ve oksidatif stresin kalpte I/R hasarma yol agan baslica
faktorler oldugu bilinmektedir. Diyabetik kalpte, I/R hasarina kars1 gelisen toleransla iliskili olarak
birka¢ mekanizma 6ne siiriilmektedir. Bu mekanizmalardan ilki, intraseliiler asiditenin derecesi ve
hiicrenin bununla bas etme yetenegindeki farkliliktir (10). iskemi sirasinda glikolitik akisin
artmastyla birlikte hiicre i¢i H™ konsantrasyonu yiikselir. Bunun sonucu reperfiizyonla birlikte
Na'/H" degistiricisi devreye girer ve bu kosullar altinda da kardiyomiyosite asir1 Na" girisi olur.

Sonugta Na/Ca™ degistiricisi ters yonde aktive olur ve hiicre iginde asiri kalsiyum yiiklenmesi
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meydana gelir. I/R hasarinda kilit rolii olan her iki degistiricinin de aktivitesinin diyabetik kalpte
azaldig1 bildirilmistir (1,10,11,32,33). Bu nedenle diyabetik kalpte global iskemi sonrasi
reperflizyon sirasinda hiicre i¢inde daha az sodyum ve kalsiyum birikmesi kontraktil fonksiyonun

daha iyi olmasina neden olabilir.

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada kalp atim sayisindaki azalmanin kalpte I/R hasarina
karst koruyucu bir etki olusturabilecegi gosterilmistir (21). Diyabetik kalpte, beta adrenerjik
reseptdr dansitesindeki degisim (18) ve sinyal transdiiksiyon mekanizmasindaki bozukluk (19)
azalmis Ca"™-ATPaz aktivitesi (20) ve hipotroidizm gibi mekanizmalarla iliskili olarak
bradikardinin gelistigi bilinmektedir. Bu nedenle ilk bakista spontan diyabetik sican kalbinde I/R
hasarina karsi ortaya ¢ikan toleransin diyabetik kalpte kalp atim hizindaki azalmanin bir sonucu
oldugu disiiniilebilir. Ancak c¢alismamizda benzer kardiyoprotektif etkinin elektrik
stimiilasyonuyla kalp atim hizi sabitlenen diyabetik sican kalbinde de gdzlemlenmesi bu
mekanizmay1 gegersiz kilmaktadir. Ote yandan klinik énemi olmamakla birlikte, elde ettigimiz
bulgular, deneysel diyabetik hayvan modellerinde gdzlemlenen celiskili sonuglarda diyabetik

bradikardinin bir roliiniin olmadigin1 gostermektedir.

Sonug olarak, calismamizda 8 haftalik diyabetik kalplerin in vitro kosullarda I/R hasarina
kars1 rezistans gosterdigi ve bunun diyabetik kalpte gozlemlenen kalp atim hizindaki azalmayla

iligkili olmadig1 saptanmustir.
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