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RATLARDA iISKEMI/REPERFUZYON ESNASINDA INSULIN VE
METFORMIN VERILMESININ KALBI KORUYUCU ETKISI
Sinan HAMARAT
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2014
Danisman: Prof. Dr. Nurcan DURSUN
OZET

Metforminin adenozin monofosfatazin aktive ettigi protein kinaz (AMPK) aktivasyonu
yolu ile kalp yetmezligi olan hayvanlarda ROS olugumunu azalttig1, kardiyomyositleri
oksidatif stresden korudugu gosterilmistir. Iskemi reperfiizyon (I/R) esnasinda tek
basina insulin ile muamelenin myositlere glukoz girisini artirdig1, myositleri serbest yag
asitleri yerine glukozdan enerji eldesine yonlendirdigi buna bagli mitokondrial hasar1 ve
apopitozu azalttigi goriisii hakimdir. Bu ¢aligmanin amact DNA hasarin1 azaltmada
insulin ve metforminin roliinii gostermek, birlikte verilmesinin sinerjik etki yapip
yapmadigini ortaya koymaktir.

Calismamizda = 4 aylik toplam 48 adet Spraque Dawley erkek sigan 4 grup olarak
calisildi. 1. grup; I/R yapilan (KONT), 2.grup; I/R + metformin verilen (MET, 2
mMY/L), 3.grup; I/R+ insiilin verilen (INS 3 IU/L), 4.grup; I/R+ metformin ve insiilin
verilen (MET+INS). Anestezi altinda kalpler alimip, Langendorff perfiizyon sistemine
asild1 (n=6), Krebs - Henseleit ile perfiize edildi. ilk 5 dk perfiizyon, sonrasinda 30 dk
global iskemi ve bir saat reperfiizyon yapildi. Insulin ve metformin reperfiizyon
esnasinda perfiizata eklendi. Bu siiregler igerisinde ventrikiil basing kayitlart alindi.
Ayrica I/R yapilan ilave 4 grup hayvanda ventrikiil basing kaydi yapilmadan,
reperfiizyon bitiminde myositleri izole edilerek Komet teknigi ile DNA hasar tesbit
edildi. Gruplarin verileri kendi igerisinde eslestirilmis 6rneklem t-testi, gruplar arasi
farkliliklar i¢in ANOVA testi kullanilarak degerlendirildi.

Ventrikiil fonksiyon verileri karsilastirildiginda iskemi oncesi sol ventrikiil sistolik,
diyastolik basinglarinda ve basing gelisiminde gruplar arasinda Onemli farklilik
gelismemistir. Reperfiizyon esnasinda metformin ve insulin verilen gruplarin basing
degerlerinde anlamli degisikler bulunmustur. DNA hasar1 kontrole gore diger ii¢ grupta
onemli derecede azalmistir (MET p<0,003, INS p<0,02, MET+INS p<0,005).

Bu calismada DNA hasarini azaltmada hem insulin hem de metforminin etkili oldugu
ilk defa gosterilmistir. Birlikte verilmesinin DNA hasar1 azaltmada ekstra etkisi
bulunmamustir.

Anahtar Kkelimeler: Iskemi/Reperfiizyon, DNA hasar, Insulin, Metformin, Langendorff
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The Cardioprotective Effect Of Insulin And Metformin Administration in acut
Ischemia / Reperfusion in rats
Sinan HAMARAT
Erciyes University, Institute of Health Sciences
Department of Physiology
Master Thesis, August 2014
Supervisor: Prof. Dr. Nurcan DURSUN
ABSTRACT

Many studies have shown that metformin reduces the formation of ROS by AMP-
aktivated protein kinase (AMPK), it protects myocytes from oxidative stress . During I /
R, the treatment with insulin alone increases the entry of glucose into the myocyte,
energy production of myoctes was supplied from glucose rather than free fatty acids,
consequently reduces mitochondrial damage and apoptosis. This study aimed to show
that insulin and metformin reduce DNA damage.

In our study, 4-month, total 48 Sprague Dawley male rats were used in four groups.
Group 1; I/ R (CONT), Group 2; I / R + given metformin (MET, 2 mM/L added to the
perfusion fluid, Group 3; I/ R + given insulin (INS 3 IU/L, as group 2), Group 4; I / R
given metformin and insulin (INS + MET, as group 2 and 3)(n=6). Hearts taken under
anesthesia were hanged up Langendorff perfusion system, perfused with Krebs —
Henseleit. After 5 minutes perfusion, global ischemia were created for 30 minutes and
reperfusion for one hour. In these processes, the ventricular pressures were recorded. In
addition, four groups of animals were created the I / R in the hearts but without
ventricular pressures were recorded, after I / R, myocytes were isolated and used DNA
damage determination by comet technique.

When ventricular function datas were compared to each other, there are no significantly
differences between groups in left ventricular systolic and diastolic pressures and
pressure development before ischemia. During administarion of metformin and insulin
to groups, blood pressure parameters were found significantly changes. DNA damage
was significantly decreased in the three groups compared to the control group (MET
p<0.003, INS p<0.02, MET+INS p<0.005).

In this study showed first time that both metformin and insulin administration during
reperfusion reduced DNA damage in hearts. Metformin and insulin of co-administration
haven’t extra effect on DNA damage reducing.

Keywords: Ischemia / reperfusion, DNA damage, Insulin, Metformin, Langendorff
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1. GIRIS VE AMAC

Glukoz, insulin ve potasyumdan (GIK) olusan metabolik kokteylin kardiyomyositleri iskemide
koruyabilecegini ilk defa Sodi-Pallares 1962 yilinda ortaya atti [1]. Opie [2] bu metabolik

terapinin kullanimi igin etki mekanizmalarini daha mantikh agiklama yoluna gitti.
1. Mekanizma olarak kardiyak glikolizin promosyonu

2. Mekanizma olarak ise serbest yag asitlerinin (FFA) adipositlere gonderilmesi ve kardiyak FFA

metabolizmasini azaltmasi.

GIK terapisi akut miyokard enfarktist (AMI) sonrasi mortaliteyi azaltmada 6nemli rol oynadigi
dislncesi kabul gordi [3]. Bu etki gz 6nline alinarak “stabil koroner hastaligi “tedavisinde
glukoz kullanimini optimize etme terapo6tik yaklasimi ileri strildi. Bu amagla stabil anjinada
serbest yag asit inhibitorleri kullanilarak glukozu oksidasyon yoluna yonlendirme umut verici
olarak bildirildi [4]. Yiksek doz GIK ile beslenme ile FFA seviyesinin maksimal seviyede
baskilandigi myokardiyal glukoz aliminin ise maksimal seviyede arttigi tespit edildi [5] Daha
sonra bu konu ile ilgili 2 calisma daha yapildi. AMI'll ayni zamanda insulin alan diyabetik
hastalarda glukoz ve insulin yararli etkisi test edildi [6]. insulin bagimsiz diyabet hastalarina
akut enfarksiyon esnasinda sadece subakut insulin tedavisi yapildi, insulin ve glukoz tedavisini

birlikte alanlar ile kiyaslamasi yapildiginda, insulin ve glukozu birlikte alanlarda mortalitede
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azalma % 29 kadardi . ikinci calisma Ceremuzynski ve arkadaslari [7] tarafindan yapildi ve diisiik
doz GIK tedavisinin yararli etki olusturmadig yiksek doz ya da yiksek insulin dozunun daha

yarali oldugu belirtildi.

ECLA klinik calismasinda Jonassen ve arkadaslari [8], in vivo MI olusturulmus sicanlarda GIK
verilmesi (i/R baslangicinda, ya da sadece reperfiizyon esnasinda) etkilerini inceledi, GIK
verilmeyenlere gore insanlarda yaptigi gibi etkiye benzer sekilde infarkt alanini azaltti. Fakat
rerperflizyon ve erken reperflizyon donemlerinde FFA ve glukoz seviyesi kontrolden farkh
degildi. Sadece insulin reperfiizyon esnasinda verildiginde 15 dakikada bile infarkt alani
azalttigi bulundu [9]. Tim bilgiler bir araya getirildiginde “GIK’in kardiyoprotektif etkisi insulinin
reperfliizyon esnasinda tek basina olan etkisinden bagimsiz olarak da vardir” seklinde
yorumlanabilir. iskeminin yaptig gibi reperfiizyon isleminin kendisi de kalp dokusunda hasar
yapmaktadir. Bunlara nekroz ve programlanmis hiicre 6limi ya da apopitoz da dahildir.
Bilindigi gibi reperflizyon esnasinda apopitoz artmakta olup insulin ile muamele muhtemelen
bu apopitozu azaltarak kardiyak hasari iskemi sirasinda azaltmakta olabilir. Ml sonrasi
reperfizyon dokuyu kurtarici bir yol olmasina ragmen reperfiizyonla olusan patolojileri
aciklamak gerekir. Reperflizyonun indiikledigi myosit kayiplari sadece iskemiye bagldir
seklinde yorumlanmaktadir. Bunda reperfiizyona bagh nekroz degil apopitoz sorumlu
tutulmaktadir [10]. Kalp dokusu reperfiize edildiginde ¢ogunda apopitozun arttigi pek cok
deneysel ¢alismada gosterilmistir [11-13]. Bazi ¢alismacilar insulinin postiskemik reperfiizyon
sonrasl doku hasarini azaltmada direkt etkili olduklarini, bunu da kisa siirede reoksijenasyonu

artirarak, bunlara bagli apopitozun azaltarak yaptigi ileri strGImustir [11].

Metforminin kardiyovaskiler sistem Uzerine iyilestirici etkisi oldugu bildirmistir. Metforminin,
AMP aktive eden protein kinaz (AMPK) aktivasyonu ile insilin rezistansi gelismis kalp
hiicrelerinde instlin aracili ya da bazal glukoz alinimini arttirdigi bildiriimektedir. Metformin
miyokardin mekanikal etkinligini artirir, AMPK aktivitesini, endotelial nitrik oksit sentaz
aktivitesini, vaskiller endotelial growth faktort artirir, tlimor nekrozis faktor alfa
ekspresyonunu ve apoptozisi de azaltir. iskemi ya da reperfiizyon esnasinda insulinin verilmesi
ekstraselliiler potasyum birikimini, hiicre i¢i sodyum, kalsiyum birikimini azaltabilir, metformin
ile birlikte verildiginde miyosite glukoz girisini de artiracagl igin iskemik hasarda azalma
yapabilir. Calismanin amaci, kalp dokusunda gelisen I/R hasarini azaltma amach insulin ile

birlikte metforminin verilmesi, insiilin ve metformin kombinasyonunun sol ventrikil
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fonksiyonunda yapacagi iyilestirici etki ve hasari azaltmadaki rolii komet assay yontemi

kullanilarak arastirilacaktir.

2-GENEL BILGILER

2.1. iNSULIN

instilin pankreastaki langerhans adaciklarnin beta (1) hiicreleri tarafindan iretilen polipeptit
yapida 6000 dalton molekil agirliginda bir hormondur. Molekili 2 aminoasit zincirinden
olusmaktadir. Zincirler birbirlerine iki disiilfiir képrisiyle ile baglanmistir. insilin, dokular
tarafindan yakitlarin kullanimini diizenleyen en énemli hormonlardan biridir. Metabolik etkileri
anaboliktir, glikojen, triacilgliserol ve protein sentezini desteklemektedir[14]. Bunlarin disinda

membran enzimlerini aktive ve inaktive edebilirler, bircok protein ve mRNA’nin sentez veya
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yikim hizini degistirebilir, hiicre biiyiime ve farklilasmasini etkileyebilirler. insiilin sentezinin

basamaklari sirasiyla soyledir:
1) Nikleusta insiilin kodlayan genlerden mRNA transkripsiyonu olur.

2) mRNA stoplazmaya gelir ve kaba endoplazmik retikuluma (ER) bagli polizom ile translasyona

ugrar.

3) Polipeptit sentezi, N-Terminal sinyal polipeptidi olusumuyla baslatilir ve ER membrani igine

penetre olur.
4) Polipeptit zinciri, ER limeni icine dogru uzar, sonugta preproinsilin olur.
5) Sinyal peptidi ayrilir ve sisternada proinsilin olusur.

6) Proinsilin ER’dan golgi kompleksine tasinir, orada proteazlarin etkisiyle C-peptit segmentini
kaybederek insiiline donlislir. Donlisiim golgi aparatindan kopma sonucu olusan instlin depo

vezikullerinde devam eder.

7) insilin parsiyel ekzositozla salgilanirken onunla birlikte ekimolar miktarda C-peptiti de

salgilanir [15].

Proinsilinin bir kismi intakt olarak dolasima verilir. Dolasgimdaki insiilin benzeri immin
reaktivitenin % 20’sini teskil eder. Proinsilinin biyolojik etkinligi instlininkinin % 10’u kadardir
[15]. C-peptit insilin sekresyonunun periferik gostergesidir. C- peptit diizeyleri stabil olmayan
klinik durumlarda bile sekresyon hizini dogru gosterir. C peptit insilin gibi karaciger tarafindan
tutulmaz [15]. insilin sekresyonunu uyaran en énemli maddeler glukoz, aminoasitler (6zellikle
arginin), glukagon, gastrointestinal hormonlar (sekretin, gastrin, vazoaktif intestinal peptit,
kolesistokinin), blyliime hormonu, glukokortikoidler, prolaktin, plasental laktojen, cinsiyet
hormonlar, parasempatomimetik ajanlardir. Hipertiroidi, beta (B) htcrelerinin glukoza
duyarhligini arttirir. Paratiroid hormon, dlsik dozlarda beta hicresini uyarirken yiiksek
dozlarda inhibe eder. Somatostatin ve epinefrin insilin sekresyonunu inhibe ederler [15].
insilinin glukoz metabolizmasi iizerine etkileri, en belirgin olarak tic dokuda gozlenir: karaciger,
kas ve yag dokusu. Karacigerde glikoneogenez ve glikojen yikimini inhibe ederek, glukoz
Uretimini azaltir. Kas ve karacigerde, glikojen sentezini arttirir. Kas ve yag dokusunda, hiicre
membranlarindaki glukoz tasiyicilarini arttirarak glukoz alimini ¢ogaltir. insiilin verilmesinden
birkag dakika sonra, yag dokusundan yag asidi salinmasinda belirgin diisme goériliir. insilin, yag

dokusunda hormon duyarl lipazin aktivitesini inhibe ederek dolasimdaki yag asitlerini azaltir.
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Cogu dokuda aminoasitlerin hiicre icine girisini ve protein sentezini uyarir [15]. insilin;
karaciger, kas ve yag dokusu gibi cogu dokuda, hiicre membranlarinda bulunan yiksek afiniteli
dzglin reseptdrlerine baglanir. insiilin reseptérii, tek bir polipeptit olarak sentezlenir,
glukozillenir ve alfa-beta subinitlerine ayrilir. Bunlar daha sonra disilfit baglariyla bagh bir
tetramer olusturmak Uzere bir araya gelirler. Her beta subunitinin hidrofobik bélimi plazma
membran icinde yer alir. Hicre disinda bulunan alfa subinitini insilin baglanma bolgesi icerir.
Beta subunitinin sitozolik bélim, bir tirozin kinazdir ve insiilin ile aktive olur. insilinin kendi
reseptériiniin alfa sublinitlerine baglanmasi, konumsal degisikliklere neden olur. Bu
degisiklikler, beta subunitlerine iletilir ve beta subunitindeki 6zgiin bir tirozin biriminin hizli
otofosforilasyonuna neden olur. Ancak, reseptor tirozin kinazin, insilinin hiicre ici etkileriyle
baglantisini saglayan molekiiller kesin olarak belirlenememistir. insiilin aktivitesinin bir
kisminin, hedef proteinlerin serin veya treonin birimlerinin fosforilasyonu veya
defosforilasyonuyla oldugu bilinmektedir. Bu nedenle reseptor tirozin kinaz aktivitesiyle insilin
reseptor substrat (IRS-1, IRS-2) adi verilen bir peptidin tirozinlerinin fosforile edildigi
distndlmektedir. IRS-1 geni silinmis farelerde glukoz homeostazinin bozuldugu, glukoza
toleransin gelistigi bulunmustur. Belirgin diyabet olusmamasi, kaybolan IRS-1 yerine, kismen
IRS-2 tarafindan tutulmasiyla agiklanmustir. Bircok dokuda insiilin varliginda glukoz tasinimi
artmaktadir. insilin glukoz tasiyicilarinin (glukoz transport molekiilleri, Glut) hiicre ici vezikiil
havuzundan hiicre yizeyine devaml hareketini saglamaktadir. Cizgili kas ve yag dokusunda
insiilin Glut-4 yardimiyla transloke olur. insiilin baglandiktan sonra, hormon reseptér kompleksi
hiicre icine alinir. Hiicre icinde, insilin lizozomlarda yikilir. Reseptorlerde yikilabilir, fakat cogu
hiicre ylzeyine geri doner. Yiksek insdlin diizeyleri reseptor yikimini arttirir, béylece ylzey
reseptdrlerinin sayisi azaltilir (down regiilasyon) [15]. insiilinin baglanmasi ¢ok genis etkilere
yol acar. En erken yanit, glukozun hiicre icine girisinin artmasidir. Bu olay, membran
reseptdriine baglandiktan sonra saniyeler icinde olmaktadir. insiilinin neden oldugu enzimatik
aktivite degisiklikleri ise, dakikalar ve saatler icinde meydana gelir (varolan proteinlerin
fosforilasyon durumlarindaki degisiklikleri gésterir). insilin ayni zamanda bircok enzimin
miktarini da arttirir. Bunun icin ise saatler veya giinler gereklidir [14, 15]. insiilin basta
karaciger, boébrek ve cgizgili kaslar olmak lizere yag dokusu, monosit, eritrosit, granilosit,
plasentada yikilir. Pankreastan salindiktan sonra yaklasik % 50’si hepatositlerde yikilr.
Bobreklerde glomerillerden sizilir ve proksimal tubulusta reabsorbsiyona ugrar, tubulus
hiicrelerinde kismen yikilir. insiilinin hiicre icinde yikiminda birgok enzim rol alir, bunlarin en

onemlisi “glutatyon insilin transhidrojenaz”dir [15].
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2.1.1. insulin Ve Kardiyovaskiiler Metabolizma

Kalp myokardiyal kasilma ve gevsemeyi kesintisiz slirdlrebilmek icin surekli intraselliler ATP
seviyesini belirli diizeyde sirdirebilmek icin yakit ve oksijene ihtiya¢ duyan bir eneriji tiiketici
organdir. insan kalbi pompalama isini siirekli yapmak icin her giin 3,5 ile 5,5 Kg’'lik ATP
olusturur ve tiketir [16]. Bu enerjiyi olusturma yolu koroner akim, kanin icindeki substrat,
hormonlar ve beslenme durumuna baghdir [17, 18]. Fizyolojik sartlarda kalp ATP uretimini
uzun zincirli serbest yag asitlerinden (LCFA) % 60-70, glukozdan % 20 ve laktattan % 10

mitokondriyal oksidasyon ile saglar (Sekil 2.1).

Eger glukoz ve insiilin miktari artacak olursa yag asitleri yerine glukozun oksidasyonu tercih
edilmektedir. insulinin indiikledigi substrat kullanimindaki adaptasyon kompleks olup, glukoz
taslyici Glut4, LCFA tasiyici 88kDaFA translokaz (FAT)/ CD36, glikolitik enzim 6-fosfofrukto-1-
kinaz (PFK-1)'1 iceren gesitli hiicresel hedefleri etkileyebilmektedir (Sekil 2.1). insulin sinyal

transdiiksiyon yolunun proksimal kismi bu metabolik etkilerde ortak yoldur.

insilin kardiyovaskiiler metabolizma ve glukoz, uzun zincirli yag asitlerini iceren metabolizma
fonksiyonlari, protein translasyonu ve vaskuler tonus regilasyonunda 6nemli role sahiptir.
1921’de kesfedilen inslin ile ilgili cok ¢alisma yapilmistir.  insulinin bu etkilerini agiklayacak
molekiler sinyalizasyonun tam olarak agiklanmasi ile ilgili calismalar hala devam etmektedir.
1949’da ilk defa instlinin glukozun hicrelere alimini sagladigi kesfedildi fakat bunu GLUT 4
araciligl ile yaptigi 1980’lerde ortaya cikarildi. 2003 yilinda diger iki protein olan protein kinaz B
(PKB)/Akt ve Rab GTPaz-aktive edici protein (GAP) Akt substrat 160 (AS160) ‘in insulinin
indiikledigi glukoz aliminda aranan kisimlar olabilecegi disiiniildii. insuline bagh molekiler
adimlar hala kesin olarak agiklanmasa bile sinyal iletimi mekanizmasinin agiklanmasi insilin
direnci, kalp hipertrofisi veya miyokard iskemisi gibi kardiyovaskiiler hastaliklari molekiler

diizeyde tedavi etmede yararlanmayi saglayacaktir.
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Sekil 2.1.insulin olmadiginda (A) ve oldugunda (B) kardiyak metabolizma. ATP yapimi yag asitleri ve
glukoz oksidasyonundan saglanir. Yag asitleri kalbin kullandigi ayricalikli substrattir, onun beta

oksidasyonu glukoz oksidasyonu ile inhibe olur (Randle siklusu). Glukoz ve insilin plazma seviyesi

arttiginda glukoz esas enerji kaynagi haline gelir. insulin Glut 4 translokasyon ve 6-fosfofrukto-2- kinaz
(PFK-2) aktivasyonunu saglar, bu durumda glukoz alimi ve glikolizisi baslatir. [19]
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FAT/CD36, LCFA tasiyici

Fru-1,6-P2, fructose 1,6-bisphosphate;
Fru-2,6-P2, fructose 2,6-bisphosphate;
Glu-6-P, glucose 6-phosphate;

Glut4, glucose transporter4;

LCFAs, long-chain fatty acids;

PDH, pyruvate dehydrogenase;

PFK-1, 6-phosphofructo-1-kinase;

TCA cycle, tricarboxylic acid cycle.

2.1.2. Proksimal insulin Sinyalizasyonu

instilin reseptérii tetramerik enzim olup 2 adet ekstraselliler alfa subiinitesi ve 2
transmemnbran beta Unitesi icermektedir. Extrasellller kisma insiilin baglanir, reseptoriin beta
Unitesindeki tirozin kinaz aktive olur. Beta sublinite diger pek cok tirozin rezidiielerini fosforile
ederek reseptériin otofosforilasyonuna neden olur. insulin reseptorleri insiilin-like growth
faktor (IGF-1) reseptorii ile benzer yapidadir. iki reseptér ve onlarin ligandlari arasinda kros
reaksiyon ve birbiriyle 6rtiisen fonksiyonlari olmasi bu nedendendir [20, 21]. insulin
reseptorleri aktive ve fosforile edilen insiilin reseptorleri onun fosfotirozin rezidielerine
baglanir ve insilin reseptorleri (IRS) ailesi ve Shc iceren bir seri downstream elementlerini
fosforile eder [22, 23]. Bu recruitment (birikim) ve aktivasyon iki 6nemli yolagi sirasiyla aktive

eder,
1. Fosfotidilinositol 3 kinaz
2. Mitojen aktiveli protein kinaz (MAPK) yolaklari.

PI3 K ozellikle klas la insllinin metabolik etkisinde ana rolii Ustlenen yoldur. MAPK yolagi

ozellikle hiicre bliyime ve ¢ogalmasinda gorevlidir. MAPK yolagi ¢ok iyi tanimlanmistir [24, 25].
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PI3K yolagl heterodimerik proteindir, p110 katalitik ve p85 reglilator kisimlaridir. Regilator
kisim SH2 domain icerir ki bu insulin reseptérlerinin ya da IRS adaptdr proteinlerin fosforile

tirozin rezidllerine baglanir

(insulin indiiklemesi ile plazma membraninda PI3K birikimi, PI3K aktive eder, PI3K bir lipit
kinaz olup Pl fosfatazi 3’ pozisyonunda fosforile eder [26]. PI3K , PI4,5 P2’den PI3,4,5 P3
olusturur. Plazma membraninda artan PI3,4,5 P3, fosfoinositid-bagimli kinaz-1 (PDK1) ve PKB/
Akt. ‘in birikimi ve co-lokalizasyonuna neden olur. insiilin kalpte oldukca potent PKB/Akt’diir
[27]. PDK1 ise kas spesifik knockout farede gosterilmis olup insilinin kardiyak PKB/Akt
aktivasyonu icin gerekmektedir [28, 29] PDK1 ve PKBb/Akt2 izoformlari kalbe glukoz alimi icin
esas yapilardir [30, 31]. PKB/Akt, PDK1 atipikal protein kinaz Cs (PKCs) | ve Z yi de aktive etme
yetenegine sahip olsa da insllin aracili bu aktivasyon aslinda kalp dokusunda heniz

gosterilmemistir [32].

2.1.3. Glukoz Ve Uzun Zincirli Yag Asit Metabolizma Regiilasyonu

Glukozun kalp hiicre igerisine girebilmesi icin okside formda olmasi gereklidir. Onun hiicre
icerisine membrandan alinmasi membrandaki glukoz tasiyicilarinin varliginda olmaktadir. Glutl
ve Glut4 insilin tarafindan glukoz alimini diizenlemek icin kullanilan asil tasiyicilar olarak kabul
edilir [33, 34]. Glukoz tasiyicilari kalp hicrelerinde intraselliler ve plazma membraninda olmak
tizere iki farkli popiilasyondur. insulin Glut 4 ‘U intraselliler depodan sarkolemmal membrana
tasinmasini indiikler, bdylece de glukoz hiicre icine alinir [33, 35].insulinin indiikledigi Glut4
translokasyonunda PI3K/PKB/Akt- sinyalizasyon kaskadinin roll ¢ok iyi tanimlanmistir [36, 37].
Bilindigi gibi AS160, membran trafiginde gerekli olan kii¢clik G proteinleri Rabs’in GAP’I olup,
PKB/Akt'in bir substratidir. insulin indikledigi fosforilasyon AS160’1 inaktive eder, Rab GAP
fonksiyonu, buna bagh olarak adiposit [29] ve kas dokusuna Glut-4 translokazyonu engellenir
[16]. Kardiyomyositlerde insilin ile AS160°in fosforilasyonu artirilir. Buna ilaveten diger bir Rab
GAP olan TBC1D1 ki bu ilave bir PKB/Akt substratidir, AS160’a parelel bir rol oynar [38, 39]
PKB/Akt substrati olan fosfoinositid 5 kinaz PIK5 ve SNARE iliskili protein synip’in Glut4
translokasyonuna katildigi distinilmektedir. PIK5’in, F-aktin dinamikleri Gzerine olan etkisi ile
Glut-4 vezikillerinin trafiginde rol oynayabilir. PI3K/PKB/Akt, spesifik lipit mikrodomainlerine

yerlesmis diger bir yolak olup G protein TC10 ihtiva eder ki bu instlin reseptorleri ve IRS Cbl’'ye
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tutunur. Bu yolak adipozitlerdeki Glut4’in translokasyonunda rol oynar [36, 37, 40-43]. Kalp
kasinda insilin Cbl, TC10’un her ikisininde fosforilasyonunu artirdig1 gosterilmistir [42] TBC1D1,
PIK, synip, PKC I/z ya da Cbl/TC10’un insulinin indikledigi glukoz uptake stimulasyonu kalpte

henliz arastirilmamistir. Glukoz kas hiicresine girdikten sonra glikojen sentezine ve insilin

bagiml glikolizise katilmak icin metabolize edilir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Kardiyovaskiiler yolagi diizenleyen insiilin sinyal yolagi

Bu sekilde metinde bahsedilen farkli instlin sinyal elemanlari ayrintih olarak tarif edilmektedir. (A)
insulinin kardiyomyositlerde substrat metabolizmasi ve protein translasyonuna etkileri. (B) insiilinin
endotelyal / vaskiler diiz kas hiicresi sistemi, apoptoz ve hiicre biyiimesi tzerine olusturdugu aracili
vazodilatasyon. Noktali gizgiler translokasyonlar ve diiz cizgiler dogrudan etkilesimleri, kesik cizgiler ise
dolayh etkilesimleri temsil etmektedir. [19]



XX1v

instlinin indikledigi negatif geri besleme déngiisii, kirmizi olarak sunulmustur. Insiilin ve AMP-aktive
protein kinaz sinyalizasyon yolagi arasindaki etkilesimler de bu sekilde gorilmektedir. Kirmizi hat bir
yolun digerini inhibe etme etkisini, gosterirken yesil gizgiler AMPaktive protein kinazin insiline benzer
etki olusturan analoglarina etkilerini ifade etmektedir. Soru isaretleri kalp dokusunda heniz

tanimlanmamis sinyal olaylarini ifade etmektedir.

insiilin, PKB indiiklemesi ile GS kinaz 3 inaktivasyonu yapip kas hiicresinde glikojen sentazi
defosforile edebilmektedir [31, 44-46]. Fakat bu yolagin kalp hiicresinde c¢alistig
gosterilmemistir [31]. Glukoz 6 fosfat ile GS’nin allosterik aktivasyonunu iceren mekanizma
kardiyak glikojen seviyesini regiile eden esas mekanizmadir [31]. insulin kardiyak glikolizis
stimulasyonu ile glukoz kullanimi tercih eder [47-49]. insulin fruktoz 2, 6 bifosfat sentezini
yapan enzim olan 6-fosfofruktoz -2 kinaz (PFK-2) izoformunu aktive eder [50]. 2, 6 bifosfat,
PFK1’in kuvvetli bir uyaricisidir, glikolitik yolda ana bir enzim regilatéradur [49]. PI3K/PDK1
bagimli yolun kontroliinde PFK-2 aktivasyonu saglar [47, 50-53]. Bununla birlikte direkt PFK-2
fosdforilasyonundan alt grup protein kinazin sorumlu oldugu hala celiskilidir, bir calisma PKB’in
putatif bir roli oldugunu, digerleri ise diger bir PDK1 bagimh kinazin oldugunu ifade
etmektedir. [27, 32, 50]. Oli bir kinaz PFK2 ‘in kardiyak spesifik ekspresyonun glikolitik akisi
azaltmasi, hipertirofiyi ve fibrozisi indiiklemesi, kardiyomyosit fonksiyonlari azaltmasi nedeni
ile PFK2'nin kardiyak fonksiyonu regiile etmede olduk¢a dnemli oldugu goérinmektedir [54].
insulin kalp hiicrelerinde glukoz alimina parelel olarak LCFA alimini da indiikler [55, 56] Kalp
uyarilmasi ile insulin sinyalizasyonu plazma membranindaki LCFA transporteri FAT/CD36’nin
insiilin bagimli translokasyonuna neden olur (sekil 2.2.). Bu fenomen insilinin indlkledigi PI13K
aktivasyonunu gerektirir [57]. Glukoza zit olarak intraselltiler LCFA konsantrasyonu arttiginda
LCFA oksidasyonu artisi ile sonuglanmaz fakat intraselliler lipit havuzundaki asirihgin

depolanmasini saglar [58].
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2.1.4. iskemide insulin Etkisi, insulin Ve AMP-Activated Protein Kinase Sinyalizasyonu

Arasindaki Etkilesim

insiilin sinyalizasyonu sinyalizasyonu ve etkisi myokardiyal iskemide énemli élgiide degisir [48,
59-63]. insulin sinyalizasyonu AMP’nin aktive ettigi protein kinaz (AMPK), digeri protein ile
iliskili olmayan iki esas yol ile modifiye edilir [46]. ilk &nce MI'in olusturdugu asidozis, insulin
reseptorleri tirozin kinaz aktivitesinin inhibisyonuna neden olur (Sekil 2.2). Bu inhibisyon
PKB/Akt, p70S6k ve GSK-3. ‘yi iceren farkli downstream elementlerde azalma ile direkt
iliskilidir. ikinci olarak iskemide okside ATP olusumunun etkilenmesi AMP konsantrasyonun
artmasi AMPK aktivasyonunu artirir [64]. Aktive olan AMPK insilin sinyal yolunun farkli

komponentlerini arglle ettigini disindirmetedir (Sekil 2.2) [48, 59, 61-64].

insiilin gibi, AMPK Glut-4 translokasyon ve PFK-2 aktivasyonu gibi ayni yolaklarin regiilasyonunu
yaparak kardiyak glukoz alimini ve glikolizisi stimiile eder[65, 66]. AMPK insiline zit olarak
TSC'/mTOR/p70S6K inhibisyonu ile protein sentezine olan insiilin etkisini antagonize ettigi
bildirilmektedir [67-69]. iskemik kalpte AMPK’nin protein sentezinin regiilasyonundaki tam rolii
hala acik degildir. Kardiyomyositlerde AMPK’nin farmakolojikal ve genetik aktivasyonu p70S6K
‘nin PKB/ Akt-aracili aktivasyonu, eEF2’nin fosforilasyonu ve protein sentez stimilasyonunu

acik olarak ortadan kaldirmaktadir.

Son c¢alismalarda iskeminin indikledigi EF2 fosforilasyonu AMPKa2 izoformunun yoklugunda
acik sekilde degistigi, mTOR/p70S6K inhibisyonunda ise degismedigi gosterilmistir. Son
calismalar protein sentez uzaniminin reglilasyonunda AMPK'nin  roli  oldugunu
desteklemektedir fakat iskemide protein translasyonunda pre ya da baslangic adimin

inhibisyonuna bu protein kinazin etkisi ile ilgili sorular hala vardir.

iskemi bagimli-insilin regiilasyonuna paralel olarak insiilinin  AMPK sinyalizasyonunu
antagonize ettigi cok iyi bilinmektedir [70, 71]. PKB/Akt AMPK’yi fosforile edebilir, bu
fosforilasyon da iskeminin indlkledigi AMPK aktivasyonunu azaltir (Sekil 2.2.) [45, 72, 73].
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2.1.5.insulin iskemi-Reperfiizyonda Koruyucu Mudur?

insulin sinyalizasyon yolu iskemi esnasinda bloklansa bile , insiilin hala reperfiizyon esnasinda
aktif olabilir. Uzun yillar glukoz/instlin/potasyum (GIK) Ml sonrasi infarkt alani azalttigi icin iyi
bir yaklasim olarak kabul edilmistir[74, 75]. Pek cok calisma GIK'in protektif etkjisini
aciklamada PKB/Akt'nin insulin aracaili aktivasyonuna baglamistir[61, 75-77]. Boyle diisinme
nedenlerinden birisi; bilindigi gibi reperflizyon esnasinda miyokardiyal metabolizma
LCFA’lerden glukoz oksidasyonuna kaymaktadir. ikincisi PKB/Akt aktivasyonu cesitli koruyucu
mekanizmalari calistirir. PKB/Akt’in f fosforilasyonu, sequesters, ve BAD, BAX, ve caspase-9
gibi cesitli proapoptotik proteinlerin inaktivasyonuna sebep olur (Sekil 2.2) [78, 79]. Sonug
olarak PKB/Akt/mTOR/ p70S6K digerleri ile birlikte kontraktil proteinlerin post iskemik
sentezini siirdirerek kalbi iskemiden korudugu farz edilmektedir. insulin gibi IGF-1 iskemi

reperflizyonda PKB/Akt gibi ayni yolagi etkileyerek protektif etki gésterir [80, 81].

AMI'li 132 hastada mortalite Uzerine GIK'in notral bir etkisinin oldugu gosterilmis. GIK'in
verilme zamani tedavinin etkinligi ile direkt iliskilidir. En iyi iyilesme GIK’in ¢ok hizli perflizyonu
ile gelisir [82]. Son yillardaki bir ¢calisma insiilin kalp koruyuculugunu azaltildigini belirtmektedir.
Sonu¢ olarak GIK inflizyonu insilinin vyararli etkisine ragmen hiperglisemi yapmakta

glukotoksisiteyi provoke etmektedir [83](Sekil 2.2).

2.2. METFORMIN

Metformin Tip 2 DM da sik¢a recete edilip, hastalar tarafindan da yaygin olarak kullanilan
biguanit tiirevi bir ilactir. iskelet kaslari ve yag hiicrelerinde insiilinin etkinligini arttirip, sindirim
sisteminden ise glikoz absorbsiyonunu azaltarak etki gostermektedir [84-88]. Son yillarda
metformin kadinlarda polikistik over sendromunun tedavisinde de kullaniimaktadir [89].

Dikkate deger bir diger durum ise; metformin kullanan diyabetiklerin ve kardiyovaskiiler
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hastaligi bulunan kisilerin hayatta kalma oraninin arttiginin gézlenmesidir [90]. Arastirmalar

metformine bagli olarak daha saglikh bir hayat saglanabilecegini diisindirmektedir [91-93].

2.2.1. Bulunusu

Metformin (1,1-dimetilbiguanid hidroklorid) Tip 2 Diabetes Mellitusta sik¢a regete edilip,
hastalar tarafindan da yaygin olarak kullanilan ilaglardan biridir. Galega officinalis isimli bitkinin
ozatinden elde edilen biguanid yapili bir maddedir [94, 95]. Tarihte Galega officinalis'in ilk
kullanimlari bitkisel ilag olarak ortagag Avrupasinda goérilmektedir. Diyabet tedavisinde
kullanimi ise 6zellikle 1930'larin sonlarina dogru Fransa'da olmustur. Aslinda Galega officinalis
ile ilk calismalar 1800'lerin sonlarinda "guanidin" yapisinin bulunmasiyla baslamis ve 1918
yilinda da guanidinin hayvanlarda hipoglisemik aktiviteye sebep oldugu gosterilmistir. Ancak
1920'lerde guanidinin klinik kullaniminin toksik oldugu goriliince yine ayni bitkiden elde
edilmis ve daha az toksik olan "galegin" antidiyabetik ila¢ olarak kullanilmaya baslandi. Yine
ayni yillarda hem daha iyi tolere edilebilen hem de daha etkili iki sentetik diguanin olan "sitalin
A" ve "sitalin B" de kullanilmaya baslanmistir. 1929'da ise "dimetilbiguanidinin" de iginde
bulundugu bazi biguanidinler sentezlendi. Sentezlenen biguanidler hayvanlarda toksik degildi
ancak insanlar tzerinde heniz hicbir test yapilmamisti [96, 97]. Metformin hakkinda ilk ciddi
makale ise Jean Sterne tarafindan yayinlanmistir. Bu makalede Sterne metformini glukoz yiyici
anlamina gelen "Glucophage" olarak adlandirmaktaydi [97]. Daha sonralari yine biguanidlerden
olan "fenformin" ve "buformin" de kullanima girdi. Ancak bu ilaglarla olusan laktik asidoz
vakalari dikkat cekiciydi. ilerleyen yillarda metformin, digerlerine gére daha az laktik asidoza
sebep olmasi, hipoglisemi ve kilo almaya neden olmamasiyla dikkat ¢ekti. Sonugta da tedavide

en fazla tercih edilen biguanid oldu [96].



XXViil

Sekil 2.3. Metforminin kimyasal yapisi [ 98]

2.2.2. Kimyasal yapisi

Metformin sentezinin orijinal tanimi ilk olarak 1921 de yapilmistir [99]. Buna gore esit
molaritede dimetilamin ve 2-siyanoguanidin toluen igersinde eritilmis ve sonra bu islemler
sirasinda sollisyon sogutalarak yogunlastiriimistir. Sonrasinda ise esit molaritede HCl yavasca
solisyona eklenmistir. Karisim kendiliginden kaynamaya baslaylp ve sonrasinda

sogutuldugunda metformin hidroklorit ¢cokeltisi elde edilmistir (Sekil 2.3.).

2.2.3. Absorbsiyonu

Metformin gastrointestinal sistemden emilimi yavas ve biyoyararlanimi %50- %60 oraninda
olan bir ilagtir. Tek dozunun doruk plazma konsantrasyonuna (Tmax) ulasmasi yaklasik l¢ saat
olarak hesaplanmistir [100]. Metformin ile 850 mg'dan 2550 mg'a kadar dozlarda yapilan
calismalarda emilimin tam olmamasi ve doygunluga ulasmasi sebebiyle biyoyararlanimin doz
ile dogrusal orantii olmadigl tespit edilmistir. Gastrointestinal sistemde metformin
emiliminden temel olarak "Plasma Membrane Monoamine Transporter" (PMAT) proteinlerinin

sorumlu oldugu disiiniilmektedir [101]. ince bagirsakta az bulunmalarina ragmen "Organic
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Cation Transporters" (OCTs) OCT1 ve OCT2 proteinlerinin de metfromin emiliminden sorumlu

oldugu distntlmektedir [102, 103].

2.2.4. Dagilimi

Metfrominin kanda plazma proteinlerine baglanmasinin ihmal edilicek kadar az oldugu
goriilmustlr [100]. Bununla birlikte, dokularda dagilimi yiksek olan bir ilagctir. Metfrominin
sanal dagilm hacmi (Vd) 300 litre olarak hesaplanmis [104], kararli durum plazma
konsantrasyonuna 24-48 saat icinde eristigi belirlenmistir. Metforminin kandaki iyonizasyonu
% 0.01 den daha azdir. Bu da metformini birgok bazik ilagtan daha bazik yapmaktadir. Ancak
metforminin lipofobik 06zellikte olmasi hiicre icersine pasif diflizyonla hizli bir sekilde
girebilmesine engeldir [104] Yukarda da belirtildigi gibi hiicre icine ulasmasinin OCTs proteinleri

tarafindan gerceklestirildigi bulunmustur [102, 103].

2.2.5. Metabolizma

Tek doz intraventz uygulanmayi takiben metformin idrardan degismeden atilmaktadir.
Karacigerde metabolizmaya ugramadigl gibi safra yoluyla da atilmamaktadir. Ayni zamanda

idrarda metformin metabolitlerine de rastlanilmamistir [105].

2.2.6. Atillm

Saglkl deneklerde; glinde iki kere 1000 mg'lik metformin verilmesi sonrasinda plazma
konsantrasyonunun 0.4 mg/L ile 1.3 mg/L arasinda degistigi saptanmistir. Renal fonksiyon
bozuklugu olmayan bireylerde metfrominin yarilanma 6mri (t1/2) yaklasik 5 saat olarak
gosterilmistir [106]. Oral uygulanmasini takiben emilen ilacin yaklasik % 90" bébrek yolu ile 24
saat icinde atilmaktadir. Metfrominin renal klerensi yiliksektir. Bunun U¢ nedeni oldugu

distnilmektedir:
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1.Metformin ufak molekdl yapisina sahiptir ve plazma proteinlerine baglanmamaktadir

2. Bébrekte metforminin transportundan sorumlu birden ¢ok protein bulunmaktadir

3. Metforminin yagda ¢OzinUrliginiin distik olmasi nedeniyle tekrar emilim minimum

diizeyde olmaktadir [100, 105, 107].

2.2.7. Etki mekanizmasi Adenozin monofosfat’in active ettigi protein kinase (AMPK)

Metfrominin temel islevi hepatik glukoz Uretimini azaltmasi ve periferik insilin duyarhhgini
arttirarak hiperglisemiyi diizeltmesidir [108]. Metformin ayni zamanda gizgili kaslarda glukoz
utilizasyonunu arttirip, plazma trigliserid dizeyinin de diismesini saglamaktadir [109]. Ayrica
metformin hepatik glukoneojenezi de inhibe etmektedir [110]. Metformin bu etkileri "Liver
Kinase B1" (LKB1) bagimh aktive edilmis AMPK mekanizmasi araciligi ile sagladigi
dislnilmektedir [109, 110]. AMPK'nin ise 6zellikle enerji metabolizmasi ve dengesi yoniinden
cok onemli bir roli oldugu distnidlmektedir [111] Memelilerde, AMPK'nin gorevi yag asidi,
protein ve kolesterol sentezi gibi metabolik yolaklarin modiilasyonunu saglamaktir. Bunun
yaninda hiicre icine glukoz tasinmasi ve karaciger ile iskelet kaslarinda glikoliz mekanizmasinda
da rol oynamaktadir [112]. Bu asamalarda AMPK, hiicre ici enerji sensori olarak glukoz
modilasyonu ve yag asidi metabolizmasinda gorev almaktadir [113]. AMPK'nin eksersiz gibi
fiziksel uyari, kas kasilmasi, adiponektin ve leptin gibi hormonlarla, fizyolojik streste, glukoz
yoksunlugunda, hipokside, oksidatif streste ve osmotik sokta etkin hale geldigi gosterilmistir.
Bu durumun glukoneogenezi ve lipogenezi inhibe ederken, yag asidi oksidasyonunu ve lipolizi

arttirdigi distintilmektedir [113, 114] (Sekil 2.4).

AMPK aracilikli mekanizmanin bulunusu 1973 yilinda yayinlanan birbirinden bagimsiz iki ayr
calisma ile olmustur. Bu arastirmalarda asetil-CoA karboksilaz (ACC) ve 3-hidroksi-3-
metilglutaril-CoA-isoprenoid (HMG-CoA) rediktazin Adenozin trifosfat (ATP) ile inkiibe
edilmesi sonucu inaktive oldugu rapor edilmistir [115, 116]. Bu yayinlarda; bulunan bu iki
grubun etkinliginin fosforilasyon sonucu ortaya ciktigl, bu fosforilasyonu saglayanin da bir
protein kinaz oldugu diisinidlmekteydi. Nitekim, 1987 yilinda bu protein kinaz bulunarak adi
AMPK olarak belirlendi [117]. AMPK'nin bir¢ok alt Giniteden olustugu belirlenmistir. Bunlar, her

biri iki veya daha fazla izoformu olan, farkh genler tarafindan kodlanan, farkh dokularda farkh
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oranlarda sentezlenen a, P ve y alt liniteleridir [118]. a alt Unitesinin iki izoformu (a1, a2) kinaz
bolgesinde N-terminalin yarisini olusturmaktadir [119]. Ayni zamanda a alt lnitesi katalizor
bolgeyi de icermektedir ve burada baska kinazlar. 172 tarafindan fosforile edilen énemli bir
dizenleyici olan threonin 172 (Thr ) bulunmaktadir [120]. P (P1, P2) alt Unitesi glikojen-
baglayan C-terminal bélgesini icermektedir. iskelet kaslarinda hiicre igi yiiksek glikojen
seviyesinin P alt initesini etkileyerek AMPK'yi inhibe edebilecegi gosterilmistir [121]. y (y1, y2,
y3) alt Unitesi ise dort tekrarl iki boélgeden olusmaktadir [121]. AMPK'nin aktivasyonunun iki
sekilde oldugu dislinilmektedir. Birincisi AMP'nin baglanmasi sonucu AMPK'nin aktive olmasi
[117], ikincisi ve daha 6nemlisi, AMPK a alt initesine LKB1 kinazin baglanarak AMPK'yi fosforile
etmesidir [122]. AMPK'nin a alt Gnitesinde bulunan Thr bolgesini fosforile eden ana kinazin
LKB1 ve iki yardimci alt Gnite STRAD (Ste20-bagimli adaptor) ve MO25 (mouse protein 25)
oldugu disiniilmektedir. STRAD ise LKB1 kompleksine katilan Thr’ nin fosforilasyonu igin
gerekli olan bir alt Gnitedir [123]. LKB1'nin ayni zamanda AMPK alt ailesinden 13 kinazi aktive
edebildigi gosterilmistir [124]. LKB1, STRAD ve MO25'in yaninda AMPK'y1 LKB1'den 2+ bagimsiz
Ca /kalmodulin bagimli protein kinazin (CaMKK) da aktive edebildigi 2+ diistintilmektedir [125].

Hicre ici Ca artisinin ise CaMKK aktivitesinin artisindan sorumlu oldugu bilinmektedir [126].

Diglk AMP/ATP iiksak AMPJATR caMKK '
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Sekil 2.4. AMPK aktivasyonunun molekdler yapisi ve isleyisi [127]
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Sekil 2.5. AMPK nin organlarda ki baslica etkileri[128]

AMPK aktivitesinin hicre ici solunum zincirindeki Kompleks 1 inhibisyonuna bagh oldugu da
gosterilmistir [129]. Kompleks 1'in inhibisyonu AMP/ATP dlzeyinin artmasina bunun da
AMPK'nin aktivasyonuna neden oldugu disinilmektedir [129]. Hiicre ici solunumun azalmasi
sonucu ise hicrede glikojenezis azalmaktadir [130]. Bu bulguyla uyumlu olarak yiksek
metformin konsantrasyonunun hiicrede total ATP seviyesini baskiladigi bildirilmistir. Bu
durumun da hiicrede AMP/ATP oraninin artmasina neden oldugu agiktir [131, 132] . AMPK'nin
bir diger islevinin ise cizgili kas hekzokinaz ve glukoz tastyicilarinin (Glut4) ekspresyonunu
indiklemesi oldugu dusliniilmektedir [118]. AMPK aktivasyonunun ayni zamanda "sterol
regulatory element-binding proteins" (SREBP-1) mRNA ve protein ekspresyonunun
azalmasinda rol oynadigl dusinilmektedir. SREBP-1'in ise dislipidemi ve insilin direncinin

patogenezinde rol oynadigi diistinilmektedir [131].
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2.2.8. Metforminin Kullanim Alanlan

Metformin ve diyabet 2025 yilinda diinya genelinde 300 milyon bireyin diabetes mellitus
olacagi 6ngorilmektedir [132]. Diinya saglik orgiti (WHO) diyabet tanisini kan glukoz diizeyine
gore acglkta; glukoz > 70 mg/dl ve glukoz yuklenmesinin (75g) ardindan 2 saatin sonunda;
glukoz > 110 mg/dl olarak belirlemistir [133]. Diyabet hastalarinin % 90 gibi biiylk bir bolimi
DM2 hastasidir, geri kalan % 10'luk bir kismini ise tip 1 ve diger diyabet hastalar

olusturmaktadir. DM2 karakteristik olarak 4 ana metabolik anormallik gostermektedir:
1.Obezite

2. insiilin etkinliginde azalma

3. instilin saliverilmesinde fonksiyonel bozukluk

4.Dokularin glukoz kullaniminda azalma[134].

Metforminin hepatik glukoz (retimini dogrudan glukoneogenik enzimleri (fosfoenolprivat
karboksikinaz, fruktoz-1,6-bisfosfataz, ve glukoz- 6-fosfataz) inhibe ederek duslrdugi
dislinilmektedir [135]. Metforminin karacigere glukoz alinmasini arttirmasinin yani sira
glikolitik enzimleri (hekzokinaz, glukokinaz ve piruvat kinazi) aktive ederek glikolizisi uyardigi da
bilinmektedir [135] (sekil 4.5). Bunun yani sira metformin insilin reseptor birimlerinin (insilin
reseptér substrat (IRS) -1 ve -2) fosforilasyonunu arttirmaktadir [135]. Metforminin
karacigerde anahtar glukoneogenik genlerin ekspresyonunu da inhibe etmektedir [136]. Diger
taraftan, metforminin iskelet kaslarinda da insilin duyarlihgini arttirdigi gésterilmistir [135].
Metforminin insiiline direngli iskelet kasi hiicrelerinde insilin reseptorlerinde IRS-1
fosforilasyonu ve fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K) aktivasyonunu azaltarak etki gosterdigi
anlasiimistir [135]. iskelet kaslarindaki bir baska etkisi ise atipik protein kinaz C (aPKC)
izoformunu indiikleyerek glukoz tasinmasinda gorev alan Glut-4'iG aktive etmektir [135].
Metforminin pankreatik adacik hiicrelerinde de AMPK aktivasyonunu diizenleyerek P-hiicresi
fonksiyonlarini etkileyebildigi diistinilmektedir [137]. Ozetle; Metformin; 1. insiilin duyarhihgini
arttirarak [138], 2. Kaslarda glukoz utilizasyonunu arttirarak [138], 3. Hepatik glukoz Gretimini
azaltarak [139], 4. Glukoz ve yag asidi metabolizmasinda rol oynayan AMPK yolaginin

aktivasyonunu arttirarak etki gosterir [140]. DM2'de metformin kullanimi ekonomik olmasi,
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kilo kaybini arttirmasi, hipoglisemiye sebep olmamasi ve glukoz disuricl etkisi sebebiyle
European Association for the Study of Diabetes (EASD) ve American Diabetes Association
(ADA) tarafindan tavsiye edilmektedir [141]. DM2'li obez hastalarda kan glukoz seviyesini
kontrol etmede metformin kullanimini 6éngdéren yayinlarin yaninda obez olmayan DM2'li
hastalarda da metformin kullaniminda kan glukoz dizeyinin diizenlenmesinde metforminin

etkinligini destekleyen yayinlar bulunmaktadir [142].

2.2.9. Metformin Ve Kardiyovaskiiler Sistem

2.2.9.1. Kalp

Kalp ve kaslar minimal dizeyde enerji depolayabilen dokulardir, bu ylizden metabolik stres
altindaki bu organlarda AMPK enerji saglanmasinda 6énemli bir rol oynamaktadir. Metabolik
stres sirasinda AMPK aktivasyonu sonucu ATP (retiminin ve bunun sonucu dokularda yag asidi
oksidasyonu, glukoz alimi ve glikolizisin arttigi gosterilmistir [62, 143, 144]. Diger taraftan kalp
yetmezligi ile mitokondrial biogenezis arasinda énemli bir bag oldugu dusiintilmektedir [145].
Bu acidan bakildiginda AMPK'nin hipertansiyonda, miyokart hasarinda, anterogenezis ve
enflamasyonda rol aldigi gosterilmistir [146]. AMPK aktivasyonunun fosforilasyon ve
endothelial nitrik oksit sentez (eNOS) aktivasyonunu arttirdigi bilinmektedir [147]. Bunun
yaninda AMPK aktivasyonu mitokondrial biyogenez ve fonksiyonunda etkili "Peroksizom
Proliferator-Aktive Reseptor-y Koaktivator" (PPAR-1a) ekspresyonunu da artirmaktadir [148].
Bir baska bulgu ise iskemik kalpte AMPK aktivasyonunun enerji homeostazinda anahtar rol
oynadigidir [144]. DM2 olmayan obez kisilerde yapilan BIGPRO (biguanides and the prevention
of the risk of obesity) ¢calismasi bu agidan ilgingtir. Bu arastirmada bir yil boyunca metformin ve
plasebo verilen kisilerdeki metabolik parametrelerdeki degisiklikler gozlenmistir. Calismada
kilo, plazma insdilin, glukoz, total kolestrol ve fibrinolitik marker degerlerindeki degisiklikler
takip edilmistir [149, 150]. Calismanin sonuglari metforminin kardiovaskiler risk agisindan
onemli olan aglik insiilin dizeyi, total kolestrol ve Apo B diizeylerinde diizelme sagladigini
gostermistir [151, 152]. Metforminin kardiyovaskiiler agidan yararini sadece antihiperglisemik
etkisi ile aciklamak yetersiz olacaktir. Metformin ayni zamanda lipit metabolizmasini, kalp kasi
ve damar diz kasinda hiicre ici kalsiyumun kullanimi ve endoteliyal fonksiyonlari diizenleyerek

de olumlu kardiyovaskiler etkiler gostermektedir [106]. Benzer sekilde, metforminin iskemi-
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reperflizyon hasarina karsi koruyucu oldugu, kardiyak fibrozisi inhibe ettigi de literatlirde yer

almaktadir [153-155].
2.2.9.2. Damarlar

Endotel disfonksiyonunda obezite ve insilin direncinin de rol oynadigini gdsteren yayinlar
bulunmaktadir [156]. Endotel disfonksiyonu; kabaca vazokonstriktor maddeler ile vazodilator
maddeler arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir [157]. Kardiyovaskiler
sistemde endotel fonskisyonlari agisindan insilinin, nitrik oksit (NO), endothelin-1 (ET-1) ve
reaktif oksijen tdrlerinin (ROS) saliverilmesinde 6nemli rol oynadigi distinilmektedir [158].
AMPK aktivasyonunun eNOS ve NO sentezini arttirdigi anlasiimistir [147, 159]. Diger taraftan
meforminin dogrudan damar genisletici etkisi oldugu da dislinilmektedir [160]. Metforminin
vazodilatasyon olusturmasinin mekanizmasi olarak onerilen bir baska olaysa arteriyel diiz kas
hicrelerinde hiicre igi kalsiyum dizeylerini diisirmesidir [161]. Bu etkilerin bir sonucu olarak
metforminin pulmoner arterial hipertansiyonda koruyucu etki gosterdigi anlasiimistir [162].
Metforminin kardiyovaskiler koruyucu etkisine antioksidan 6zelliginin katkisi da bulunabilir
[163]. Baska bir onemli bulgu da AMPK aktivasyonun diiz kas proliferasyonundan sorumlu
onemli bir madde olan anjiyotensin Il'yi inhibe etmesidir [164]. Metforminin damar
duvarindaki hiicrelerde pro-inflamasyonu inhibe etmesi de kardiyovaskiler agidan énemlidir

[165].(Sekil2.6).
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Sekil 2.6. Metformin ve damarlar arasindaki iliski [166]

2.3. KOMET (TEK HUCRE JEL ELEKTROFOREZ) TEKNIGi

Sitogenetik yontemler, mutajenik ve karsinojenik bilesiklere maruz kalan topluluklarin biyolojik
izlenmesinde genis Olclide kullanilmaktadir. Son yillarda gelisen ‘komet teknigi’ de cesitli tipte
DNA hasarlarinin tespiti icin hassas, hizli ve glivenilir bir yontem olmasi nedeniyle yaygin

kullanim gérmektedir.

2.3.1. Tarihge

ilk kez 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan tek hiicre diizeyinde DNA hasarini tespit
etmek Uzere "Tek Hicre Jel Elektroforez Teknigi" (SCGE) gelistirilmistir [167]. Ostling ve
Johanson mikroskop lami Uzerinde, bir ince tabaka agar jeline slispanse ettikleri az sayida
hiicreyi, tuz ve deterjanlarla lize ettikten sonra, notral sartlarda elektroforeze tabi
tutmuslardir. Elektroforez sirasinda uygulanan elektrik akimi, kirilmis ve hafif DNA parcalarinin
cekirdekten hizli gocinl saglamaktadir. Komet teknigi, hasar gormis DNA'nin elektroforez ile
cekirdekten salinmasi prensibine dayanir. Eger DNA kirik iceriyorsa, hasarli DNA, ¢ekirdekten
anoda dogru gb¢ etmekte ve etidyum bromid gibi fluoresan baglayici bir boya ile
boyandiklarinda bu hasarl hicreler, kuyruklu yildiz (komet) benzeri gériinim almaktadir [167].
DNA cift sarmal kirilmalarinin tespitine izin veren nétral sartlar, tek sarmal kirilmalarinin
belirlenmesine izin vermemektedir. Oysa ki, DNA'da hasar olusturan ¢ogu ajan, DNA cift
sarmalindan ¢ok, DNA tek sarmalinda hasar meydana getirmektedir. Bunun yaninda nétral
sartlarda proteinler tam olarak uzaklastirlamamaktadir. Bu nedenlerden dolayr 1988'de Singh
ve arkadaslari tarafindan alkali sartlar altinda (pH>13), DNA tek sarmal kirilmalarinin tespitine
izin veren komet teknigi olusturulmustur [168]. Kullanilan daha giicli lizis kosullari, proteinlerin
%95'inden fazlasini yok edebilmektedir. Alkali elektroforez uygulamasi ile alkali oynak
bolgelerin ve tek zincir kiriklarinin basit ve duyarli bir sekilde taninmasi saglanmistir. Pek ¢ok
genotoksik ajanin ¢ift zincir kiriklarindan ¢ok tek zincir kiriklari ve/veya alkali oynak bolgeler
olusturmasi nedeniyle metodun bu versiyonu daha ¢ok oOnerilir hale gelmistir [168, 169].
Boylelikle komet tekniginin yeni dizayni, birey hicrelerinin hemen hepsinde DNA hasari

blylklGginin direk olarak tespitini saglamaktadir.
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Bunun yaninda, DNA hasar/onarim tespiti ve mekanizmasi calismalarinda kullanilabilmektedir

[170, 171].

2.3.2.Kullanim Alanlan

SCGE teknigi tek bir hiicrede DNA hasarinin direk tayininin yani sira, bir populasyondaki tim
hiicrelerin ayni oranda hasara ugrayip ugramadiginin tespitine, dolayisiyla da bir tedavi
sirasinda hdicrelerin cevabinin 6zellikle radyoterapi ve kemoterapi rejimlerinde timor
cevabinin saptanmasina yardimci olabilmekte, direngli hiicre populasyonunun tanimlanmasini
saglamaktadir. SCGE teknigi pek ¢cok deneysel sartlarda DNA hasar ve onarimini incelediginden,
son yillarda genotoksisite ve DNA onarim mekanizmalarinin incelemesinde kullanimi artan bir
yontemdir [172, 173]. Yontem tek hiicre slispansiyonu seklinde elde edilebilen hemen hemen
her 6karyot hiicrede DNA hasar ve onarimini tespit etmektedir. Oldukca kigcilik hacimde
orneklerle calisilabilmekte, sonuclar bir glinde elde edilebilmektedir. Yontem alkali elisyon gibi
diger uzun DNA analizleri kadar duyarlidir [174]. Ginimizde komet teknigi insan
populasyonlarindan alinan lenfosit 6rneklerinde oksidatif hasar, UV ve iyonizan radyasyona
duyarliklarin incelenmesi yéniinden basarili bir sekilde uygulanmaktadir. Ozellikle izleme
(human biomonitoring) ¢alismalarinda, meslekleri nedeniyle veya cevresel ya da kazayla cesitli
kimyasal maddelere maruz kalan kisilerde, DNA hasarinin incelemesinde son yillarda ragbet
goren bir tekniktir [172-174]. Komet 6l¢imi insan ¢alismalarinda kullanilabilecek en uygun
testlerdendir. Cinkl radyoaktif maddelerle isaretleme gibi zararh islemleri icermez ve
kolaylikla gorinebilir hicrelere uygulanabilir. Normalde siklikla kullanilan beyaz kan
hicreleridir. Bu hiicreler relatif olarak invaziv olmayan yollarla, kolaylikla ayrilabilir ve metoda
iyi uyum saglar. Ancak kanser icin hedef doku olmamalari ve beyaz kan hiicrelerindeki hasarin
gercek hedef dokudaki hasari yeterince yansitip yansitmadiginin net olmamasi gibi
dezavantajlari bulunmaktadir. Bazen cerrahi sonrasi ¢ikarilan dokular kullanilabilmekle birlikte
saglikh kontrol dokusu elde etmek oldukca gictir. Bukkal ve (retelyal epitel hiicreler de
denenmistir ancak bu hiicreler yapilari nedeniyle ek proteaz kullanimi ve uzun bir lizis siiresi

gerektirirler [172].
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2.3.3.Uygulama Protokolii

Teknigin uygulanmasinda iki tip jel modeli vardir. Tek tabakali jel ve sandvig jeller. Daha yaygin
olarak kullanilan, sandvi¢c modeldir. Gomilen bu hiicreler, lysing soliisyonunda bekletilir. En
cok tercih edilen yontem, en az bir saat slireyle, pH>10- 12'de, deterjanla ve ylksek tuz
konsantrasyonunda hitcrelerin bekletilmesi seklindedir. Elektroforezden 6nce lamlar, alkali
elektroforez solisyonunda DNA sarmalinin ayrilmasi igin bekletilir. Bu solisyon pH>12 ve
disuk tuz konsantrasyonunda olmalidir. Uygulanacak olan elektroforez siiresi ve voltaj
hicrelerdeki DNA goguni etkiledigi icin, her denemede standart segilen bir tanesi
kullanilmahdir. Elektroforezi takiben lamlarin yikanmasi i¢in en ¢ok tris tamponu tercih edilir.
En son olarak DNA baglayici boyalarla (akridin oranj, etidium bromid, propidyum iyodit, DAPI

gibi) fluoresan renk olusturulur [175].

Komet olusum sekillerini degerlendirmek ve tayini yapmak icin pek cok farkh calismalar
yapiimaktadir. Degerlendirme tekniklerinin en basiti hasar derecelerine gore
kategorilendirerek (genelde 4 veya 5 sinifta) kometleri géz ile ampirik olarak kaydetmektir
[171, 176]. Gozle gorintl analizinde go¢ etmis hiicreler, siklikla kuyruk uzunluklarina gore,

siniflandirilarak ayirt edilebilmektedir

Belli bir bolgedeki DNA miktari, o boélgedeki fluoresans yogunlugu ile dogru orantilidir. Bu
ozellikten vyararlanarak dijital gorintl sistemlerinde ve analiz yazilm programlarindaki
ilerlemeye paralel olarak daha hassas ve dogru sonu¢ veren miktar tayini yontemleri
gelistirilmistir. Hasarli hicrelerin bas uzunlugu, bas ve kuyruktaki DNA ylizdesi, kuyruk
uzunlugu ve kuyruk moment gibi cesitli komet parametreleri 6lcllebilmektedir. Bunlar
arasinda kuyruk momenti ve kuyruk uzunlugu en sik kullanilanlar olmasina ragmen, dnerilen ve
kullanimi gittikce artan ol¢cim parametresi kuyruk DNA ylizdesidir. Clnki bu parametre
kometlerin géranidr kismidir ve DNA kirik frekansi ile dogru orantilidir. Kuyruk momenti; kuyruk
uzunlugu ve kuyruk icindeki toplam DNA oraninin ¢arpimi olarak tanimlanmaktadir. Arastirmaci
hangi Olgim parametresini kullanirsa kullansin, parametreler c¢alismalarda agik¢a not

‘

edilmelidir [170, 177]. Gelismis laboratuvarlarda ise genellikle image analyzer'dan
yararlanilmaktadir. Son yillarda ise 6lgimler LSM (Laser-scanning microscopy) teknolojisiyle

gelistirilmistir. Boylece sarmal kirilmalarindaki farkhliklar kolaylikla belirlenebilmektedir [178].



XXX1X

2.3.4.Komet Teknigini Etkileyen Faktorler

SCGE tekniginin farkhi uygulanmasi sonuclari etkilemektedir. Ornegin, elektroforez sartlari
(stire, uygulanan voltaj), lysing sollisyonu sartlari (tuz konsantrasyonu, siire ve pH), metodun
hassasiyetini etkilemektedir. Bu nedenle deneylerde sartlar standart tutulmalidir. Ayrica insana
yonelik calismalarda genotoksik etkiyi potansiyelize ettigi tartisilan faktorler SCGE teknigi de

etkileyebilir.

2.3.5. Komet Tekniginin Avantajlari

Az sayida hiicre gerektirir.

Degisik hlicre ve doku gruplarina uygulanabilir.
Kolay uygulanabilir.

Hassastir.

Hizhdir.

Ekonomiktir.

Guvenilirdir.

Cesitli tirlerde DNA hasarlarini tespit edebilir.

Tek hiicre seviyesinde bilgi edinilebilir.

YV V. .V VYV ¥V V VYV V VYV V

Endustriyel toksikoloji, cevresel toksikoloji, genetik toksikoloji, insan biyoizlemleri, DNA
onarim ve hasarinin temel mekanizmasi gibi c¢alismalarda geni s olarak

kullanilabilmektedir [172, 177].

Yontem in vivo modellerde herhangi bir dokuya da uyarlanabildiginden, sadece hizli prolifere
olan hiicrelerde uygulanabilir olan diger genotoksisite testlerinden daha Ustlindir. Ayni

zamanda tek bir doku hasarini belirlemek de mimkinduir [177].



x1

3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali ve Hakan Cetinsaya
Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi laboratuarlarinda gergeklestirildi. TYL-2013-4388 kodlu
projemiz, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, Bilimsel Arastirma Projeleri

Komisyonu ve Hayvan Deneyleri Etik Kurulu Baskanlhginin 13/15 nolu karari ile onaylanmistir.
3.1. DENEY HAYVANLARI

Calisma; etik kurul onayr alinarak Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezinden (DEKAM) saglanan ve vicut agirligi 400 £50 g olan 48 adet Spraque Dawley cinsi
erkek sicanlar ile gergeklestirildi. Sicanlar deney siresince sicakligi 24 + 1°C arasinda olan
ortamda barindirldi. Gece giindiiz donglisi otomatik aygit ile 12 saat gece, 12 saat gindiz
olacak sekilde ayarlandi. Calisma siresince hayvanlara pelet seklinde standart sican yemi ve
cesme suyu verildi. Deney oncesi sicanlarin agirliklari tartildi. Sicanlarin yarisi Langendorff

calismasi icin diger yarisi da Komet teknigi ile DNA hasar degerlendirilmesi icin ayrildi.

3.2. DENEY GRUPLARI

1) iskemi/reperfiizyon Kontrol Grubu (I/R, n=6): Kalp Langendorff sistemine asildi 30 dakika

iskemi 1 saat reperfiizyon yapildi.

2) iskemi/reperfiizyon + Metformin(l/Rmet, N=6): Langendorff sistemine asildi 30 dakika
iskemi 1 saat reperfiizyon yapildi. iskemi- reperfiizyon esnasinda metformin verildi.(2 uM

metformin krebs solusyonu ile)

3) iskemi/reperfiizyon + insulin (I/Rins, N=6): Kalp Langendorff sistemine asildi 30 dakika
iskemi 1 saat reperfiizyon yapildi. iskemi- reperfiizyon esnasinda insulin verildi. (3mU/ml krebs

solusyonu ile)
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4) iskemi/reperfiizyon +insulin+Metformin (M,l/Ri.,, n=6): Kalp Langendorff sistemine asildi
30 dakika iskemi 1 saat reperfiizyon yapildi. iskemi- reperfiizyon esnasinda insulin ve

metformin verildi. (3mU/ml ve 2 uM metformin krebs solusyonu ile)

Ayni gruplar ikinci kez olusturuldu (her grupta 6 hayvan olacak sekilde) langendorff sistemine
kalpler asildi, iskemi reperfiizyon islemleri ayni sekilde uygulandi fakat ventrikll basing kayitlari
alinmadi. Bu hayvanlarin kalpleri reperflizyon sonrasi myosit izolasyonunda kullanilip onlarda

komet teknigi ile DNA hasri tesbit edildi.

3.3. LANGENDORFF DUZENEGI iLE HEMODINAMiK PARAMETRELERIN OLCUMU

Anestezi (sodyum pental intra peritonal olarak verildi) altindaki sicanlarin, sag sternotomi ile
toraksi acildi ve kalbe herhangi bir mekanik hasar vermeden aortu izole edildi. Viicuttan ayrilan
kalp dokusu soguk perflizyon sollisyonuna birakildi (kalbin atmasi soguk perflizyon
solisyonunda gecici bir stre durur ve perflizyon icin hazir bekletilen kantle takilmasini
kolaylastirir). Kalp, aorttan Langendorff perflizyon sistemindeki perflizyon solusyonunun
geldigi kantle 4/0 ipek ip ile baglandi ve izole organ banyosu kalbin korunmasini saglamak igin
kalbi icine alacak sekilde sabitlendi. Sistem 37°C sabit 1s1 altinda Krebs soliisyonu ile (mmol/L:
NaCl 118; KCl 4,7; CaCl2 2,0; MgS04 1,2; NaHCO3 25; KH2P04 1,2; Glikoz 11,1) perfiize edildi. 8
ml/dk sabit akimla verilen perfizat sivisi aort kapaklarini kapatip, perflizat sivisinin sol
ventrikiile gecisini engelleyerek ve koroner perfiizyon saglandi. Daha sonra igi su dolu elastik
bir balon kalbin sol ventrikiiliine yerlestirildi, 15 dk’ lik stabilizasyon siiresinden sonra kayitlar
alinmaya baslandi. Balona belirli bir basing uygulanarak preload (6nyiik) olusturuldu (8 mmHg).
Olusan yanitlar yani sol ventrikil basin¢ gelisimi (SVDSB), basing gelisim hizi (kasilma, +dP/dt)
ve basin¢ disme hizi (gevseme, -dP/dt) bir analog-dijital sistem (MP 30 Biopac System) ve bir
basing cevirici ile bilgisayara kayit edildi (Resim 3.1).
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Resim 3.1. Laboratuarimizdaki Langendorff reperfiizyon sisteminde sol ventrikil fonksiyon

degerlendirilmesi

3.4. KARDIYOMIiYOSITLERDE KOMET TEKNiGi iLE DNA HASARININ GOSTERILMESi

Dokuda DNA hasari noétral sartlarda tek hiicre jel elektroforez (komet) yontemi kullanilarak
arastirildi. DNA komet assay ya da tek hicre jel elektroforezi (SCGE) canli populasyonlarinda,
hicre dizeyinde DNA hasar tespitinde kullanilan, hizli, basit ve ¢ok hassas flouresan

mikroskobik yontemdir.
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Langendorff sisteminde iskemi reperfiizyon islemleri yapildiktan sonra hazirlanmis olan Tyrod
soliisyonuna (mmol/L: NaCl 137; KCI 5,4; CaCl2 1,8; Glikoz 10; MgCI2 0,5; Hepes 10) kollejenaz
tip 1 (2201U/mg roche marka) den 40mg ve Proteaz’dan 5 mg konuldu. Perfizyon hizi 7,5
ml/dk ya ayalandi ve Krebs sollisyonun ardindan sistemden kollejenaz iceren soliisyon
gecirildi. Kollejenaz sisteme konulduktan sonra atik sollisyon borusunun ucuna kollejenaz
gelince hortum temizlenip kollejenazin bulundugu perfiizyon sivisi 20 dk boyunca koronerleri
besledi. 20 dk sonunda kalp Tyrod sollisyonu bulunan bir petri icine alindi dnce apeks kismi
kesilip atildi geri kalan kisim soliisyon icerisinde mekanik olarak makas kesisinden sonra bir
pens yardimiyla hafif ve yavas bir sekilde sallanarak hiicreler doékildd. Bu hicreler fosfat

tamponu icerisine konularak kometin yapilacagli zamana kadar -80 de saklandi.

Her bir mikroskop slayti distile suda hazirlanmis %0,5’lik normal erime noktali agarozla
kaplandi ve oda sicakhiginda kurutuldu. Daha sonra, ilk katin Ustiine PBS de hazirlanmis, 37 °C
‘de % 0,8’lik dusik erime noktali agarozun 100 pL ile 10 pL elde edilen hiicre siispansiyonu
karistirildi ve birinci katin Gzerine yayildi. Slaytlar 4°C ‘de buz akiisiinin Gzerinde 5 dakika
katilasmaya birakildi. Lameller slaytlardan kaldirildi, taze hazirlanmis soguk lyzis ¢ozeltisinde
(TBE, 25 g SDS) 7 dakika 4 °C ’de lizis edildi. Slaytlar lizis ¢6zeltisinden alindi, yatay elektroforez
tanki taze hazirlanmis elektroforez tamponu (TBE: 54 g Tris, 27,5 borik asit, 20 mL EDTA, pH
8,4) ile dolduruldu ve slaytlar yerlestirildi, DNA sarmalinin ¢éziilmesi icin 20 dakika bekletildi.
Oda sicakhginda 64 V-250 mA’ de 2 dakika elektoroforez uygulandi. Daha sonra slaytlar iyon ve
deterjanlarin uzaklastirilmasi i¢in 5 dakika distile su ile yikandi. N6tralizasyondan sonra 50 pL
ethidiumbromide (1 pg/mL) ile boyandi ve lamelle kapatildi. Bitin islemler DNA hasarini
onlemek icin karanlkta uygulandi [181, 182]. Gorlintiler floresan mikroskop (Olympus, Japan)
kullanilarak 200x blyutmeyle cekildi. Rastgele secilmis 100 hiicre gorintisi CASP (Comet
Assay Software Project -1.2.2, Windows 2010) kullanilarak analiz edildi. Hasar hiicre basindan
goc etmis, komete neden olan kirilmis DNA kuyruguna goére belirlendi, kuyruklu hasarl,
kuyruksuz hasar géormemis olarak distnildid [183].CASP kullanilarak DNA hasari % tail DNA

(kuyrukta % DNA ) parametresinden hesaplandi, hasar % olarak degerlendirildi (Resim 3.2).
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Resim 3.2. Elektroforez sisteminin gériinimu

3.5. iISTATISTIKSEL ANALiz

istatistiksel hesaplamalar, Excell ve SPSS 16.0 programlari kullanilarak yapildi. ikiden ¢ok grup
arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesinde; normal dagilima uygunluk saptanan kosullarda,
tek yonli ANOVA uygulandi ve ardindan post hoc test olarak, Tukey testi kullanildi. Bagimli
gruplarin ortalamalarini  karsilastirmak icin 6nce Kruskal Wallis ANOVA ardindan ikili
karsilastirma icin bagimh gruplarda t-testi kullanildi. Degerler ort.xSD olarak gosterildi. p<0.05

anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sol Ventrikiil Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Langendorff sisteminde izole kalp dokusunda global iskemi olusturmadan 6nce sol ventrikiil
basing kayit degerleri verilmistir. Sol ventrikil sistolik basinci, sol ventrikiil diyastol sonu
basinci, sol ventrikiil basing gelisimi degerleri gruplar arasinda istatistiksel anlamda farkh

bulunmamistir (Tablo 4.1. ile Sekil 4.1. ).

Tablo 4.1. Global iskemi 6ncesi izole kalpten kaydedilen sol ventrikiil sistolik basing (SVSB), sol
ventrikil diyastol sonu basing (SVDSB), sol ventrikiil basing gelisimi (SVBG) ortalama + standart

sapma degerleri (mmHg).

KONT MET INS MET+INS

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
SvsB 67.78+7.66 85.30%6.56 77.89+16.01 72.93+12.52
SVDSB 4.99+1.15 5.89+1.08 6.36+1.17 6.63+0.77
SVBG 62.7747.22 82.23+11.56 68.22+20.40 63.46+10.10

KONT: iskemi/reperfiizyon kontrol, MET: Metformin, ins: insiilin, MET+INS: Metformin +

insalin
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Sekil 4.1. Global iskemi 6ncesi izole kalpten kaydedilen sol ventrikdl sistolik basing (SVSB), sol
ventrikil diyastol sonu basing (SVDSB), sol ventrikiil basing gelisimi (SVBG) ortalama + standart

sapma degerleri (mmHg).

Langendorff sisteminde izole kalp dokusunda global iskemi sonrasi bir saatlik reperfiizyon
sliresince sol ventrikiil basin¢g kayit degerleri verilmistir. Sol ventrikil sistolik basinci, sol
ventrikll diyastol sonu basinci gruplar arasinda istatistiksel anlamda farklihk gostermistir
(Tablo4.2. ile Sekild.2. ). Reperflizyon esnasinda insulin verilen grubun sol ventrikil sistolik
basinci, kontrol ve metformin verilen gruplarin sol ventrikill sistolik basincindan istatistiksel
anlamda yiiksek oldugu gosterilmistir,( p<0,017 metformine gére). Reperflizyon esnasinda bir
saat metformin verilen grubun sol ventrikiil diyastol sonu basinci insulin verilen grup ile insulin
ile birlikte metforminin verildigi grup ile kiyaslandiginda istatistiksel anlamda dsuik
bulunmustur. Reperflizyon esnasinda sadece metformin verilen grubun izole kalplerinden
kaydedilen sol ventrikll maksimum basing gelisim hizi, metformin ile birlikte insulin verilenlere

kiyasla istatistiksel anlamda yliksek bulunmustur (Tablo4.4. ile Sekil4.4.).
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Tablo 4.2. Reperflizyon esnasinda izole kalpten kaydedilen sol ventrikiil sistolik basing (SVSB),

sol ventrikil diyastol sonu basing (SVDSB), sol ventrikil basing gelisimi (SVBG ortalama *

standart sapma degerleri (mmHg).

SVSB

SVDSB

SVBG

KONT

(n=6)

67.14+7.47

13.2+3.09

65.66+6.93

MET

(n=6)

74.7316.57##

6.91+1.44*

70.18+8.97

iNS

(n=6)

86.25+8.40#

16.51+7.88

64.74+9.24

MET+INS

(n=6)

76.71+5.28

15.55+5.2**

57.82+9.04

Sekil 4.2. Reperfiizyon esnasinda izole kalpten kaydedilen sol ventrikdl sistolik basing (SVSB),

sol ventrikll diyastol sonu basing (SVDSB), sol ventrikll basing gelisimi (SVBG) ortalama *

standart sapma degerleri (mmHg).

*SVDSB insulin grubuna gore p< 0,017
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**SVDSB metformin grubuna gore p< 0,034
#SVSB kontrol grubuna gore p< 0,001

H#HSVSB insulin grubuna gore p< 0,046

Global iskemi dncesi izole kalpten kaydedilen sol ventrikiil maksimum basing gelisim hizi ile sol
ventrikdl minumum basing gelisim hizi degerleri gruplar arasinda istatistiksel anlamda farkh

bulunmamistir (Tablo4.3.ile Sekil4.3.).

Tablo 4.3. Global iskemi dncesi izole kalpten kaydedilen sol ventrikil maksimum basing gelisim
hizi (Maks dP/dt ) ile sol ventrikiil minumum basing gelisim hizi (Min dP/dt ) ortalama +

standart sapma degerleri (mmHg).

KONT MET iNS MET + iNS
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Maks dP/dt 25111415 27231457 25261616 29241408

Min dP/dt -1529+363 -1534+159 -1328+472 -1538+234
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Sekil 4.3. Global iskemi dncesi izole kalpten kaydedilen sol ventrikil maksimum basing gelisim
hizi (Maks dP/dt ) ile sol ventrikil minumum basing gelisim hizi (Min dP/dt ) ortalama

degerleri ve standart sapma degerleri(mmHg).

Tablo 4.4. Reperflizyon esnasinda izole kalpten kaydedilen sol ventrikil maksimum basing
gelisim hizi (Maks dP/dt ) ile sol ventrikil minumum basing gelisim hizi (Min dP/dt ) ortalama

+ standart sapma degerleri (mmHg).

KONT MET iNS MET+iNS
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Maks dP/dt 2082+303 23424297 22204296 1773+321%*

Min dP/dt -1380+238 -1332+110 -1377+210 -1116+229



Sekil 4.4. Reperflizyon esnasinda izole kalpten kaydedilen sol ventrikil maksimum basing
gelisim hizi (Maks dP/dt ) ile sol ventrikil minumum basing gelisim hizi (Min dP/dt ) ortalama +

standart sapma degerleri (mmHg).

*Maks dP/dt metformin grubuna gore p< 0,020

4.2. DNA Hasarlarinin Degerlendirilmesi

Yapilan ¢alismada kalp doku DNA’ sinda meydana gelen tek ve ¢ift iplik kirilmalarini
belirlemek icin noétral komet teknigi kullanildi. Kuyrukta % DNA (tail DNA),
parametresi CASP (Comet Assay Software Project) kullanilarak analiz edildi. Hasar
hiicre basindan go¢ etmis, komete neden olan kirilmig DNA kuyrugundan belirlendi,
kuyruklu hasarli, kuyruksuz hasar gérmemis olarak diistiniildii [182,184].

DNA hasari metformin (p<0,003 ), insulin (p<0,02) ve insulin ile birlikte metformin (p<0,005)
verilen 3 grupta da kontrolden daha az bulundu (Tablo 4.5, Sekil 4.6.)

Tablo 4.5. Reperflizyon esnasinda kalp dokusundaki DNA hasarl.
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KONT MET iNS MET+INS
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

% Tail DNA 15.87+5.91 9.01+3.59* 11.48+5.94**  10.72%4.6***

Tail DNA: Kuyrukta % DNA, t standart sapma
* kontrol grubuna gore p<0,003 anlamli

**kontrol grubuna goére p<0,02 anlamh

***kontrol grubuna gore p<0,005 anlamli

Sekil 4.5. Kalp doku hiicreleri, A) Kontrol grubu tail DNA % 16.35, B) MET grubu tail DNA %
10.45 C) iNS grubu tail DNA % 11.48, D) MET +iNS grubu tail DNA % 10.72 (Ethidium bromide

boyama x200, Olympus, Japan)



Sekil 4.6. Reperflizyon esnasinda kalp doku hiicrelerinde tail DNA % oranlari.

5. TARTISMA VE SONUC

lii
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Calismamiz in vitro bir calismadir, Langendorff sistemi ile sol ventrikiil basi¢ degerlendirmesi
yarim saatlik iskemi 6ncesi ve bir saatlik reperflizyon siresince yapilmis ve iskemi oncesi,
reperflizyon siresince diye adlandirilmis, degerlerin ortalamasi alinip istatistiksel olarak
anlamliliklari yorumlanmistir. iskemi 6ncesi ventrikiil sistolik basing (SVSB), diyastol sonu
basing (SVDSP), basing gelisimi (SVBG) ve minumum, maksimum dP/dt degerleri gruplar arasi
anlamh fark gostermemistir (p<0.05). Reperfiizyon esnasindaki gruplarin ventrikiil basing
degisim degerleri istatistiksel anlamda karsilastirildiginda insulin grubunun sistolik ve diyastolik
basinglari diger gruplardan énemli derecede yiiksek bulunmusur. iskemi dncesi ve reperfiizyon
esnasindaki metformin verilen grubun diyastol sonu basin¢ degeri kontrolden de disik iken
basing gelisimi tim gruplardan yiiksek goriinmektedir. iskemi/Reperfiizyon esnasindaki
gelisecek doku hasari, nekroz ya da apopitozu genel degerlendirebilecegimiz DNA hasar
degerlendirmesini komet teknigi ile yaptik. Gruplar arasi karsilastirmada metformin, insulin ve
ikisinin birlikte verildigi gruplarin kalp dokularinda (sol ventrikil) DNA hasari, sadece kreps ile
perflize edilen kontrol grubu degerleri ile kiyaslandiginda 6nemli derecede az oldugu
belirlenmistir ve bu farklilik istatiksel anlamda ©6nemlidir. Bu bulgu in vitro yapilan I/R
esnasinda ventrikilin insulin ya da metformin ile ya da herikisi ile birlikte muamale edimesinin

I/R esnasinda gelisecek hasari azaltmada etkili oldugunun gostergesidir. Bu etkiyi;
1. Direkt apopitozu aktifleyen yolaklari aktifleyerek,

2. Enerji eldesinde oksijen radikal olusumunu artiran ham maddeyi (FFA) kullanma yerine

glukoz kullanimini artirarak,
3. Mitokondriyal yapidaki etkilenmeyi azaltip ATP yapimini iyilestirerek,
4. Antioksidan savunmayi gliclendirerek yapabilir.

iskemik alanin reperfiizyonu dokuyu iyilestirmekten cok hasarlar, bunun sorumlusu reaktif

oksijen tirleri olup proteinlerin, lipidlerin, ve DNA’nin oksidatif hasarina neden olur [185, 186].

Reaktif oksijen tirleri ayni zamanda hiicre sinyal yolagl olarak da gorev yapar, ikinci haberci

gibi davranir, kardiyak hipertrofi, inflamator olaylar ve apopitoz etkili olur [187, 188].

Reperflizyon hasarinda kalbi koruyan ve G protein aracili galisan reseptorler ile onlarin aktive
ettigi salvage kinaz (RISK) yolagi en iyi bilinenidir. Bu yolak fosfatidylinozitol3-kinaz (PI13K),
fosforillenmis protein kinaz B (AKT), mitojen-aktiveli protein kinazlar (MAPKs), protein kinaz C

(PKC), P70S6 kinaz ve endoteliyal nitrik oksid sentaz (eNOS)’1 icerisine almaktadir. Bu yolagin
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aktivasyonu mitokondriyal permeabiliteyi transition porlarin, mitokondriyal KATP kanallarinin
acilimini inhibe eder (myokardiyal iskemi ve postiskemik reperfiizyon esnasinda bu por ve
kanallar acgik oldugunda nekroz ve apopitoz ile hiicre éliimlerine neden olurlar). insulinin bu
RISK yolunu aktive ettigi, reperfiizyon esnasinda verildiginde infarkt alani azalttigi gésterilmistir

[12, 189, 190].

insulin ayni zamanda substrat kullanimini artirma [191], koroner vazodilatasyon yapma [192]

ve antiinflamator etkileri [193] ile reperflizyonda tedavi edicidir.

Metformin diyabetin tedavisinde ilk kullanilan ilagtir fakat kardiorenal hastaligi olanlarda
kullanimi tartismalidir. Eksperimental ¢alismalar metforminin kardiyak iskemi reperfiizyon
hasarini azalttigini ileri siirmektedir. Metformin tip 1l diyabetli tedavisinde genis kullanim alani
olan antihiperglisemik biguanidin grubu ilactir. Ayni zamanda tip Il diyabetlilerde 6liime neden
olan tim riskleri, myokardiyal enfarktiisii ve kalp yetmezligine bagh 6limleri azaltmaktadir

[194-198] .

ilacin antioksidan &zelligi de son yillarda ortaya konulmustur. Metforminin AMP-aktiveli
protein kinaz (AMPK) aktivasyonu yolu ile kalp yetmezlikli hayvanlarda ROS olusumunu azalttigi
ve H202 vya da TNFa ‘nin indikledigi oksidatif stresden kardiyomyositleri korudugu
gosterilmistir [155,199].

Bir grup calismaci kardiyomyositler (izerine doksorubisinin yaptig oksidatif stres ve hiicre

olimlerini metforminin azalttigini ortaya koymustur.

Bu ¢alismada DNA hasarini azaltmada hem insulin hem de metformin etkili olmustur. Birlikte
verilmesinin DNA hasari azaltmada ekstradan etkisi olusmamistir. Pek ¢ok calismada kalp
hastaliklari ile AMPK sinyal yolagi isleyisi arasinda iliski oldugu gosterilmistir. Metformin
verilmesi de DNA hasarini azaltarak AMPK sinyalizasyonunun iyi ¢alismasina buna bagli
apopitoz ve mitokondriyal hasari azaltma ve enerji Giretimini normallestirmede etkili olabilir ya
da insulin ve metforminin herikisi de I/R’un yaptig radikal olusumunu azaltma etkili olup buna
bagli DNA hasarini azaltabilecegi buna bagli apopitozda azalma, ya da enerji Uretimindeki

sinyalizasyon yolaklarinin daha az etkilenmesi ile kalp dokusunu korudugunu distnebiliriz.
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