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OZET

Amac: Diyabetik kardiyomiyopati modelinde bozulan hiicre i¢i Ca®* regiilasyonunda
depo-bagimli Ca?* kanallarmin (SOCC) nasil bir rol aldig1 ve anjiyotensin I reseptor
blokorti olarak losartanin kronik olarak uygulanmasinin SOCC akimlarindan en iyi
bilinen, Ca?* salinim ile aktive olan Ca?* akimlarina (Icrac) Ve depo bagimli Ca?*
girisi (SOCE) yolaginda gorev alan (Stim1-2, Orail-3) proteinlere olan etkilerinin

incelenmesi amaglandi.

Yontem: HOC2 embriyonik kardiyomiyosit ve si¢an bazofilik 16semi (RBL-1) hiicre
hatlar1 normal ve yiiksek glikoz ortaminda kiiltiire edilerek Icrac akimlar1 ve hiicre
ici Ca?" sinyalleri kaydedilmistir. Sicanlarda ise deneysel diyabet modeli
streptozotocin  (STZ, 50mg/kg) ile indiiklendi. Losartan uygulamasi
Kontrol+Losartan (K+Los) ve Diabetes Mellitus+Losartan (DM+Los) gruplarina
30mg/kg olacak sekilde gavaj yoluyla 4 hafta boyunca uygulandi. Deney siirecinde
izole edilen kardiyomiyositlerde voltaj kenetleme yontemiyle Icrac akimlart dlgtildii.
Ayrica SOCE yolagi proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin 6l¢limii western blot

teknigi kullanilarak gergeklestirildi.

Bulgular: Yiiksek glikoz ortaminda ¢ogaltilan RBL-1 ve H9C2 hiicrelerde, Icrac
akimlarmin kontrol degerlerine gore arttigi, yetiskin si¢can kardiyomiyositlerde
diyabetik durumda Icrac akimlarmin kontrol degerlerine goére onemli oOlgiide
azaldigi, losartan tedavisinin ise bu degisimleri engelledigi goriildii. Ayrica SOCE
proteinlerin ekspresyon seviyelerine bakildiginda Stim1, Stim2 ve Orai2 seviyeleri

degismezken, Orail ve Orai3 proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin arttig1 goriildii.

Sonuc¢: Bulgular SOC akimlarinin  kardiyomiyositlerde hiicre i¢i Ca?'
regililasyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir. Ayrica
diyabetik kardiyomiyopati durumunda bozulan renin-anjiyotensin sistemi (RAS)
sistemi ile SOCE arasinda bir baglant1 olabilecegi diisiiniilmektedir. SOCE ve
molekiiler bilesenlerinin (STIM/Orai) kardiyomiyopati tedavisinde énemli bir hedef

olabilecegi diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes Mellitus, SOCE, Orai, Stim



ABSTRACT

Objective: In the diabetic cardiomyopathy model, it was aimed to investigate the
role of SOCCs in the impaired intracellular Ca?* regulation and the effects of chronic
application of losartan as an angiotensin Il receptor blocker on Icrac currents and
SOCE proteins.

Method: H9C2 and RBL-1 cell lines were cultured in normal and high glucose
environment and SOCE were examined by voltage clamping method. In rats,
streptozotocin (STZ 50mg / kg) was administered intraperitoneally to create an
experimental diabetes model. One week after STZ administration, DM and DM+Los
group animals' blood glucose values above 300mg/dL were separated from the
others. For the K+Los and DM+Los groups, losartan was administered at 30mg / kg
by gavage for 4 weeks. SOCE were measured by voltage clamping method in
isolated cardiomyocytes during experiment. In addition, measurement of protein

expression was carried out using the western blot technique.

Results: In RBL-1 and H9C2 cells grown in high glucose environment, it was
observed that SOCE currents increased compared to control. It has been observed
that chronically administered losartan returns this increase to control values. In adult
rat cardiomyocytes, it was observed that SOC currents decreased in diabetic
condition compared to control, and chronic losartan treatment returned these currents
to control values. In addition, SOCE proteins were examined, it was observed that
while Stim1, Stim2 and Oria2 levels did not change, the expression levels of Orail

and Orai3 proteins were increased.

Conclusion: It is thought that SOCE may play an important role in the regulation of
intracellular Ca?* regulation in cardiomyocytes, and there may be a connection
between the renine-angiotensin system (RAS) and SOCE in case of diabetic
cardiomyopathy. SOCE and its molecular components (STIM1/Orail,
Stim1/Orail/TRPC) are thought to be a new therapeutic target for patients with

diabetic complications.

Key words: Diabetes Mellitus, SOCE, Stim, Orai
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1. GIRIS

Endokrin sistem hastaligi olan diabetes mellitus son yillarda ciddi bir saglik sorunu
haline gelmistir. Diabetes mellitus gelisimi ile birlikte aort, bobrek, retina ve kalp
dahil olmak fizere c¢esitli organ komplikasyonlarinin ortaya c¢ikmasina neden
olabilmektedir. Baglangicta Rubler tarafindan tanimlanan diyabetik kardiyomiyopati,
hipertansiyon, koroner hastalik ve diger etiyolojiler yerine hiperglisemiden
kaynaklanan ayirt edici bir kardiyomiyopati olarak tanimlanmaktadir (Rubler ve ark.,
1972). Son c¢alismalar, hipergliseminin kardiyomiyositlerde enerji kullanimini
azaltarak ve plazma membranindaki iyon kanallarmin islevini bozarak kalbin
elektrofizyolojik 6zelliklerini etkiledigini gostermistir (Chiu ve ark., 2005; Savage ve
ark., 2005; Haim ve ark., 2010). Sonug olarak, iyon kanallarinin islev bozuklugu
depolarizasyon genliginde ve aritmi, kalp yetmezligi, kardiyojenik sok ve hatta ani

6liimlere neden olan etki potansiyeli siiresinin ve QT araliginin uzamasina neden olur

(Casis ve Echevarria, 2004; Yuill ve ark., 2010).

Kritik bir ikincil haberci olarak, hiicre i¢i Ca?* ([Ca®']i), kas kasilmasi, hiicre
uyarilabilirligi, motilite, apoptoz, proliferasyon ve digerleri de dahil olmak iizere
cesitli hiicresel siireglerle yakindan iligkilidir (Clapham, 2007). Diyabetik
kardiyomiyopatide sol ventrikiil ~disfonksiyonunun baslica nedeni, [Ca®'];
homeostazinin dengesizligi ve kardiyomiyositlerdeki bozulmus endoplazmik
retikulum (ER)/sarkoplazmik retikulum (SR) fonksiyonudur (Abe ve ark., 2002).
Depo bosalmasima bagli olarak gerceklesen Ca?" girisi (SOCE), hiicrelerdeki hiicre
ici Ca?" homeostazim diizenleyen yaygm bir sinyal yolagidir (J. W. Putney, 2011).
Hem uyarilabilir hem de uyarilmayan hiicrelerde SOCE, ¢ogalma, gen ekspresyonu,
kasilma ve sekresyon gibi ¢ok sayida kritik fonksiyonda yer alir (Venkatachalam ve
ark., 2002; Berridge ve ark., 2003; Parekh ve Putney, 2005). SOCE'nin iki temel
bileseni olarak, ER/SR zarinda bulunan STIM (stromal etkilesim molekiilii),
ER/SR'de Ca?* konsantrasyonunu algilamak igin Ca?* sensorii olarak gorev alirken
plazma membranindaki Orai, Ca®" girisine aracilik eden Ca?* kanallar1 olusturur
(Zhou ve ark., 2013). Bugiine kadar, Orail, Orai2 ve Orai3 dahil olmak iizere ii¢ Orai
izoformu ve iki STIM izoformu, STIM1 ve STIM2 tanimlanmistir (Pan ve ark.,
2014). Literatiire gore, her {i¢ Orai izoformunun da SOCE f{izerine katkilarinin

oldugu gosterilmistir. Bu izoformlardan Orail’in SOCE iizerinde daha etkin oldugu



birgok hiicre tiiriinde yapilan caligmalarca gosterilmistir (Shuttleworth, 2012). Ek
olarak STIMI1, Orai kanallar1 ile etkilesime girerek SOCE'yi aktive edebilmektedir
(Zhou ve ark., 2013). Ancak, STIM2'nin SOCE igindeki islevi heniiz yeterince
acikliga kavusturulamamistir. Bazi caligmalarca STIM2'nin STIM1 tarafindan
baglatilan SOCE'yi inhibe ettigi gosterilmistir (Soboloff ve ark., 2006a; Brandman ve
ark., 2007; Parvez ve ark., 2008; Bird ve ark., 2009). Tiim bu ¢aligmalar g6z 6niine
alindiginda STIM1 ve Orail'in SOCE'nin iki temel bileseni oldugu goriilmektedir
(Parvez ve ark., 2008; J. W. Putney, 2013). Ayrica son zamanlarda yapilan diger bazi
caligmalar Orail ve STIM1'in kardiyomiyosit [Ca®*]i homeostaz1 (Wang ve ark.,
2012; Collins ve ark., 2014) ve kardiyomiyosit hipertrofisinin gelisiminde (Ohba ve
ark., 2009; Luo ve ark., 2012; Chaudhari, Ruknuddin, ve ark., 2014) 6nemli bir rol
oynadigmmi gostermektedir. Bu sonuglar incelendiginde Orail ve STIMI
proteinlerinin ters etkileri oldugu gériilmektedir. Ornegin, Orail dilate
kardiyomiyopatinin yavaslatilmasinda telafi edici bir etki gosterirken, STIM1
baskilanmasmin kardiyomiyosit hipertrofisini azaltabilecegi goriilmektedir. Bu
nedenle, SOCE'nin kardiyomiyositlerdeki islevi, 6zellikle hastalik durumlarinda nasil

bir etkinlik gosterdigi tam olarak anlasilamamustir.

Bu tez ¢alismasinda diyabetik kalp hiicrelerinde SOC kanal etkinlikleri ve SOCE
proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin kontrol durumuna gore nasil bir degisim
gosterdigi incelenmistir. Ayrica fosfolipaz C yolagimi aktive edip IP3 firetimine
neden olan al adrenerjik reseptor agonistleri, endotelin ve Angll molekiilleri hiicre
ici Ca®" seviyesinde yiikselise neden olmakta ve sonucunda ise pozitif inotropik
cevaplar, aritmiler, iskemi-reperfizyonu takip eden kardiyak hasarlar ve gen
ekspresyonunda degisimler gergeklesmektedir (Jalili ve ark., 1999; Liu ve ark., 1998;
Mackenzie ve ark., 2002; Molkentin ve ark., 2001; Shao ve ark., 1998). Diyabetik
kardiyomiyopati durumunda da artan Angll molekiiniin diyastolde hiicre i¢i Ca®
diizeyini arttirdii bilinmektedir. Calismamizda ayrica artan Angll molekiiliiniin
SOCE mekanizmas: iizerindeki olasi rolii veya Angll artisinin SOC kanallarinin
aktive olmasina neden olarak hiicre ig¢in Ca?" homeostazin1 bozabilecedi
diisiincesiyle Angll reseptor blokorleri (ARB) kullanilarak SOC kanallar1 ve
Angll/AT1 aksmnin diyabetik kardiyomiyopatideki iligkisi incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kalp Dongiisiine Genel Bakis

Memeli kalbi sol ve sag atriyumlar ve sol ve sag ventrikiiller olmak iizere dort
odadan olusan karmagik bir organdir. Olduk¢a koordineli bir dizi olayla, kalp kani
pulmoner ve sistemik vaskiilatiire pompalar (Fukuta ve Little, 2008; Horton ve ark.,
2014). Diyastol sirasinda, dort oda da gevser. Sistol, sag atriyumun tepesinde
bulunan sino-atriyal diigiimden, dnce sag ve sonra sol atriyumdan depolarize edici
bir potansiyelin yayilmasiyla baslatilir. Bu depolarizasyon, atriyumlarin kasilmasini
indiikleyerek kani ventrikiillere gonderir. Daha sonra bu uyarti sirastyla AV nod, His
demetleri ve Purkinje lifleri iizerinden yayilarak tiim kalbin koordineli bir sekilde
kasilmasina olanak saglar. Depolarizasyon sinyalinin His-Purkinje sisteminden
iletilmesi ventrikiiler sistollere neden olur. Kasilma dalgasi, yukar1 dogru ventrikiiler
bazdan kani pulmoner artere, daha sonra akcigerlere veya aorttan atardamar

sistemine atar. Atriyum ve ventrikiiller arasindaki valflerle kanin geri akisi 6nlenir.

2.2. Kalbin Uyarilma-Kasilma Ciftlenimi

Uyarilma kasilma ¢iftlenimi miyosit depolarizasyonunu mekanik kasilma ile
eslestiren islemdir (Sekill.1.) Bu siiregte Ca®" kritik bir aracidir. Aksiyon potansiyeli
olugsmasiyla birlikte, her miyositin plazma zar1 (sarkolemma) depolarize olur (~-80
mV ila ~+20 mV), bdylece voltaj bagimli kalsiyum kanallarmin (VDCC) (“uzun
siireli akim;” Cav1.2) agilmasima neden olur. Ca?*, VDCC yoluyla sarkolemma ile
“kavsak bolgesi” veya “cift yarik” olarak bilinen sarkoplazmik retikulum (SR)
arasindaki smirli bir alana akar. Bir aksiyon potansiyeli sirasinda Ca®* iyonlarmin
birikmesi, bu mikro alanda Ca®" konsantrasyonunu 100 nM'dan 10 mMa ¢ikarir.
VDCC aktivasyonu sonucu olusan bu temel Ca?" akis sinyali “Ca?* sparklet” olarak
bilinir (Wang ve ark., 2001). Ca?" sparkletleri tek baslarma kasilma igin yeterli
olmasa da Ca®" indiiklii Ca?* salmimi (CICR) olarak bilinen SR depolari {izerinde
bulunan tip 2 Ryanodin reseptorlerinin (RyR) agilmasi igin yeterli olabilmektedir. Bir

RyR kiimesinin aktivasyonu ve bunun sonucunda SR'dan Ca®"

nin mobilizasyonu,
temel bir Ca?* salim sinyali olan “Ca?* spark” (Ca?" kivileim)’larinin olusumu saglar

(Cheng ve Lederer, 2008).



B AR ce ~_ Ca

—ve, carrrem T r\,____’_ " —_ T
‘ 1!‘ NCX § (PMCA B

\\ ‘I' :‘- ( Na ’«‘Shnﬂ V_,,.\ .."
: LtipiCa S } |
Kanali i_ le’\ & il \M\‘ ‘.‘4. %

o ‘Sarkoplazmlk }‘rf“v‘ ——
o
v

- retikulum =
,ﬁ_\q zy
3

—emnitan,
"‘IKJ 3
m‘,

ot

Sarkolemma

Mitokondri

Sekil 2.1. Kalp kasi hiicrelerinde hiicre i¢i uyarilma kasilma ciftlenimi. Bir aksiyon potansiyelinin
baslamasiyla Ca?* saliim, kasilma ve sonrasinda tekrar Ca®* uzaklastirilmasina bagl olarak dinlenim
stirecine doniis (Eisner ve ark., 2017).

Ca?* iyonlar1, kasilma mekanizmalarii devreye sokmak icin SR Ca?* depolarindan
disartya dogru yayilir, bdylece kana pompalama kuvveti saglamak igin hiicre
kisalmasi tesvik edilir. Tek bir aksiyon potansiyeli (AP) sirasinda binlerce Ca?* spark
bolgeleri ayn1 anda kendi Ca?* sparklet tetikleyicileri tarafindan etkinlestirilir (Cheng
ve Lederer, 2008). Ca?* iyonlarmin salimimlar ve miiteakip uzamsal ve zamansal
toplam1 global olarak Ca?* konsantrasyonunu 500nM’dan yaklasik 1uM’a kadar
yiikselmesini saglar. Kasilma filamentlerinin Ca®* baglayici bileseni olan troponin C
(TnC), bu araligm iizerindeki Ca®* konsantrasyonlarma duyarlidir, bdylece AP aracili
Ca?" gecici cevaplar1 ve buna bagli kasilma ciftleniminin gergeklesmesine olanak
saglar. Bir AP’nin sonunda ise Ca?" transientleri, Ca?’nn SERCA (SR Ca?
pompasi) ile SR igine ve NCX (Na'/Ca?* degis tokuscusu) ile hiicre disma
atilmasiyla hizla sonlandirilir ve hiicreler hizla diyastolik dinlenim durumuna geri

donerek bir sonraki kasilma i¢in hazir hale gelir.
2.3. Depo Bagimh Ca?* Kanallar1 (SOCC)

Kalsiyum, hiicrelerin, dokularin ve organizmalarin dogumunu, gelisimini, islevini ve
nihai 6liimiinii yonlendiren g¢esitli biyolojik siireclerin merkezinde bulunan, ¢ok

fonksiyonlu  bir sinyal iyonudur. Hiicreler, [Ca?']i  konsantrasyonunu

4



diizenleyebilmek icin ¢esitli tagiyicilar ve kanallar kullanir. Neredeyse tiim metazoan
hiicrelerde bulunan en 6nemli Ca?" kanallarindan bir tanesi depo-bagimli Ca?*
kanallaridir. Aktivasyonlar1 ER liimenindeki Ca?* konsantrasyonundaki azalmaya
bagl olarak gerceklestigi i¢in diger tiim Ca®' kanallarindan farkhidir. ilk olarak
uyarilamayan hiicrelerde kesfedilse de simdilerde iskelet kas hiicresi, kalp kasi
hiicresi ve noron gibi uyarilabilen neredeyse tiim hiicrelerde bulunduklari
bilinmektedir (Parekh ve Putney, 2005). Fizyolojik olarak ER’den Ca?" salinimina
neden olan uyarilar SOC’larin aktivasyonunu saglamaktadir. Bu siire¢ genellikle
inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) iirettirebilecek olan fosfolipaz-C yolagini aktive
eden reseptorleri icerir ve sonucunda ER iizerinde bulunan IP3 reseptorleri tizerinden
Ca?" salimmu tetiklenir veya Ca®'-indiiklii Ca?* saliimi ile tetiklenen ER/SR
RyR’den Ca?* salmimi sonucunda aktive olurlar. Bu mekanizma Sekil 2.2’de

goriilmektedir.

ER Ca?" konsantrasyonundaki azalmaya bagli olarak Ca®" girisi ilk olarak 25 y1l 6nce
Jim Putney tarafindan “kapasitif kalsiyum girisi” olarak tanmimlanmistir (Putney,
2011). Hipotezlerinde Ca?" girisi, IPs artisindan ziyade muskarinik agonistlerce ER
depolarinin  bosaltilmasina bagli olarak tetiklendigini ileri slirmiiglerdir.
Reseptorlerden ve IP3’den bagimsiz olarak ER Ca?' igeriginin bosalmasma neden
olan SERCA inhibitérii ve tek hiicrelerde [Ca®']i &lgiilmesine olanak saglayan
Thapsigargin (Tg) kullanilmasi hiicre igerisine giren depo bagimli Ca?* miktarinin
dlciilmesinde 6nemli bir yontemdir (Thastrup ve ark., 1989). Tg-indiiklii Ca?* girisi

daha sonrasinda birgok hiicre tiiriinde gosterilmistir (Targos ve ark., 2005).

Depo bagimli Ca?* girisi, STIM1 (stromal interaction molecule 1) ve Orail (a low
conductance plasma/sarcolemmal Ca2?* channel) proteinlerinin  varligma ve
etkilesimine baghidir. STIM1, ER/SR Ca?* miktarma duyarli bir proteindir.
Depolardan Ca?* salinimlari, STIMI kiimelenmelerine ve ER’nin plazma
membranina yakin bolgelerine dogru hareketlenmelerine neden olur. Bu bolgelerde
STIM1 proteinlerinin Ca?* segici bir kanal olan Orail proteinleri ile fiziksel
etkilesime gecmesiyle birlikte Ca®* girisi tetiklenir. STIM1 ve Orail iizerinden

gerceklesen bu SOC akimi Icrac akimi olarak ifade edilir.
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Sekil 2.2. Depo bagimli kalsiyum kanallarinin aktivasyon siireci.

SOCE, T lenfositleri gibi uyarilamayan ve iskelet kasi hiicreleri gibi uyarilabilir
hiicrelerde bulundugu daha onceki ¢alismalarda gosterilmistir (Putney, Jr. ve Bird,
1993; Zhang ve ark., 2005; Stiber ve ark., 2008). STIM1 tek domaine sahip ER/SR
membranim1  kapsayan liiminal Ca?* duyarli bir proteindir. Liiminal Ca®'
konsantrasyonu diistiigiinde ([Ca®*]erisr degerinin 300 uM’dan daha diisiik olmasi
durumunda) STIMI1 proteinleri kiimelenmeler olusturarak Orail kanalinin
aktivasyonunu saglar ve SOCE akim (Isoce) girisi tetiklenir (Prakriya ve ark., 2006;
Wu ve ark., 2006; Luo ve ark., 2012). Isock i¢in zitlanma potansiyeli +50mV veya

daha biiyiiktiir. [Ca?*]er/sr miktar1 arttig1 zaman bu siireg tersine dénmektedir.
2.4. Kardiyak Kasinda SOCE

Kardiyak uyarilma-kasilma ¢iftlenimi, siki bir sekilde diizenlenmis Ca?* akilart
grubunca kontrol edilir. Sitozole Ca?* girisi, VDCC ile hiicre disindan ve hiicre
icindeki SR Ca?" depolarindan RyR vasitasiyla gerceklesir. Ortamdan Ca?*
uzaklastirilmas: ise SERCA ile SR igerisine geri alinmasi veya PM’da bulunan
Na*/Ca?* degis-tokusgusu (NCX) yardimiyla hiicre disina atilmasi ile gerceklesir.
Kardiyomiyositler her kalp atisindan kaynaklanan biiyiik bir Ca?* akisma sahip
olmalarindan dolay1 baslangicta bu hiicrelerde SOCE varligi goéz ardi edilmistir

(Collins ve ark., 2013; Bootman ve Rietdorf, 2017). Aslinda SOCE mekanizmasinin
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normal kardiyak fizyolojisine katkist halen tartisma konusudur (Bootman ve
Rietdorf, 2017). Ancak yapilan ¢alismalardaki artis ile birlikte 6zellikle neonatal
kardiyomiyositlerde SOCE varlig1 gosterilmistir (Bartoli ve Sabourin, 2017). SOCE,
yeniden aktiflestirilmis fetal gen programi sirasinda iyon kanallarinin artiginin bir
sonucu olarak veya kronik kalp hastaligi gelisimi sirasinda artan iyon kanali
aktivitesi nedeniyle ortaya ¢iktigi gosterilmistir (Eder ve Molkentin, 2011; Hulot ve
ark., 2011; Luo ve ark., 2012). Farkli ¢alismalar, Tg veya G protein-bagli reseptorleri
(GPCR) aktive eden agonistler ile kardiyomiyositlerin uyarilmasinin VDCC veya
NCX inhibisyonuna duyarsiz, ancak SOCE blokérlerine duyarli olan kalict Ca®*
akimi olusturdugu gostermistir (Hunton ve ark., 2002; Uehara ve ark., 2002; Kojima
ve ark., 2012). Fare sinoatriyal diigiimiinden izole edilen pacemaker hiicrelerinde
depo bosalmasina bagh ciddi bir Ca®" girisi tetiklenmekte ve uygulanan SOCE
blokérlerinin spontan Ca?* gecislerinin genligini ve sikligin1 ve ayrica SR Ca?" depo

icerigini azaltildig1 gosterilmistir (Liu ve ark., 2015).
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Sekil 2.3. Kalp kasinda SOCE’nin molekiiler bilesenleri ve ¢alisma mekanizmasi. STIM1/1L; Orail,
SERCA, fosfolamban (PLB) ve RyR2 gibi SOCE'nin anahtar diizenleyicileri ile birlikte bulunur.

Sekil 2.3’te gosterildigi gibi, SOCE'nin standart molekiiler bilesenlerinin (STIM1 ve
ORAI1) kardiyomiyosit gelisimi, homeostaz ve gen transkripsiyonuna katildiklari

yetiskin, yeni dogan ve hiicre kiiltiirii kardiyomiyositlerinde gosterilmistir (Ohba ve



ark., 2007; Voelkers ve ark., 2010; Hulot ve ark., 2011; Volkers ve ark., 2012; Zhu-
Mauldin ve ark., 2012).

2.5. Kardiyomiyositlerde SOCC ve Rolii

STIM izoformlar1 olan STIM1, STIM1L ve STIM2 yenidogan ve yetiskin sican
kardiyomiyositlerde eksprese edilmektedir. Ancak STIM2'nin kalpteki potansiyel
rolii hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. STIM1 ve STIM1L, yeni dogan ve yetiskin
sican kalplerinde SERCA, fosfolamban ve RyR'ler gibi SOCE'nin anahtar
diizenleyicileri ile birlikte eksprese edilmektedir (Horton ve ark., 2014; Correll ve
ark., 2015; G. Zhao ve ark., 2015). SR Ca?" deplesyonu STIM1 kiimelenmelerine ve
sonucunda Orail ile etkilesimlerine neden olmaktadir. STIMI1 ekspresyonunun
azaltildig1 veya inhibe edildigi calismalarda hiicre icine Ca?* girisinin azaldig
gozlemlenmistir (Hulot ve ark., 2011; Luo ve ark., 2012). STIM1 proteini
susturulmus olan (SIRNA) sican neonatal kardiyomiyositler {izerine yapilan
calismalarda daha diisiik diyastolik Ca?* seviyelerine ve azalmis SR Ca?" igerigine
yol acan sitozolik ve SR Ca?" isleyisini belirleyen spontan Ca?* gegislerinin

frekansinda azalmalar gériilmistiir (Voelkers ve ark., 2010).

Orai ailesinin ii¢ {iyesinin (Orail, Orai2 ve Orai3) yenidogan ve yetiskin sican
kardiyomiyositlerde varligi gosterilmistir (Collins ve ark., 2013; Dominguez-
Rodriguez ve ark., 2015; Sabourin ve ark., 2016). Orai2 ve Orai3’e gore Orail'in
kalpteki fizyo/patolojik rolii kapsamli bir sekilde ¢alisilmistir. Bir¢ok calismada
Orail'in SOCE'ye aktif olarak katildig1 ve aritmiler, kardiyak fibroz veya hipertrofi
gibi hastaliklarin gelisiminde onemli rol aldigi gosterilmistir (Ruhle ve Trebak,
2013). Ayrica, yeni dogan kardiyomiyositlerinde ve HL1 hiicre kiiltliri Orail
knockout ¢alismalarda, TG ile indiiklenen SOCE'nin yan1 sira hem sitozolik hem de
SR Ca?* seviyelerini énemli 6lgiide inhibe edildigi gdsterilmistir (Voelkers ve ark.,
2010; Touchberry ve ark., 2011).

Kardiyomiyosit gibi uyarilabilir hiicreler Ca?* salmmini RyR sayesinde CICR
mekanizmalari ile SR Ca?* depolarindan saglasalar da InsP3 aracili salinimimn oldugu
da bilinmektedir. Fonksiyonel IP3 reseptorlerinin varligi 6zellikle Purkinje liflerde
(Gorza ve ark., 1993) ve ayrica kardiyomiyositlerde gosterilmistir (Borgatta ve ark.,
1991; Kijima ve ark., 1993; Moschella ve Marks, 1993). Ayrica kalp yetmezligi



goriilen hastalarda InsP3 mRNA seviyelerinin RyR’nin mRNA seviyelerine gore
biiyiik oranda arttig1 gosterilmistir (Go ve ark., 1995). PLC yolagi {izerinden agonist-
indiiklii Ca?* girisi hiicre i¢i Ca?* homeostazisinde uzun siireli degisimlere neden
olmaktadir. Bu yolak al-adrenerjik reseptorler, endotelin reseptorleri, anjiotensin II
reseptorleri veya thrombin reseptorleri gibi Gq protein-bagli reseptorlerin
uyarilmalarma bagldir ve sonrasinda diyastolik [Ca?*]i artis1 ile sonuglanr.
(Delbalzo ve ark., 1990; Eckel ve ark., 1991; Steinberg ve ark., 1991; Touyz ve ark.,
1996). Bu siirecin sonucunda IP3 reseptor-bagimli yolak iizerinden diyastolik Ca?*
diizeyi artmaktadir ve dinlenim membran potansiyelini daha pozitif degerlere

yiikseltmektedir (Felzen ve ark., 1997).

SOCE immiin hiicreler ve endotelyal hiicreler gibi uyarilamayan hiicrelerde Ca?*
girisinin ana mekanizmasi olarak bilinmekteydi. Bu Ca?* girisi daha sonra kardiyak
miyosit, iskelet kas hiicreleri ve ndronlar gibi uyarilabilir hiicrelerde de kesfedildi.
Simdilerde ise SOCE oldukca fazla doku ve organ sisteminde cesitli hiicresel
fonksiyonlar1 regiile eden Ca?* sinyal yolag1 olarak kabul edilmektedir. Bu yiizden
SOCC’de meydana gelebilecek fonksiyon bozukluklar1 immiin yetmezlik, miyopati
ve vaskiiler hastaliklar gibi bircok bozukluklara neden olabilmektedir. Son
zamanlarda yapilan c¢alismalarda bir¢ok diyabetik komplikasyonlarin temelinde
SOCE’deki degisimler ve sinyal yolaklarindaki farklilagmalarin da 6nemli bir etken
olarak goziktiigl ortaya ¢ikmistir (Molitch ve ark., 2015).

2.6. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM) 6nemli bir halk sagligi sorunudur ve kiiresel niifus i¢in
biiyiik bir problem haline gelmektedir. 2000 yilina kadar 285 milyon olan etkilenen
kisi sayisinin 2040 yilina kadar neredeyse 700 milyon kisiye yiikselecegi tahmin
edilmektedir (Shaw ve ark., 2010). DM, asir1 sekilde yiikselmis kan glikoz
seviyelerini iceren metabolik bir hastaliktir. DM, genel olarak Tip 1 (T1DM) ve Tip
2 (T2DM) diyabet olmak tizere iki ana kategoriye ayrilir. T1DM genelde ¢ocuklarda
veya ergenlerde goriilirken, T2DM'in kotii yasam tarzi ve diyet segenekleri
nedeniyle uzun siireli hiperglisemi olan orta yasli ve yash yetiskinleri etkiledigi
diisiiniilmektedir. TIDM ve T2DM igin patogenez biiyiik ol¢iide farklhidir ve bu

nedenle her tiiriin ¢esitli etiyolojileri, sunumlar1 ve tedavileri vardir.



Pankreastaki Langerhans adaciklarinda, insiilin iireten beta hiicreleri ve glukagon
salgilayan alfa hiicreleri olmak {izere endokrin hiicrelerin iki ana alt sinifi vardir.
Beta ve alfa hiicreleri, kan glikoz seviyesine bagli olarak hormon salgilama
diizeylerini siirekli olarak degistirmektedir. Insiilin ve glukagon arasindaki denge
bozulursa, glikoz seviyeleri de buna bagli olarak bozulacaktir. DM durumunda,
insiilin ya yoktur ve/veya bozulmus bir etkiye sahiptir (insiilin direnci) ve bunun

sonucunda hiperglisemi ortaya ¢ikmaktadir.

Juvenil diyabet veya insiiline bagli diyabet olarak da bilinen T1DM, viicudun
pankreastaki beta hiicrelerinin otoimmiin yikimi nedeniyle insiilin liretememesi ile
karakterize kronik bir hastaliktir. Kandaki insiilin eksikligi, hiicresel islevler i¢in
enerji saglamak iizere viicut hiicreleri tarafindan yetersiz miktarda glikoz alinmasi
anlamina gelir. Sonug olarak, glikoz kanda kalir ve yiiksek kan sekeri seviyesine
neden olur. Ayrica kanda kalan yiiksek glikoz seviyeleri asirt idrara ¢ikma ve su
kaybina neden olur ve viicut dokularina zarar verir. Tam olarak bagisiklik sisteminin
bunu yapmasina neden olan faktorler heniiz net olarak anlasilmamis olsa da bazi
hipotezler ortaya konmustur. Bunlar kisaca su sekilde siralanabilir; a) Viral
enfeksiyon - Bagisiklik hiicreleri viriis partikiillerine kars1 aktive olurken, pankreasin
beta hiicrelerine karst da aktive olmalari; b) Genetik egilim - Bazi HLA
genotiplerinin TIDM gelisimine neden olmalari; ¢) Antikorlarin gelistirilmesi - inek
stitiindeki proteinlere kars1 antikorlarin gelistirilmesinin, pankreasin beta hiicrelerine

saldiran antikorlarin gelistirilmesine de yol agabilmeleri (Rajaei ve ark., 2019).

T2DM, insiilin seviyeleri ile insiilin duyarlilig1 arasindaki dengesizligin, fonksiyonel
bir insiilin eksikligine neden oldugu daha sinsi bir baglangi¢ ile kendini gosterir.
Insiilin direnci yaygin olarak obezite ve yaslanma basta olmak iizere ¢ok degisik
nedenlerle ortaya ¢ikmaktadir. Bu diyabet formuna sahip hastalarin ¢ogu obezdir ve
obezitenin kendisi bir dereceye kadar insiilin direncine neden olmaktadir. Plazma
glikozu ve serbest yag asitlerindeki artigin reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyelerini
(Evans ve ark., 2005; Folli ve ark.,, 2011) arttirdigit ve bunun da mitojenle
aktiflestirilen protein kinazlar (Kim ve Choi, 2010) ve niikleer faktor-xB (Sigala ve
ark., 2011) gibi inflamasyon sinyal yolaklarini aktive ettigi diisiiniilmektedir. Bu
inflamasyon basamaklarinin aktivasyonunun insiilin direncine neden oldugu ileri

stiriilmektedir (Muscogiuri ve ark., 2013).
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2.7. Deneysel Diyabet

DM hastaligi diinya capinda biiyiik bir kitleyi etkileyen kronik bir metabolik
bozukluktur. Hayvan diyabet modelleri, insan deneklerinde gereksiz ve etik agidan
zorlayic1 ¢alismalardan kaginilmasina ve bu hastaligin kapsamli bir bilimsel bakis
acisinin elde edilmesine yardimei olabilmesi yoniinden diyabet arastirilmasinda
onemli bir aractir. Diyabetin indiiklenebilecegi birka¢ yontem olmasina ragmen,
alloksan ve streptozotosin (STZ) gibi kimyasal ilaglar bu patolojik durumu
indiiklemek i¢in en onemli ve olduk¢a tercih edilen deneysel modelleri temsil
etmektedir. Alloksanin aksine, streptozotosin pH 7,4 ve 37 ° C'de en az 1 saat siireyle

nispeten stabil olmasi sebebiyle daha ¢ok tercih edilmektedir.

STZ (50 mg/kg) uygulamasi pankreatik beta hiicreleri disindaki yapilara nispeten
daha az zarar vermesinden dolay1 diyabetik modelleri olusturmak i¢in daha yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (Arison ve ark., 1967). Alloksan gibi STZ de bir
hidrofilik bilesiktir ve GLUT?2 tasiyicilari yoluyla hiicre zarini gegebilirler (Lenzen,
2008). STZ uygulamasindan sonra, insiiline bagimli diyabet en az ii¢ farkli etki
mekanizmasi ile gelisir (Lenzen, 2008). Bu ii¢ patolojik mekanizmanin hepsinde
DNA yikimi nihai sonug olarak goriiliir. Bunlardan birincisi ve en dnemlisi DNA
alkilasyon hasaridir, bu ayn1 zamanda STZ kaynakli diyabetin en olasi

mekanizmasidir.
2.8. Diyabetik Kardiyomiyopati ve SOCE

Kalp yetmezligi ve buna bagli morbidite ve mortalite, biiyiik Olciide, yaslanma,
obezite ve DM’daki artiglar nedeniyle endise verici bir oranda artmaktadir. Kalp
yetmezligi ile iligkili klinik sonuglar, DM hastalar: i¢cin DM olmayanlara gére 6nemli
Olglide daha kotidiir. DM olan kisilerde, agik klinik koroner arter hastaligi, kapak
hastalig1 ve hipertansiyon ve dislipidemi gibi diger geleneksel kardiyovaskiiler risk
faktorlerinin  yoklugunda miyokard disfonksiyonunun varligi, tanimlayici
terminolojiye,  diyabetik  kardiyomiyopatiye  yol  agmustir.  Diyabetik
kardiyomiyopatinin ilk agamasi klinik olarak asemptomatiktir ve artmis fibroz ve
sertlik ile karakterizedir; erken diyastolik dolumun azalmasi ve atriyal dolum ve
genislemede artis ve ayrica sol ventrikiil diyastol sonu basing artis1 goriilmektedir

(Westermeier ve ark., 2016). Altta yatan patolojik faktorler arasinda hiperglisemi,
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sistemik ve kardiyak insiilin direnci, artmis serbest yag asidi (FFA) seviyeleri,
sistemik ve doku iltihabi, oksidatif stres ve RAs ve sempatik sinir sisteminin
aktivasyonu bulunur (Jia ve ark., 2016). Azalmis SERCA aktivitesinin neden oldugu
verimsiz [Ca®*]sr dongiisii, kardiyak diyastolik disfonksiyonun gelismesine 6nemli
katkida bulunur (Talukder ve ark., 2008).

Diyabetik kardiyomiyopatinin ikinci asamasi, LV hipertrofisi, kardiyak yeniden
modelleme, ilerleyen kardiyak diyastolik disfonksiyonu ve bunun sonucunda normal
ejeksiyon fraksiyonu ile kalp yetmezliginin klinik endikasyonlarinin ortaya ¢ikmasi

ile karakterizedir (Jia ve ark., 2016).

T2DM’daki diyabetik kardiyomiyopatinin fenotipleri ve altta yatan mekanizmalari
cogunlukla db/db fareleri, ob/ob fareleri, Zucker diyabetik yag sicanlar1 ve diyabetik
hastalarda arastirilmistir (Jia ve ark., 2016). T1DM’nin sistolik ve diyastolik
fonksiyonlar iizerindeki etkisi daha karmasiktir. T2DM’de oldugu gibi, T1DM
durumunda diyastolik disfonksiyon siklikla goriilir (Kanamori ve ark., 2015).
T1DM’de diyabetik kardiyomiyopatinin altinda yatan mekanizmalar ¢ogunlukla
birbirleri ile ortlismektedir, ancak T2DM c¢alismalarinda farkli sonuglarin bulundugu
dikkat cekmektedir (Holscher ve ark., 2016). Ornegin tip 1 Akita diyabetik farelerde
yapilan bir ¢aligmada sistolik fonksiyonun korundugu ve kalp hipertrofisinin ortaya
cikmadig1 gozlenirken, diyabetik kalplerin kontrollere kiyasla daha ¢ok kiiciildiigii
goriilmustiir (Bugger ve ark., 2008). Kardiyomiyosit otofajisi TIDM’de artarken
T2DM’de baskilanmistir (Kanamori ve ark., 2015). Tim bu sonuglar, TIDM ve
T2DM diyabetik kardiyomiyopati i¢in fenotip ve altta yatan mekanizmalardaki
potansiyel farkliliklar1 anlamak ic¢in daha fazla caligmaya ihtiya¢ oldugunu

gostermektedir.

Diyabetik kalpteki kardiyomiyositlerde kasilma aktivitesinde bozulmaya neden olan
mekanizma, plazma membran glikoz tasiyict tip 4 (GLUT4) ve glikoz aliminin
azalmasi ve bdylece SERCA aktivitesini diismesi ve [Ca?']i artmasidir (Jia ve ark.,
2016). Bu arada, anormal insiilin metabolik sinyali ayrica insiilinle uyarilan koroner
endotelyal nitrik oksit (NO) sentaz (eNOS) aktivitesini azaltir ve NO iiretimi
kardiyomiyosit [Ca?']i duyarlihgini arttirir ve sarkoplazmik Ca?* alimmi azaltir (Jia
ve ark., 2016). NO biyoyararlaniminin azaltilmasi da titin fosforilasyonuna yol

acarak sert titin izoform N2B/N2BA ekspresyon oranini arttirir. Bu patofizyolojik
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anormallikler kardiyak sertligi arttirir ve diyabetik kardiyomiyopatinin en 6nmeli
bulgularin1 ortaya koyar (Rosenkranz ve ark., 2003). Diger ilgili anormallikler
arasinda hiperglisemi, insiilin direnci ve B-miyozin agir zinciri, insiilin benzeri
bliylime faktorii 1 reseptorii ve B tipi natriliretik peptit gibi birka¢ kardiyomiyosit
hipertrofik genin ekspresyonunu arttiran oksidatif stres yer alir (Jia ve ark., 2016).
Yiiksek insiilin seviyeleri, insiilin benzeri bliytime faktorii 1 reseptdriine baglanarak
kardiyomiyosit hipertrofisini indiikler. Kardiyomiyositler tarafindan {iiretilen insiilin
benzeri biiyiime faktorii 1, insililin reseptorii, hiicre dis1 sinyal ayarli kinaz 1/2
(Erk1/2) ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) sinyal yollariyla kardiyomiyosit
hipertrofisini de uyarabilir (Sundgren ve ark., 2003).

Kardiyomiyositlerde SOCE’nin hipertrofik sinyal yolaklarimin regiilasyonunda
onemli bir rol aldig1 gosterilmistir (Rosenkranz ve ark., 2003; Sundgren ve ark.,
2003). Kardiyomiyositlerde STIM1 proteinindeki artts SOCE artisina neden olarak
patolojik kardiyak hipertrofiye neden olmaktadir (Luo ve ark., 2012). Ancak diyabet
indiiklii kardiyak hipertrofide SOCE’nin rolii iizerine ¢alismalar oldukca sinirlidir.
Pang ve arkadaslar kisa siireli hipergliseminin Ang II veya TG ile stimiile edilen
neonatal kiiltiire sican kardiyomiyositlerinde SOCE’yi azalttigini gostermislerdir
(Pang ve ark., 2002). Ayrica hipergliseminin Ca®* bagimli hipertrofik cevaplarin ve
kardiyak hipertrofide rol aldig1 oldukga iyi bilinen Ca?* duyarli NFAT (nuclear factor
of activated T-cells) sinyal yolagini azalttigin1 goéstermislerdir. Bu kisa-siireli
hiperglisemi etkisinin kalp icin yararli veya zararli olup olmadig1 kesin olarak
anlagilamamustir. Uzun siireli  hipertrofi sonunda kronik kalp yetmezligi ile
sonuglansa da, diyabetin ilk evrelerinde goriilen kardiyak hipertrofi baslangici
hemodinamik stres i¢in adaptif bir mekanizma olabilir. Patofizyolojik olarak SOCE
degisim mekanizmalarinin diyabetik kardiyomiyopati gelisimindeki roliiniin daha

kapsamli bir sekilde arastirilmaya ihtiyaci vardir.

Son yillarda yapilan c¢alismalar, hipergliseminin kardiyomiyositlerde enerji
kullantminin azalmasina neden olarak ve plazma membranindaki iyon kanallarinin
islevini bozarak kalbin elektrofizyolojik 6zelliklerini etkiledigi gostermistir (Chiu ve
ark., 2005; Savage ve ark., 2005; Haim ve ark., 2010). iyon kanallarmin fonksiyon
bozukluklarinin ise depolarizasyon genliginde azalmaya, aksiyon potansiyeli
stiresinde ve QT intervalinde uzamaya neden olmaktadir. Bu tiir bozukluklar ise
aritmi, kalp yetmezligi, kardiyojenik sok ve hatta ani 6liim ile sonuglanabilmektedir
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(Casis ve Echevarria, 2004; Yuill ve ark., 2010). Ikincil haberci olarak kritik bir
oneme sahip olan [Ca®*]; kas kasilmas, hiicre uyarilabilirligi, apoptosis, cogalma gibi
birgok Onemli siiregte gorev  almaktadir (Clapham, 2007). Diyabetik
kardiyomiyopatide  sol  ventrikiil ~ disfonksiyonunun  baslica  sebepleri
kardiyomiyositlerde [Ca*]i homeostazin dengesizligi ve bozulmus ER/SR
fonksiyonudur (Abe ve ark., 2002). Kardiyomiyosit [Ca?*]i homeostazinin (Wang ve
ark., 2012; Chaudhari, Ruknuddin, ve ark., 2014; Collins ve ark., 2014) idame
ettirilmesinde ve kardiyomiyositlerde hipertrofi gelisiminde (Ohba ve ark., 2009;
Luo ve ark., 2012) Orail ve STIM1'in 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir. Bu
nedenle, kardiyomiyositlerde SOCE'min fonksiyonu, o0zellikle de hastalik
durumlarinda tam olarak anlasilamamistir. Wang ve ark. yiiksek glikoz ile kiiltiire
edilmis neonatal sol ventrikiil kas hiicrelerinde ve STZ-indiiklii diyabetik yetiskin
sican sol ventrikiil hiicrelerinde SOCE aktivitesi ve ekspresyon sevilerindeki
degisimleri incelemiglerdir. Her iki hiicre grubu i¢in de kontrol gruplarina gore
SOCE girisinin arttigini gostermislerdir. Ayrica diyabetik si¢anlarda Orail, Orai2 ve
STIM1 proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin istatistiksel anlamlilik gosterecek
sekilde arttigim1 gostermislerdir (Wang ve ark., 2017). Bu nedenle, SOCE
mekanizmasinin kardiomiyositlerde nasil bir rol aldigi ve oOzellikle diyabetik
kardiyomiyopati durumunda nasil bir degisim gosterdigi hala belirsizdir. Bu yiizden

bu tartismalarin netlestirilebilmesi i¢in ek ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
2. 9. Renin-Anjiyotensin Sistemi

RAS sistemi, viicutta kan basincinin ve sivi dengesinin diizenlenmesi igin gerekli
olan bir hormon sistemidir. Sistem esas olarak, renin, Ang Il ve aldosteron olmak
tizere ti¢ hormondan olusur. RAAS'm ilk asamasi, renal jukstaglomeriiler aparatin
(JGA) graniiler hiicrelerinden salinan renin enzimidir. Anjiyotensinojen, karacigerde
iiretilen ve renin tarafindan anjiyotensin I'i olusturmak iizere boliinen bir Oncii
proteindir. Anjiyotensin I daha sonra anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE)
tarafindan Ang Il'ye doniistiiriiliir. Bu doniisiim esas olarak ACE'nin vaskiiler
endotelyal hiicreler tarafindan tiretildigi akcigerlerde meydana gelir, ancak ACE ayni
zamanda renal endotel i¢inde daha kiiciik miktarlarda tretilir. RAS'm fizyolojik ve
patolojik rolleri c¢ogunlukla Ang II aracihigiyla ilgili reseptorleri iizerinden
gerceklesir. Bunlar, Ang II tip 1 reseptorii (AT1R) ve tip 2 reseptoriidiir (AT2R). Her
ikisi de GPCR reseptor ailesine aittir (Sekil 2.4). RAS sisteminin asir1 aktivasyonu
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miyokard enfarktiisii (MI), kalp yetmezligi (HF), bobrek hastalifi ve inme gibi
kronik komplikasyonlarin patogenezinde merkezi bir noktadir (Ntountaniotis ve ark.,
2011). RAS inhibisyonu, HF ve bobrek hastaliklarinin  ilerlemesinin
yavaslatilmasinda onde gelen bir terapatik strateji haline gelen ACE inhibitori
(ACEI) ve/veya ATI1R blokoriiniin (ARB) kullanimini igermektedir. ARB'ler bir¢ok
patolojik kosullarin tedavisinde 6nem kazanmistir. Olas1 bir avantaji AT1R'yi bloke
ederek, AT2R iizerinde Ang II aktivitesini arttirmasidir. Bu blokajin olas1 diger bir
pozitif etkisi ise Ang II'nin Mas reseptoriine etki eden ACE2 tarafindan Ang (1-7)
gibi RAS'1n diger mediyatdrlerine dontisiimiinii etkilemesidir (Sekil 2.4). ACE2/Ang
(1-7)/Mas'tan olusan bu yeni eksenin, Ang II'nin patolojik roliine kars1 bazi yararl
eylemler tretebilmesi Ongoriilmektedir. RAS'In yeni bilesenleri ve fonksiyonlari
¢oOziiliirken, odak simdi damar i¢i hacim ve sistemik kan basincinin (BP)
diizenlenmesi gibi RAS efektorlerinin klasik etkilerinden klasik olmayan eylemlerine

kaymaktadir (Silva-Filho ve ark., 2011).

anjiyotensinojen

H (karaciger)
(bobrek) Re ny

Angl™
H:\- D 5 (B 0 (8 @ @S cooH
(NS \____ ACE2

ACE™ ™ > Ang (1-9)
" (akciger) TS HN-DEDED D D IR SR @R CooH

. Ang Il e
.- CENED 0 0 ) 6 B COOH . €“ACE
\— ACE 2 * Ang (1-7)

" AP T A EEECooH
H - D O ) O
\AP ATR
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H:N----Ang-lv--COON /{M{\J

ACE2/Ang (1-7)/mas ekseni

ACE/Ang II/AT1R ekseni

Kan
Damarlari

’ kardiyo-bobrek

kardiyo-bobrek koruma

hastaliklari
Sekil 2.4. Renin anjiyotensin sistemi bilesenleri ve olasi etki alanlart (Chappell, 2012).

Ca?" iyonlarinin kardiyomiyosit kontraksiyonu igin kritik rolii goz niine alindiginda

bazi calismalar Ang-(1-7) etkinliginin ventrikiiler kardiyomiyositlerde Ca?*
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kullanimini nasil etkiledigi arastirmiglardir. Dias-Peixoto ve ark. yaptiklari ¢alismada
akut Ang (1-7) uygulamasinin Ca®" transient genlikleri veya kinetikleri {izerinde
anlamli bir degisiklige neden olmadigim gostermislerdir (Dias-Peixoto ve ark.,
2008). Daha sonra yapilan transjenik rat ¢alismasinda kronik olarak arttirilmis
plazmatik Ang (1-7)’nin sitozolik Ca®" transient parametreleri iizerinde degisiklige
neden olmadigimi gostermistir (Gomes ve ark., 2010). Ancak Ang-(1-7)’nin Mas
reseptorlerinin genetik olarak silindigi Mas” fare kardiomiyositlerinde daha kiigiik
Ca?" transientleri ve daha yavas Ca?" geri alimi gibi Ca®" sinyal bozukluklari
goriilmiistir. Bu Ca®" sinyal bozukluklarina SERCA2 protein seviyelerindeki
azalmalar eslik etmistir. SERCA2, SR tarafindan Ca?* geri alinimina olanak saglayan
bir proteindir, bu yiizden Ca?" saliminda SR deposunun Ca?* miktar1 6nemli bir
oOlgtittiir (Bers, 2002). Bu tiir mekanizmalarin aydinlatilmasi, Ang II kaynakli
inflamasyon siirecini anlamaya ve bagisiklik temelli hastaliklarin tedavi sonuglarini
iyilestirmeye yardimci olabilecektir. Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar aym
zamanda kardiyomiyopati, nefropati ve noropati gibi diyabetik komplikasyonlar
sirasinda RAAS blokajinin 6nemini vurgulamaktadir. Cesitli kardiyak ve renal
patolojilere karsi terapatik ajanlar olarak kullanilan ARB'lerden baslicalar1 losartan,

valsartan, irbesartan, candesartan cilexetil 6rnek olarak gosterilebilir.

Ang II'nin giiglii bir vazokonstriktdr oldugu goz 6niine alindiginda, hipertansiyonu
uzun siiredir etkiledigi bir ¢ok calisma ile gosterilmistir (Schiffrin ve ark., 2003).
Hipertansiyon tedavilerinde genel olarak ARB veya ACE inhibitérleri uygulamalari
one ¢ikmaktadir (Sowers ve ark., 2001). Bununla beraber kapsamli klinik ¢alismalar,
ARB veya ACE inhibitoriiniin Ang II etkisini ortadan kaldirdigin1 ve pankreas f3
hiicre fonksiyonunun korunmasi ve/veya insiilin duyarliliginin iyilesmesinin "yiiksek
riskli" hastalarda T2DM olusumunu %25 oraninda azalttigi ve Kkoruyucu
mekanizmalar oldugu 6ne siiriilmiistiir (Hansson ve ark., 1999; Yusuf ve ark., 2000;
Lindholm ve ark., 2002; Lithell ve ark., 2003; Pfeffer ve ark., 2003; Vermes ve ark.,
2003).
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2.10. Ang Il ve Diabetes Mellitus

Tuzlu su homeostazinda bilinen geleneksel roliiniin disinda, insan patofizyolojisinde
RAAS’m rolii lizerine yapilan ¢alismalarla birlikte, bu sitemin bir¢ok hastalik ile
yakindan baglantili oldugu anlasilmistir (Pfeffer ve ark., 2003). Diyabette goriilen
RAAS agsint aktivitesi RAAS inhibitorleri tedavisiyle geriye dondiiriilerek diyabetik
komplikasyonlarin azaltilabilecegi gosterilmistir (Paul ve ark., 2006).

STZ ile indiiklenen diyabetik si¢anlarda, miyosit bagsina Ang II reseptor bolgesi ile
birlikte Ang II kardiyak doku seviyelerinin artis1 gosterilmistir (Connelly ve ark.,
2007). Miktar ve sayidaki bu degisiklik lokal ve dolasimdaki RAS'tan bagimsiz gibi
goriinmektedir (Fiordaliso ve ark., 2000). Ang II'nin si¢an kardiyak fibroblastlarinda
doza bagimh bir sekilde kolajen sekresyonunu ve iiretimini arttirdigi bildirilmistir
(Sechi ve ark., 1994). Dolayisiyla, artan matris birikimi, yiiksek seviyelerde Ang II
ve/veya reseptdr yogunlugunun bir sonucu olabilir. Ang II ayrica diyabetik kalp
hastaliginda tespit edilen miyosit apoptozunda da rol oynar (Leri ve ark., 1998;
Lijnen ve ark., 2000). Lokal RAS"n yukar1 regiilasyonu, apoptoz ve nekrozu aktive
edebilen ROS ve oksidatif stresin olusumunda da rol almaktadir (Fiordaliso ve ark.,
2001). Apoptozun aksine miyosit nekrozu, hiicre disi kompartmanlarin
genislemesine ve yaygin veya dagmik bir sekilde kolajen birikiminin artmasina

neden olur.

Ang II ACE yolagindan farkli bir yolak iizerinden iiretilmesinden dolayr ARB’lerin
ACE inhibitorlerine gore kullanimi daha fazla tercih edilmektedir (Frustaci ve ark.,
2000). Ayrica, ACE inhibitorleri ile yapilan kronik tedavinin, aldosteron
seviyelerinin yiikselmesine ve sonucunda Ang II reaktivasyonuna neden oldugu

gosterilmistir (Rincon-Choles ve ark., 2002).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Deneylerde kullanilmak tizere agirliklar1 250-350g olan yaklasik 3 aylik, 60 adet
Wistar erkek tiirii sican calismaya dahil edilmistir. Bu ¢alisma Akdeniz Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul onayi alinarak gergeklestirilmistir. Akdeniz
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezinden tedarik edilen
siganlar, diyabet gruplari igin her kafeste en fazla 2 veya 3 hayvan, diger gruplar igin
ise her kafeste 4 hayvan olacak olacak sekilde yem ve su kisitlamasi olmaksizin

tutulmuslardir.

Deneye alinan hayvanlar rastgele Kontrol (K) grubu, Diabetes Mellitus (DM) grubu,
Diabetes Mellitus + Losartan (DM+Los) grubu ve Kontrol + Losartan (K+Los) grubu
olacak sekilde 4 farkli gruba ayrilmistir. Losartan uygulamast 30 mg/kg olacak
sekilde K+Los ve DM+Los grubundaki hayvanlara 4 hafta boyunca izotonik salin
icerisinde ¢oziilerek gavaj yoluyla yapilmistir. DM ve K grubundaki hayvanlara ise

ayni siire zarfinda gavaj yoluyla agirliklarina uygun olacak sekilde salin verilmistir.

3.2. Deneysel Diyabet Olusturulmasi

Deneye alinan tiim hayvanlarin baslangi¢ itibariyle aclik kan sekerleri ve viicut
agirliklari 6lgiilmiistiir. DM ve DM+Los hayvan gruplarinit olusturmak igin, STZ (50
mg/kg) uygulamasi intraperitoneal (i.p.) olarak tek doz enjekte edilmistir. STZ
enjeksiyonundan 1 hafta sonra hayvanlarin aglik kan seker diizeyleri tekrar dlgiilerek,
kan seker diizeyleri 300 mg/dl ve ilizerinde olan hayvanlar diyabetik olarak kabul
edilmistir. K ve K+Los hayvanlarina ise sitrat (pH=4,5 sitrat tamponu) enjeksiyonu
benzer sekilde i.p. olarak yapilmistir. 1 hafta sonunda aglik kan sekeri degeri
tekrardan belirlenip 4 hafta boyunca uygun kosullarda, tutulmuslardir.

Glikoz seviyesi yiiksek olan diyabet gruplarindaki hayvanlarin kan glikoz ve viicut

agirliklar her hafta tekrar ol¢ililmiis ve 4 hafta sonrasinda deneye alinmiglardir.

3.3. Kardiyomiyosit Hiicre izolasyonu

Voltaj kenetleme metodu ile akimlarin kayitlar1 tek kardiyomiyositlerde yapilmistir.

Siganlar 50 mg/kg sodyum pento barbital anestezisi altinda gogiisleri agilarak
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kalpleri c¢ikartilmistir. Cikarilan kalpler hizli bir sekilde Langendorff sistemine
aorttan baglanmistir. Igerigi (mM olarak): 137 NaCl; 5,4 KClI; 1,5 CaCly»; 0,5 MgCly;
11,8 HEPES; 10 glikoz ve pH 7,35 olan Tyrode ile kalp icindeki kan kisa bir siire
icinde temizlenmistir. Daha sonra kalpler igerigi (mM): 117 NaCl; 5,7 KCI; 4,4
NaHCOs; 1,5 KH2POs; 3,6 MgCly; 20 HEPES; 10 Glikoz olan Ca?* icermeyen
soliisyon ile perfiize edilmistir. Bu islemi takiben kalplere yaklasik olarak 20-35 dk
siire ile Ca?" igermeyen soliisyon ile hazirlanmis kollajenaz A (Worthington,
Collagenase type 2) (Img/ml) yine Langendorff sistemi ile belirli bir akis hizinda
uygulanmistir. Kullanilan tiim soliisyonlarin pH dengesinin korunabilmesi i¢in 10 dk
gazlanmistir. Kollojen yapis1 parcalanan kalp daha sonra atriyumlart ve diger
dokular1 alinip temizlenip kiigiik bir kaba alinarak Ca?* igermeyen soliisyon
icerisinde makaslama yapilarak ince ince dilimlenmistir. Parcalanan kalp dokusunun
ince bir filtreden gegcirilmesiyle elde edilen kardiyomiyositler Ca?* konsantrasyonu
sonunda 1 mM olacak sekilde kademeli olarak Ca®* igerigi arttirtlip oda sicakliginda
bekletilmislerdir. Adaptasyon siirecinden sonra hiicreler oda sicakliginda siirekli
perfiize edilen hiicre banyosu icine alinarak elektrofizyolojik kayitlar

gerceklestirilmistir.

3.4 Hiicre Kiiltiirii

Sigan bazofilik 16semi-1 (RBL-1) hiicreleri ve H9C2 embriyonik kardiyomiyosit
hiicreleri, %10 (v/v) fetal sigir serumu, 2 mM L-glutamin ve %1 (v/v)
antibiyotik/antimikotik ile desteklenen F-12 besin karisimi ile disiik glikozlu (5,5
mM) veya yiiksek glikozlu (50 mM) DMEM soliisyonu kullanilarak 37 °C’de, %5
CO2 ve % 95 hava ile nemlendirilmis ortamda kiiltiire edildi. Hiicreler 75 cm?lik bir
flaskta tutuldu ve ~%80 ¢ogalmaya ulastiktan sonra haftada en az bir kez pasajlandi.

RBL-1 ve HIC2 hiicreleri 16. pasajin sonrasinda kullanilmadi.

Hiicreler pasaj yapilmadan 6nce DMEM ve tripsin soliisyonu 37 °C'ye dnceden
1sitildi. Flaskdaki hiicre ortami aspire edildi ve hiicreler, 2-3 ml tripsin ilave edilerek
flasktan ayrilmalar1 saglandi. Yaklasik 2-3 dakika sonra, yapisan hiicrelerin tamamen
ayrilmasina izin vermek icin flasklar nazik¢e calkalanmasinin ardindan 8-10 ml
DMEM ilave edilerek tripsin notralize edildi. Hiicre siispansiyonu daha sonra birkag
kez nazikce pipetlendi ve 1000 rpm'de 5 dakika santrifiijlenerek siipernatantlar atildi
ve pelletler DMEM (1 ml) iginde yeniden siispanse edildi. Elde edilen hiicre
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siispansiyonu, hiicrelerden akim kayitlar1 ve Ca?* sinyal kayd: icin gerektigi gibi
plastik ve cam tabanli tabaklar (10 mm) {izerine ekilmek suretiyle ilgili deneyler igin
kullanildi. Son olarak diyabetik durumu bu hiicrelerde de saglayabilmek i¢in kiiltiire
hiicreler plastik ve cam petrilere alinirken yiiksek glikoz (50 mM) degerine sahip

DMEM soliisyonu kullanilmistir.
3.5 SOCE Akimlarinin (Isoce) Ol¢iimii

Tim gruplar i¢in SOCE akimlarinin 6l¢limii tiim hiicre voltaj kenetleme yontemiyle
gergeklestirilmistir. 1.5-3 MQ’luk pipetler yardimiyla hiicre-pipet yapigsmasi saglanip
pipet direnci GQ mertebesine ulasana kadar hafif negatif basing uygulanmistir. Daha
sonra hiicre membranlar1 kirilarak SOC kanal akimlari i¢in belirlenmis Vvoltaj
protokolii uygulanmistir. Bunun i¢in -80 mV’da tutulan hiicrelerde Na® akimlarii
inhibe edebilmek igin 40 ms siire ile -80 mV - +50m V araliginda ramp protokolii
uygulanmistir. Sonrasinda +50 mV - -100 mV aralig1 i¢in 5 s siireli ramp protokolleri
uygulanarak Icrac akimlart 6lgiilmiistiir. Ramp protokolii sonrasi hiicre tekrar
dinlenim zar potansiyeli olan -80 mV degerine dondiiriilmistiir. 10-20 kayit
alindiktan veya akim degerleri sabitlendikten sonra thapsigargin (Tg, 3uM) yaklagik
olarak 10 dk siire ve kafein 5 s siire (10 mM) uygulamasi ile kapiller borular
araciligiyla perfiize edilerek SR deposunun bosaltilmasi saglanmis ve akim
degerlerinin degisimleri gdzlemlenmistir. Tg uygulanmasindan sonra SOCE
blokorleri olan SKF96375 (50uM) veya 2-Aminoethoxydiphenly borate (2-APB, 50
uM) yine perfiizyon sistemi vasitasiyla uygulanmistir. Banyo soliisyonunda normal
Tyrode soliisyonu kullanilmigtir. Pipet soliisyonu i¢in ise (mM); 137 Cs-Aspartat, 2
CsCl, 8 MgSOQg4, 15 HEPES, 5 EGTA, ve pH 7,2 CsOH ile ayarlanarak kullanilmistir.
K* akimlarini bloke etmek i¢in i¢erigi (mM) 150NaCl, 2 CaCl, 1 MgCl,, 10 HEPES,
10 Glikoz ve pH 7,4 olan dis soliisyon tiim-hiicre modu itibariyle perflizyon igin
kullanilmistir. Ayrica Ca?" akimlarmi bloke etmek igin nifedipine (10 pM)
kullanilmigtir.  Patch-clamp amplifikatoriiniin (Axon 200B, Molecular Devices,
USA) voltaj kenetleme modunda 1 kHz’lik filtreden gecirilen SOCE akimlari,
Digidata 1200’iin 5 kHz’lik 6rneklem hizinda pClamp yazilimi (Axon Instrument,
Foster City CA, USA) ile kaydedildi. Ayrica seri direng (Rs) ve hiicre kapasitans
kompanzasyonu islemleri Axon 200B amplifikatorii yardimiyla gergeklestirilmistir.

Akimlarin analiz islemleri i¢in ise Clampfit 10.2 programi kullanilmistir.
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-80 mV degerine tekabiil eden akim degerleri ilgili hiicrenin kapasitans degerine
boliinerek akim yogunluklart elde edildi. Her bir grup icin oOlgiimler akim

yogunlugunun zamana gore degisimi olarak gosterildi.

3.6 RBL-1 ve HIC2 Hiicre I¢i Serbest Ca?* Sinyal Ol¢iimii

RBL-1 hiicreleri ve H9C2 hiicreleri 10 mm'lik cam tabanli kaplara ekildi. Fura-2
asetoksimetil ester (Fura2-AM), 2 mM'lik bir stok konsantrasyonu hazirlamak igin
DMSO igerisinde %20 Pluronic® F-127 ¢ozeltisi icerisinde ¢oziildii. Boya daha
sonra Hank'in dengeli tuz ¢ozeltisi (HBSS) tamponunu igeren Ca?* (1.25 mM) iginde
3 uM calisma konsantrasyonuna seyreltildi. Hiicreler, onceden 1sitilmis HBSS
tamponu kullanilarak birka¢ kez yikandi. pH 7.4'te tutuldu. Hiicreler petrilerden
kolayca ayrilabildikleri i¢in taginirken 6zel bir 6zen gosterildi. Daha sonra hiicreler,
karanlik bir ortamda oda sicakliginda 40 dakika siireyle yiiklendi. Hiicreler daha
sonra boyay1 ortamdan ¢ikarmak igin taze onceden 1sitilmis Ca®" igeren tamponda
yikand1 ve hiicreler i¢indeki tim boyanin de-esterlesmesini saglamak i¢in 30 dakika
siireyle taze takviye edilmis HBSS tamponuna aktarildi. Tim deneyler oda
sicakhiginda gergeklestirildi. De-esterifikasyon asamasindan sonra hiicreler Ca®*
icermeyen tampon ile yikandi, hiicreleri iceren petri kab1 mikroskopa yerlestirildi ve
ilk olarak Ca?* icermeyen durumda gériintiileme baslatildi. Baslangig fliioresansi ilk
olarak > 50 saniye siireyle kaydedildi, ardindan 2 uM Tg eklendi. ~ 10 dakika sonra,
hiicre dis1 (banyo) soliisyonuna Ca?* (2 mM) eklenmis ve ~ 10 dakika sonra, banyo
soliisyonuna 10 pM iyonomisin ve 1 mM MnClIz eklenmistir. Pozitif kontrol (Pyr6)
ve test grubu igin hiicreler, Ca®" goriintiilemenin baslamasindan 6nce 15 dakika

boyunca istenen bilesik konsantrasyonu ile inkiibe edilmistir.

Floresan goriintiiler, QImaging QIClick dijital CCD kamera ile monte edilmis Nikon
Eclipse Ti-S Mikroskop ve 10X (NA 0.25) hava hedefi kullanilarak kayit edildi.
Uyarma, hem 355 nm hem de 380 nm dalga boylu LED'ler arasinda degisen bir Cift
OptoLED Gii¢ Kaynagi (Cairn, Ingiltere) tarafindan saglandi. Fura-2 sinyalinin
emisyon floresanst 510 nm'de (470 nm — 550 nm) toplandi. MetaFluor® (Molecular
Devices, ABD) floresan oran1 goriintiileme yazilimi ile her 5 saniyede bir 12 bitlik
goriintiiler elde edildi. Her bir zaman noktasindaki floresan, hem 355 nm hem de 380
nm dalga boylar1 i¢in elde edildi, oto-floresans i¢in diizeltildi ve 355 nm/380 nm

oranlar1 hesaplandi.
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3.7 Doku Protein Diizeyi Analizi

Her bir gruptan alinan kalp dokulari sivi nitrojen kullanilarak ezilip doku
homojenatlar1 calisma i¢in hazir hale getirildi. Hazirlanan homojenatlar igerigi
(mM): 150 NaCl; 20 Tris HCI; 2 EDTA; 2 KCI; 1 Sodyum Orthovande; 20 NaF; 0,5
DDT; 1 EGTA, 100 Proteaz inhibitorii; 0,4 PMSF) olan homojenizasyon tamponuna
konuldu. Sonrasinda ince bicakli homojenizator kullanilarak dokular pargalandi.
Homojen hale getirilen 6rnekler 10,000xg’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatantlar
toplandi. Bradford yontemi kullanilarak tiim gruplara ait protein miktarlar1 belirlendi.
Sonrasinda her bir grup i¢in Stim1, Stim2, Orail, Orai2 ve Orai3 protein ekspresyon

seviyeleri western blotting teknigi kullanilarak belirlenmistir.

Oncelikle ekspresyon seviyeleri 6lciilecek proteinler i¢in %8 veya %10 jel hazirlandi
ve protein miktarlarina gore proteinler jel kuyucuklarna esit miktarlarda (40pg/ml)
yiiklendi. Proteinleri agirliklarina gore birbirinden ayirma islemi, igerigi 6,06gr Tris,
28,83gr glycine ve 2gr SDS olan soliisyon iginde elektroforez cihazi (Hoefer, USA)
vasitasiyla tretilen elektrik alan ile yapildi. Agirliklarina gore birbirinden ayrilan
proteinler transfer sistemi (Trans-Blot Turbo BioRad) kullanilarak 25 V 1,2 mA 12
dakika poliviniliden difloriir (PVDF) membrana transfer edildi. Membran bloklama
islemi i¢in %3 olarak hazirlanan siit tozu soliisyonuyla 2 saat boyunca inkiibe edildi.
Bu siirenin sonunda membran tampon soliisyonu ile 5 dk inkiibe edilerek siit tozu
uzaklastirilmistir. Primer antikor oranlar1 Stim1 1:1000 (BioLegend 621701), Stim2
1:500 (Thermo Fisher, PA5-17146), Orail 1:250 (Thermo Fisher, MAb-15776),
Orai2 1:500 (Thermo Fisher, PA5-20369), Orai3 1:250 (Thermo Fisher, MA5-
15778) olacak sekilde yine %3’liik bovine albiimin serum (BSA) soliisyonu igerisine
alinarak tim gece boyunca membranlar yikanmistir. Ertesi giin primer antikorlar
uzaklastirma islemi i¢in tampon soliisyonuyla membranlar 20 dk siiresince inkiibe
edilmigtir. Daha sonra %?3’lik BSA sollisyonu i¢inde goat anti-mouse 19G
(SantaCruz, sc2031) ya da goat anti-rabbit 1gG (SantaCruz, sc2004) primer
antikorlariyla eslesebilecek Horseradish peroksidaz sekonder antikor kullanildi.
Membran, sekonder antikoruyla 1saat siireyle yikandi. Ardindan membranlar 20 dk
siire ile tampon soliisyonu ile inkiibe edildi. Bantlar, iiretici firma talimatlarina gore,
ECL saptama reaktifi kullanilarak tespit edildi. Son olarak membranlar filme alinarak

gruplarin protein ekspresyon seviyeleri hedef protein ile eslenen GAPDH veya (-
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Tiibiilin oranlanmasiyla belirlendi. Elde edilen tim sonuglarin analiz islemlerinde

Image J programi kullanildi.

3.8 istatiksel Analiz

Tim deney sonuglart GraphPad Prism 5.0 programi kullanilarak ortalama + SEM
olarak verilmistir. Tim parametreler ANOVA testi kullanilarak karsilagtirilmistir.
ANOVA testi sonrasinda gruplar arasi farki belirlemek amaciyla Dunnett testi

kullanilmistir. Istatiksel anlamlilik test degeri olarak 0.05 degeri secilmistir.

3.9 Kullanilan Kimyasallar

KCI, NaCl, 2-APB, MgS04, CaClz, Glikoz, CsCl, MgC1,, MgATP, EGTA, HEPES,
Na;HPO4, KH2PO4, Caffeine ve SKF96365 Sigma (SIGMA-ALDRICH Chemie
GmbH, Taufkirchen, Germany)’dan satin alinmistir. Thapsigargin Thermo Fisher
firmasindan satin alinmistir. Collagenase A Roche firmasindan (Roche Diagnostics

GmbH, Manheim, Germany) satin alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hayvanlarin Genel Durumlari

Deneyler yaklasik olarak 12-15 haftalik ve agirliklar1 250-350 g olan yetiskin erkek
siganlar kullanilmistir. Tablo 4.1°de gorildigi gibi viicut agirlik degerleri ve kan
glikoz diizeyleri tiim deney gruplarindaki si¢anlar i¢in baslangi¢ta ayni seviyede
seyrederken diyabet gruplarinda ilk hafta sonunda kilo alimlarinda bir duraksama
veya azalma oldugu goriilmiistiir. Kan glikoz degerleri kiyaslandiginda ise STZ
enjeksiyonu sonrast ilk hafta olglimii igcin DM ve DM+Los grubunda kontrol
gruplarina gore yaklasik olarak 4 katlik bir artis goriilmiistiir. 4 hafta sonundaki
degerleri kiyaslandiginda ise DM ve DM+Los gruplarindaki hayvanlarda K
degerlerine gore anlamli derecede kilo kaybi goriiliirken, kan glikoz degeri yoniinden

K gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede artis goriilmistiir.

K ve K+Los gruplarindaki si¢anlarda ise 4 hafta boyunca kan sekerleri degerleri sabit

kalirken viicut agirliklarinda diizenli kilo artis1 goriilmiistiir.

Tablo 4.1. Deney gruplarimin genel parametreleri

Viicut Agirhg (g) Kan Sekeri (mg/dl)
Baslangic Son Baslangic Son
K (n=11) 360,3+2,7  386,7+2,1 98,5+2,4 112,7+4,2
DM (n=14) 359,5443  306,843,32° 102,2+7,5  587,4+7,9
DM + Los (n=10) 330,9+2,4  301,3+4,7° 95,4+6,3 595,9+9,8"
K + Los (n=8) 3343+1,8  392,3843,6 110,4+4,7 115,2+3,8

Deney baslangic ve sonu hayvanlarin 6lgiilen agirlik (g) ve kan sekeri diizeyleri (mg/dl) olarak
verilmigtir. Degerler ortalama+SEM olarak verilmistir. n= hayvan sayisi; *p<0,05. (K: Kontrol, DM:
Diabetes Mellitus, DM+Los: Diabetes Mellitus + Losartan, K+Los: Kontrol + Losartan).

Ayrica deney hayvanlarina losartan uygulanmasinin kalp agirhigi ve kalp
agirhgy/viicut agirhigt parametrelerine etkileri de arastinlmistir.  Sekil 4.1°de
goriildiigi gibi losartan uygulanmasinin kalbin morfolojik 6zelliklerine bir etkisinin

olmadig1r anlasilmaktadir. Diyabetin neden oldugu asir1 kilo kaybi nedeniyle,
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diyabetik hayvanlarin Kalp Agirhigi/Viicut Agirligi degerlerinde istatiksel olarak

anlamli bir artis goriilmiistiir (Sekil 4.1).

*
o]

Kalp Agirhigi/Viicut
Agihig1 (mg/g)

C T 1 - T
K DM DM+Los K+Los

Sekil 4.1. Deney hayvanlarmin Kalp agiligi/viicut agirligi degisimleri. (K: Kontrol (n=8), DM:
Diabetes Mellitus (n=14), DM+Los: Diabetes Mellitus + Losartan (n=10), K+Los: Kontrol + Losartan
n=8). *; p < 0,05

4.2 RBL-1 hiicrelerinde SOC Akimlari

1981'deki kesfedilmelerinden bu yana, RBL-1 hiicreleri, mast hiicresi (MH) modeli
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Kiiltiire ortamda kolaylikla yetistirilme
yetenekleri ve genetik olarak manipiile edilebilmeleri, 6zellikle genetik taramaya
dayanan molekiiler ¢aligsmalar igin birincil MH'lere gore avantajlar saglamistir. Tim
bu 6zelliklerinin yan1 sira RBL hiicreleri SOC kanallar1 yoniinden olduk¢a zengin bir
yapiya sahiptir ve bu ylizden kalp hiicrelerinde SOC akimlar1 ¢alisilmadan once
Icrac Olgiimleri i¢cin 6nce RBL-1 hiicrelerinin kullanilmas1 uygun goriilmiistiir.
Literatiir bilgileri incelendiginde kardiyomiyositlerde bu kanallarin varliginin halen
tartisma konusu oldugu goriilecektir. Bu anlamda RBL-1 hiicrelerinde Olgiilecek
Icrac akimlart kardiyomiyositlerde olclilemese bile bu durumun laboratuvar
kosullarindan olmadiginin bir gdstergesi olacaktir. Sekil 4.2°de RBL-1 hiicrelerinden
elde edilen Icrac akimlarinin zamana gore degisim grafigi goriilmektedir. SOC kanal
blokdrii olarak siklikla kullanilan PYRG6 inhibitorii elde edilen akimlarin bu kanallara
ait oldugunu gostermek i¢in kullanilmistir. Elde edilen akim yogunluklari
kiyaslandiginda (K: -2,33 pA/pF, PYR6: -1,12 pA/pF, p<0,001), PYRG6

uygulamasinin akim degerlerini ~%350 derecesinde inhibe ettigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.2. RBL-1 hiicrelerinden elde edilen Icrac akimlart. RBL-1 hiicreleri 20 dakika boyunca PYR6
(2uM) ile 6n isleme tabi tutuldu. Bar grafigi (ortalama + S.E.M), -80 mV degerindeki akim
yogunluklarin1 géstermektedir. Gruplar arasindaki istatistiksel karsilagtirma student t-test uygulanarak
gerceklestirilmistir (***p<0,001).

RBL-1 hiicrelerde Icrac akimlar elde edildikten sonra kardiyomiyositlerde yapilmasi
planlanan deney c¢alismalari RBL-1 hiicreleri tizerinde de c¢alisilmigtir. Hiicre
kiiltiirlerinde diyabetik durumu saglamak igin hiicreler yiiksek glikoz (50 mM)
degerine sahip DMEM soliisyonu kullanilarak ¢ogaltilmaktadir. Bu yiiksek glikoz
ortaminda kiiltiire hiicreler 72 saat bekletilip daha sonra deneye alinmistir. RBL-1
hiicreleri 0 mV dinlenim degerinde tutulup -80 mV potansiyel degerine step
protokolii uygulanarak Icrac akimlari 6l¢iilmiistiir. Bu sekilde tiim gruplar icin elde
edilen ornek akim kayitlar1 Sekil 4.3’te gosterilmistir. Sekilden de anlasilacag: gibi
depo bosalmasina bagli olarak gecen siire ile birlikte maksimum bir degere ulasana

kadar ol¢iilen Icrac akimlari da artmaktadir.
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Sekil 4.3. RBL-1 hiicrelerine ait Icrac akimlarin1 gosteren ornek kayitlar. A) Kontrol, B) Yiiksek
Glikoz, C) Yiiksek Glikoz + Losartan ve D) Kontrol + Losartan

Sekil 4.3’te gosterilen akim kayitlari kullanilarak zamana bagli gelisen Icrac
akimlarinin -80 mV’daki degerleri ilgili hiicrenin sigasmna oranlanarak akim
yogunlugunun zaman goére degisim grafikleri olarak Sekil 4.4’deki gibi elde
edilmistir.
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Sekil 4.4. RBL-1 hiicreleri Icrac akimlarinin zamana gore degisim grafikleri. A) Tim gruplar igin
elde edilen akim kayitlarinin -80 mV degerlerinin zamana goére degisim grafikleri. B) Bar grafigi
(ortalama +S.E.M) her bir durum igin elde edilen -80 mV degerindeki akim yogunluklarinin tepe
degerlerini gostermektedir. Tiim durumlar arasindaki istatistiksel kargilastirma one way ANOVA
(Dunnett test) ile hesaplanmigtir (***; P<0,01). (K; Kontrol, YG;Yiiksek Glikoz + Losartan, YG+
Los; Yiiksek Glikoz + Losartan, K+Los; Kontrol + Losartan). . Her bir deger (ortalama + SEM) 3-5
ayr1 deneylerden ve her bir grup i¢in toplam 10-15 hiicreden elde edilmistir.

Sekil 4.4°de goriildiigli gibi yiiksek glikoz (50 mM) ortaminda ¢ogaltilan RBL-1
hiicrelerinde Olciilen Icrac akim yogunluklarinin kontrol degerlerine gére anlaml
derecede arttig1 anlasilmaktadir (K: -2,024 pA/pF, YG: -3,194 pA/pF, p<0,001). YG
grubunda goriilen bu artisin YG + Los uygulanan grupta kontrol degerine dondiigii
goriilmektedir. Ayrica K ve K + Los gruplar1 arasinda Icrac akimlari yoniinden

anlamli herhangi bir farklilik goriilmemistir.

4.3. RBL-1 ve HIC2 Hiicrelerinden Elde edilen Ca?* Sinyal Bulgular:

Depo bagimli Ca?* giris mekanizmalarinin en ¢ok calisildig1 hiicre tiirii olan RBL-1

hiicre modeli diyabetik etkinin bu kanallardaki etkisinin aragtirilmasi ig¢in
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kullanilmistir. Ayrica literatlir bilgileri géz Oniine alindiginda bazi caligmalarda
SOCE mekanizmasinin neonatal donemde goriildiigii ve ilerleyen donemde bu
kanallarin etkinliginin ortadan kalktigin1 gosteren bir ¢ok calisma olmasi nedeniyle
HIC2 embriyonik kardiyomiyositler de Ca?* sinyal olgiimlerinde deneylere dahil
edilmistir. H9C2 hiicre hatt1 yetiskin kardiyomiyositlerle fonksiyonel yonden
oldukca benzer Ozellikler gostermektedir. Bu anlamda embriyonik ve yetiskin
kardiyak hiicrelerde SOCE akimlarinin karsilastirilmasi1 6nemli bilgiler saglayacaktir.
Ca?* sinyal olgiimleri igin Fura-2 tabanli Ca?* goriintileme islemi
gerceklestirilmistir. SERCA inhibitorii olarak kullanilan Tg pasif olarak ER/SR
depolarinin bosalmasina neden oldugu i¢in, Tg varhginda 0 Ca?* ortaminda bir siire
inkiibe edilen hiicreler daha sonra 2 mM Ca?" ortammna almarak SOCE &l¢iimleri
gerceklestirilmektedir. RBL-1 ve H9C2 hiicrelerinde diyabetik kosulun
saglanabilmesi icin hiicreler 72-saat siire ile yiiksek glikoz ortaminda birakilmistir.

Bu siirecin sonunda her bir grup i¢in ilgili deneyler gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.5. A) RBL-1 hiicrelerine 2 uM (Tg) eklenerek tetiklenen Ca? * sinyallerini (Fura-2 floresan
orani) temsil eden her bir grup i¢in 6rnek kayitlar. B) Tg ile tetiklenen SOCE tepe degerlerini gosteren
histogram grafigi. Tiim durumlar arasindaki istatistiksel karsilagtirma one way ANOVA (Dunnett test)
ile hesaplanmistir (**; P<0,05, ***; p<0,001). (K; Kontrol, YG; Yiiksek glikoz, YG + Los; Yiksek
Glikoz + Losartan ve K + Los ise Kontrol + Losartan). Her bir deger (ortalama £ SEM) 3-5 ayri
deneylerden ve her bir grup igin toplam 60-80 hiicreden elde edilmistir.

Sekil 4.5°de ise HIC2 hiicrelerine 2 pM Tg ile tetiklenen Ca?* sinyallerini (Fura-2

floresan orani ile gdsterilen) temsil eden kayitlar gdsterilmistir.
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Sekil 4.6. A) HIC2 hiicrelerine 2uM Tg eklenerek tetiklenen Ca?* sinyallerini (Fura-2 floresan orani)
temsil eden her bir grup i¢in 6rnek kayitlar. B) SOC kanallardan kaynakli akimlarin tepe degerlerini
gosteren histogram grafigi. Tiim durumlar arasindaki istatistiksel karsilagtirma one way ANOVA
(Dunnett test) ile hesaplanmistir (***; p<0,001). (K; Kontrol, YG; Yiiksek glikoz, YG + Los; Yiiksek
Glikoz + Losartan ve K + Los ise Kontrol + Losartan). Her bir deger (ortalama £ SEM) 3-5 ayri
deneylerden ve her bir grup igin toplam 10-15 hiicreden elde edilmistir.

Sekil 4.5 ve Sekil 4.6 grafikleri incelendiginde hem RBL hem de H9C2 Kkiiltiire
hiicrelerinin ytiksek glikoz ortaminda SOCE tepe degerlerinin kontrole gére anlamli
derece arttig1 goriilmektedir. H9C2 hiicrelerindeki bu artisin losartan inkiibasyonu
sonucu YG + Los grubunda kontrol degerine yaklastigi goriilmektedir. K ve K + Los
gruplar1 arasinda ise anlamli bir fark goriilmemektedir. RBL hiicrelerinde ise H9C2
embriyonik kardiyomiyosit hiicre hattinda oldugu gibi losartan ile inkiibe edilmesi
YG + Los grubu SOCE tepe degerlerinin kontrol degerinin dondiirdiigii
goriilmektedir. K ve K + Los gruplar arasinda anlamli bir fark goriillmemistir. H9C2
embriyonik kardiyomiyositlerde pozitif kontrol deneyleri BTP2 uygulanarak
gerceklestirilmistir. HOC2 hiicreler deneye alinmadan dnce yaklasik 20 dk BTP2 (10
uM) ile inkiibe edilmistir.
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Sekil 4.7. A) HOC2 hiicrelerine 2 uM Tg eklenerek tetiklenen Ca?* sinyallerini (Fura-2 floresan oran1)
temsil eden her bir grup i¢in 6rnek kayitlar. B) Kontrol ve BTP2 (10 uM) uygulanan hiicrelerde SOC
kanallardan kaynakli akimlarin tepe degerlerini gosteren histogram grafigi. Gruplar arasindaki
istatistiksel kargilagtirma student t-test ile hesaplanmistir. Her bir deger (ortalama + SEM) 3-5 ayri
deneylerden ve her bir grup igin toplam 10-15 hiicreden elde edilmistir.

Sekil 4.7°de gorildiigii gibi SOCE blokori olarak siklikla kullanilan BTP2’nin H9C2
embriyonik kardiyomiyositlerde SOCE aktivitesi lizerine bir etkisinin olmadigi

anlasilmaktadir.

4.4, Deneysel Diyabetin Kardiyak Hiicrelerde Depo Bagimh Ca?* Kanal (SOC)
Akimlarma Etkisi

Kardiyak uyarilma-kasilma ¢iftlenimi, siki bir sekilde diizenlenmis Ca?' akilari
vasitastyla gerceklesir. Sitozole Ca®* girisi, VDCC araciligiyla ve SR'den RyR’den
salinimi yoluyla gergeklesir. Bu siireci takiben milisaniyeler icerisinde sitozoldeki
Ca%*, SR iizerinde bulunan SERCA tarafindan geri almmasi ve PM'da bulunan
Na*/Ca®" degis-tokuscu (NCX) aktivitesi ile ortamdan hizl1 bir sekilde uzaklastirlir.
Bu korunakli sisteme SOC kanallarinin katkist halen tartismali olsa da son
zamanlarda yapilan calismalar bu kanallarin  hiicre i¢i Ca?" homeostazinin
saglanmasinda olduk¢a onemli bir yer teskil ettigi gostermektedir. Ozellikle bu
kanallarin SR Ca?" icerigine bagli olarak ¢alisiyor olmasi ve SR Ca?" dolulugunun
kalp kasmin daha etkin kasilmasinda rol aldig1 g6z oniine alindiginda bu kanallarin
hem fizyolojik hem de patofizyolojik durumlardaki etkinliginin detayl bir sekilde
arastirilmast  gerekliligi ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenle, SOC kanallarinin
kardiyomiyositlerde nasil bir rol aldigr ve diyabetik kardiyomiyopati durumunda
nasil bir degisim gosterdigini degerlendirmek i¢in deney siirecinden belirlenen her

bir grup i¢in Icrac akim Olgiimleri gergeklestirilmistir. SOC kanal akimlar1 voltaj
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kenetleme teknigi kullamlarak Slciilmiistiir. Olgiimlerden elde edilen akim degerleri

hiicre sigasina oranlanarak akim yogunlugunun potansiyele gore degisim grafigi (I-

V) olarak Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Kardiyomiyositlerden elde edilen Icrac akimlarinin potansiyele gore degisim grafikleri. A)
Kontrol, B) Diabetes Mellitus, C) Diabetes Mellitus + Losartan ve D) Kontrol + Losartan gruplari i¢in
elde edilen akim-voltaj grafikleri. Her bir grup i¢in grafikler Thapsigargin o6ncesi (-Tg), Tg
uygulamas: sonrasi (+Tg) ve SOCE inhibitorii olarak SKF-96365 uygulamasi sonrasi (+Tg+SKF)

olacak sekilde gosterilmistir.

Sekil 4.8’de Tg uygulamasi 6ncesi ve sonrast ve ayrica SKF96365 inhibitoriiniin

uygulanmasi neticesiyle elde edilen akim-voltaj grafikleri goriilmektedir. Bu

kayitlarda SOC kanallardan kaynaklanan akimlari géstermek i¢in Tg uygulanmadan

onceki akimlar, Tg uygulandiktan sonra elde edilen akimlardan ¢ikarilmistir. Sekil

4.9°da bu islem neticesinde elde edilen ve sadece SOC kanallarina ait olan akimlar

tiim gruplar i¢in ayr1 ayr1 gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Cikarilmis Icrac akimlarina ait I-V grafikleri. Deneyde kullanilan tiim gruplar i¢in (-Tg)
uygulanmadan 6nce elde edilen akimlar (+TQ) sonrasi akimlardan c¢ikarilarak elde edilmis Icrac
akimlarinin akim-voltaj (I-V) grafikleri. (K: Kontrol, DM: Diabetes Mellitusi DM+Los: Diabetes
Mellitus + Losartan, K+Los: Kontrol + Losartan).

Bilindigi iizere Icrac akimlar hiicre i¢i Ca?* depolarinin bosalmasina bagl olarak
aktif olmakta ve hiicre membraninda bulunan Orai kanallarmin iizerinden hiicre
icerisine Ca?* alinmasi ile sonuglanmaktadir. Bu siireg SR Ca?* depolarmin iizerinde
bulunan Stim proteinlerinin SR igeriginin azalmasi sonucu kiimelenmeler olusturarak
SR-hiicre membrani ile yakinlagtigi bolgelerine hareket etmekte ve Orai kanallarini
aktive etmektedir. Bu siire¢ dakikalar mertebesinde gergeklesen bir siire¢ olmasindan
dolay1r Icrac akimlarinin zamana gore degisimlerinin belirlenmesi bu akimlarin
karakteristiklerini agiklamada 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu nedenle tiim gruplardan
elde edilen akim kayitlarinda SOC kanallarina ait olan akimlarin zamana gore

degisim grafikleri Sekil 4.10°de gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Tiim gruplar i¢in si¢an sol ventrikiil hiicrelerinden elde edilen Icrac akimlarinin zamana
gore degisim grafikleri. A) -80mV dinlenim potansiyelinde olan hiicrelere 50mV ile -100mV arasinda
Is siireli ramp protokolii uygulanarak elde edilen kayitlardan -80mV’daki Icrac akimlarinin zamana
gore degisim grafigi. B) Bar grafigi (ortalama +S.E.M) tiim gruplarin akim yogunluklarmin tepe
degerlerini gostermektedir. Tiim durumlar arasindaki istatistiksel karsilagtirma one way ANOVA
(Dunnett test) ile hesaplanmustir (**; P<0,05). (K: Kontrol, DM: Diabetes Mellitusi DM+Los:
Diabetes Mellitus + Losartan, K+Los: Kontrol + Losartan). Her bir deger 5-10 ayr1 deneylerden ve her
bir grup icin toplam 10-15 hiicreden elde edilmistir.

Gruplardan elde edilen akim yogunluklarinin zamana gore degisimleri
incelendiginde, DM grubunda akim yogunlugunun Kontrol grubuna gdre anlamli
olarak azaldigi (-80 mV’ta K: -0,21 pA/pF; DM: -0,11 pA/pF, p<0,001), bu azalma
DM + Los grubunda ise kontrol degerlerine yaklastigi gézlemlenmistir (-80mV
mV’ta DM: 0,11 pA/pF; DM + Los: -0,177 pA/pF, p<0,001). Ayrica, K+Los grubu
ile kontrol grubu arasinda akim yogunlugu bakimindan anlamli bir fark olmadig:
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goriilmektedir (-80 mV’ta K: -0,21 pA/pF; K+Los: -0,18 pA/pF) (Sekil 4.7B). Ayrica
Sekil 4.10°daki grafiklerden goriildiigii gibi SOC kanal blokorii olarak kullanilan
SKF96365’in Tg uygulamasi sonrasi gelisen akimlar tizerinde herhangi bir etkisinin

olmadig1 anlasilmaktadir.

4.5. SOCE Proteinlerinin Ekspresyonlarinin Degerlendirilmesi

SOC kanallar1 bilindigi gibi hiicre icindeki Ca?* depolarinin bosalmasina bagli olarak
aktive olmakta ve bu siirecte Stim ve Orai proteinleri gorev almaktadir. Stim
proteinleri Stiml ve Stim2 olmak ftizere iki tane ve Oria kanallar1 Orail-3 olmak
lizere 3 tane iiyesi vardir. Literatiir bilgileri incelendiginde bu proteinlerin kalpteki
ekspresyonlar1 halen biiyiik bir tartisma konusudur. Bu anlamda bu proteinlerin
kalpteki ekspresyon durumlarin1 belirlemek ve patofizyolojik durumlardaki
degisikliklerini anlayabilmek i¢in western blot yontemi ile Stiml-2 ve Orail-3

proteinlerinin ekspresyon seviyeleri ¢aligilmistir.
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Sekil 4.11. Tiim deney gruplart i¢in SOC kanal proteinlerinin western blot goriintii 6rnekleri ve
protein ekspresyon analizleri. A) Stim1 (85 kDa), B) Stim2 (100 kDa), C) Orail (51 kDa), D) Orai2
(30 kDa) ve E) Orai3 (70 kDa) protein ekspresyon miktarlari. Her protein ekspresyonu GAPDH veya
B-Tubilin ile normalize edilmistir. Degerler ortalama +S.E.M olarak verildi. Tiim durumlar arasindaki
istatistiksel karsilastirma one way ANOVA (Dunnett test) ile hesaplanmistir (*; p<0,05, **;p<0,01).
(K; Kontrol, DM; Diabetes Mellitus, DM + Los; Diabetes Mellitus + Losartan ve K + Los: Kontrol +
Losartan).Tim gruplar i¢in n=4 veya n=8.
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Sekil 4.11°da gortldigii gibi Stim1, Stim2 ve Orai2 proteinlerinin ekspresyon
seviyelerinde tiim gruplar arasinda anlamli bir fark goriinmemektedir. Diger yandan
deney gruplar1 aras1 Orail ekspresyon dagilimlarina bakildiginda diyabet gruplarinda
bu proteinlerin ekspresyonlarinin anlamli derecede arttigi goriilmektedir (K:0,82,
DM:1,46, p<0,05). DM+Los grubunda ise bu artisin daha da belirgin oldugu
anlasilmaktadir (DM: 0,82, DM+Los: 1,46, p<0,05). Ayrica K ve K+Los gruplari
arasinda Orail protein ekspresyonlar1 agisindan anlamli bir fark gériinmemektedir.
Son olarak tiim gruplar i¢inde Orai3 protein ekspresyon seviyeleri incelendiginde
DM grubunda Orai3 protein ekspresyon seviyelerinin anlamli olgiide arttigi (K:
0,202, DM: 0,391, p<0,05), DM grubunda ise bu artisin degismedigi gorilmistiir
(DM: 0,391, DM+Los: 0,51). K ve K+Los gruplari incelendiginde ise Orai3 protein
ekspresyon seviyeleri agisinda gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (K:

0,202, K+Los: 0,290).
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5. TARTISMA

Ca?* salinim ile aktive olan Ca?* girisi (CRAC) (Hoth ve Penner, 1992, 1993) veya
kapasitif kalsiyum girisi (CCE) (Putney ve McKay, 1999) olarak bilinen SOCE, hem
uyarilabilir hem de uyarilamayan hiicrelerde énemli bir Ca®" giris mekanizmasidir.
Bu Ca?" girisine, ER/SR Ca?" depolarmin bosalmasi ile aktive olan depo bagimli
Ca?* kanal1 (SOC) aracilik eder (Parekh ve Putney, 2005). Bu nedenle, ya GQCR ya
da reseptor tirozin kinazlari aktive edebilen dolasimdaki ya da lokal olarak iiretilen
hormonlar, PLC/IP3 yolaginin aktivasyonu ile SOC kanallar1 agilmasini tetikleyebilir
(Jardin ve ark., 2011).

SOCE vyaklasik olarak 30 yil o6nce kesfedilmis olmasina ragmen, molekiiler
oyuncular1 yakin zamana kadar kesin olarak tanimlanmamisti. Yiiksek verimli RNAi
taramasiyla, iki protein ailesi, STIM ve Orai, SOCE'nin gerekli bilesenleri olarak
tamimlanmustir (Liou ve ark., 2005; Roos ve ark., 2005; Feske ve ark., 2006; Vig ve
ark., 2006). ER/SR Ca®* miktarinin  azalmasina bagli olarak STIMZI1’ler
kiimelenmeler olusturarak ER-plazma membran yakinlastigi bolgelerine hareket
ederler ve fiziksel olarak birlestigi Orail kanallarimi aktive ederek sitozole Ca?*
girisine neden olurlar (Deng ve ark., 2009; Wang ve ark., 2010). STIM1 ve Orail'e
ek olarak, STIM2, Orai2 ve Orai3 de farkli fonksiyonel 6zelliklere sahip olmakla
birlikte SOC olusturabilir veya diizenleyebilir (Soboloff ve ark., 2006b; DeHaven ve
ark., 2007; Lis ve ark., 2007; Motiani ve ark., 2010). Orai/STIM ailesi tarafindan
olusturulan SOCE yolu, farkli sinyal ve diizenleyici 6zelliklere sahip SOC iireten
Orail (Oraila ve OrailB) ve STIM1 (STIM1L)'in yeni varyantlarinin yakin zamanda
tanimlanmasiyla daha karmasik hale gelmistir (Darbellay ve ark., 2011; Fukushima
ve ark., 2012; Luo ve ark., 2012; Desai ve ark., 2015). Ayrica, Orail ve STIM1'in
yani sira SOC'nin molekiiler bilesenleri olarak ongoriilen kanonik gegici reseptor
potansiyel (TRPC) proteinlerinin birka¢ izoformu da STIM1 ve/veya Orail ile
etkilesime girerek SOCE'ye katkida bulunabilmektedir (Worley ve ark., 2007; Yuan
ve ark., 2007; Kim, Hong, ve ark., 2009; Kim, Zeng, ve ark., 2009; Liao ve ark.,
2009; Ong ve ark., 2013). Dolayisiyla, SOCE elemanlarinin ve bunlarin etkilesim
mekanizmasinin  hiicre tlirtine bagli olarak degistigi diisiiniilmektedir. Ayrica
Stim1L/Orail kaynakli akimlarin sadece myoblast hiicrelerde gosterilmesiyle birlikte

SOC akimlarinin hiicre tiiriine gore degisiklik gosterebilecegi diisiiniilmektedir.
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RBL-1 hiicreleri SOC kanallarinin ekspresyonlarini yoniinden oldukca zengin
olmalar, kiiltiire ortamda kolaylikla ¢ogaltilabilmeleri ve Icrac akim ol¢iimlerinde
cokea calisilmis olmalarindan dolay1 ¢alismamiza SOC kanallarindan kaynaklanan
akimlarin karakteristiklerini gostermek i¢in dahil edilmistir. Ayrica bu hiicrelerin
SOCE mekanizmasinin gosterildigi ilk hiicrelerden olmalarindan dolay1 ¢alismamiz
icin referans hiicreler olarak belirlenmistir. Sekil 4.2°den goriildiigii gibi SOCE,
hiicre i¢i Ca?* depolarinin bosalmasina bagli olarak zamanla gelisen ve bir
maksimum seviyesine ulastiktan sonra devamliligini koruyan bir akim tiiriidiir. RBL-
1 lizerine elde edilen sonuglar literatiir bilgileri ile uyum igerisindedir. Yine RBL-1
hiicre modeli, kardiyomiyositler iizerine planladigimiz ¢alisma metoduna paralel
olarak yiiksek glikoz ortaminda SOCE davranigini gérmek adina ¢aligmamiza dahil
edilmistir. ~ Sekil 4.4 ve Sekil 4.5°den goriildiigii gibi Fura-2 tabanli Ca?'
goriintiileme ve Icrac Olglimleri ile RBL-1 hiicrelerinde SOCE aktivitesi yiiksek
glikoz ortaminda anlamli derecede artis goOstermistir. Ayrica, Losartan
inkiibasyonunun bu artis1 kontrol diizeyine dondiirdiigii goriilmektedir. Mast
hiicrelerde SOCE etkinliginin hiperglisemi ile artiginin gosterilmesi bu bulgularla
uyum igeresindedir (Hong-Tao ve Beaven, 2010). RBL hiicreleri mast hiicrelere

fonksiyonel agidan benzerlikleri nedeniyle siklikla kullanilan hiicre hatlaridir.

SOCE baslangigta sadece uyarilamayan hiicrelerde bulundugu diisiiniilse de daha
sonra yapilan caligmalarda bu Ca?" giris mekanizmasimin néronlarda, kardiyak
miyositlerde, iskelet kasinda ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde de bulundugu ortaya
konmustur (Uehara ve ark., 2002; Parekh ve Putney, 2005; Targos ve ark., 2005;
Darbellay ve ark., 2011; Pan ve ark., 2014). SOCE'nin g¢esitli dokularda ve organ
sistemlerinde cesitli hiicresel fonksiyonlar1 diizenleyen bir Ca®" sinyal yolu oldugu
artik yaygin bir sekilde kabul edilmektedir (Feske, 2007; Abdullaev ve ark., 2008;
Lyfenko ve Dirksen, 2008; Darbellay ve ark., 2009; Bisaillon ve ark., 2010). Bu
nedenle, SOC disfonksiyonunun immiin yetmezlik, miyopati ve vaskiiler hastaliklar
gibi bir dizi bozukluga yol agmasi sasirtict degildir (Feske, 2007; Zhao ve ark., 2008;
Feske, 2009; Picard ve ark., 2009; Duke ve ark., 2010; Feske ve ark., 2010; Voelkers
ve ark., 2010). Son zamanlarda elde edilen kanitlar ile birlikte birgok diyabete bagl
komplikasyonun nedenleri arasinda SOCE ve SOCE sinyal yolaklarindaki
degisimlerin de oldugu anlasilmistir (Chung ve ark., 2009; Ding ve Triggle, 2010;
Chaudhari, Wu, ve ark., 2014; Daskoulidou ve ark., 2015).
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Diyabetik kardiyomiyopati, genellikle apoptotik hiicre 6liimii, genislemesi ve kalp
yetmezliginin bir sonucu olarak kalp kiitlesi kaybi ile sonuglanir (Frustaci ve ark.,
2000). Sekil 4.1 ve Tablo 4.1’den goriildigii gibi diyabet gruplarindaki siganlarin
kalp kiitlelerindeki azalma neticesinde kalp agirligi/viicut agirligi oranlarinin artis1 ve
ayrica kan glikoz degerlerinin kontrol degerlere gore yaklasik 4-kat yiiksek olmasi

karakteristik diyabet 6zelligini sagladigini ortaya koymaktadir.

Kardiyomiyositlerde, SOCE'in hipertrofik sinyal yollarmin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Voelkers ve ark., 2010; Hulot ve ark., 2011).
Kardiyomiyositlerde artan miktarda STIM1 proteinin SOCE'yi giiglendirerek
patolojik kardiyak hipertrofiye katkida bulundugu gosterilmistir (Luo ve ark., 2012).
Bununla birlikte, SOCE'nin diyabet kaynakli kardiyak patojilerdeki rolii tizerine

calismalar oldukca azdir.

Calismamizda YG ortaminda Tg ile indiiklenen SOCE aktivitesini 6lgmek i¢in hiicre
ici Ca?" sinyal goriintiileme islemi gerceklestirilmistir. Embriyonik kardiyomiyosit
hiicre hatt1 olan H9C2, fonksiyonel agidan yetiskin kardiyomiyositlerle oldukga
benzer oOzellikler gostermektedir. Ayrica kolaylikla g¢ogaltilabilmeleri yoniinden
oldukg¢a biiyiikk avantaj saglamaktadirlar. Bu anlamda embriyonik H9C2
kardiyomiyositler ile yetiskin kardiyak hiicreler arasindaki SOCE yoniinden
farkliliklar1 gorebilmek igin kullanilmistir. Ca?* sinyal dl¢iimleri i¢in Fura-2 tabanlh
Ca?" goriintiileme islemi gerceklestirilmistir. Sekil 4.6’dan goriildiigii gibi yiiksek
glikoz ortaminin H9C2 kardiyomiyositlerde SOCE sinyallerinin anlamli derecede
artirdigi anlagilmaktadir. Ayrica yiiksek glikoz ortaminda losartan inkiibasyonunun
bu artis1 engelledigi goriilmektedir. H9C2 hiicre hatlart  tipki  yetiskin
kardiyomiyositler gibi AT1 reseptorlerini eksprese etmektedir (Gerena ve ark.,
2017). Hiperglisemi ile artis gosteren reseptor yogunlugu ve Angll molekiilii
etkinliginin ARB (losartan) ile baskilanmasi neticesinde artis gosteren bu akimlar da
baskilanacagi beklenir.  Literatiir bilgileri incelendiginde H9C2 hiicre hatti

kullanilarak SOCE o6l¢limlerinin daha dnce yapilmadigi goriilmektedir.

Kiiltiire edilen neonatal si¢an ventrikiiler miyositleri {izerinde yapilan bir ¢alismada
kisa stireli hipergliseminin (20 saat, 30 mM) Ang Il veya Tg ile indiikklenen SOCE'i
onemli Olgiide azalttigini gostermislerdir (Pang ve ark., 2002). Bu sonucun bizim

calismamizda sican sol ventrikiil hiicrelerinden elde ettigimiz sonuglar ile tutarh

41



oldugu goriilmektedir. Sekil 4.8 goriildiigii gibi STZ ile gergeklestirilen deneysel
diyabet modeli sonucunda kardiyak miyositlerden 6lciilen Icrac akimlarinin kontrol
degerlerine gore onemli Olglide azaldigr goriilmektedir. Bu ¢alismada elde edilen
H9C2 embriyonik kardiyomiyosit hiicre hatt1 ve yetiskin kardiyomiyosit hiicreler
arasinda SOCE farklilig1 gelisim siireci igeresinde SOC bilesenlerindeki (Stim/Orai
ekspresyon) farklilagmadan ve etkinligindeki azalmadan ayrica diyabetin in vivo ve
in vitro olarak indiiklenmesinin biiyiik farkliliklar olusturmus olmasindan

kaynaklaniyor olabilir.

Bu sonuglarin yaninda diyabetin sigan sol ventrikiil hiicrelerinde SOC kanal
akimlarini arttirdigini gésteren ¢alismalar da mevcuttur. (Wang ve ark., 2017), STZ
ile indiiklenen diyabet modelinde 6l¢iilen Icrac akimlarmin kontrol degerine gore
onemli derecede arttigini gostermislerdir. Calismalarinda bu artisin  Stim/Orai

proteinlerinin ekspresyonlarindaki artistan kaynakli olabilecegini ileri stirmiislerdir.

Yine Sekil 4.8’deki grafikler incelendiginde SOC kanal blokorii olarak uygulanan
SKF96365 (veya 2-APB, grafiklerde verilmemistir)’nin kanal akimlarini inhibe
etmedigi goriilmektedir. Benzer sekilde H9C2 embriyonik kardiyomiyositlerde de
ayni durum goriilmiistiir. SOCE aktivitesi goézlenen H9C2 hiicreler, 20 dKk siireyle
BTP2 (Icrac blokorii, 10 uM) ile inkiibe edilmis ve BTP2’nin SOCE iizerinde bir
etkisinin olmadig1 anlasilmigtir (Sekil 4.7). Zhao ve ark. sigan ventrikiil hiicrelerinde
yaptiklar ¢alismada SOCE inhibitorii olarak BTP2 ve La** kullanmislar ancak bizim
calismamizda oldugu gibi akimlar iizerinde bir etkisinin olmadigin1 gostermislerdir.
Ayrica western blot c¢alismalar1 ile Orail kanalimin sol ventrikiil hiicrelerinde
ekspresyonunun bulunmadigi sonuglarina dayanarak bu blokorlerin Icrac akimlari
lizerine etkisinin olamayacagint diislinmiislerdir. Bu yilizden Stim/Orai yolagi
tizerinden gerceklesen siirecin kalpte tamamen farkli 6zellikte oldugunu ve Stiml
proteinin SR Ca?* depolarmin daha verimli doldurulmasinda ve daha etkin kasilma
gerceklesmesinde rolii olabilecegi seklinde tartismiglardir (Zhao ve ark., 2015).
Ancak c¢alismamiz ve ayrica literatiir bilgileri goz Oniline alindiginda Orai
proteinlerinin 3 izoformu da kalp hiicrelerinde eksprese edildigi anlasilmaktadir.
Uygulanan blokoérlerin akimlar tizerinde etki gostermemesinin sebebinin tam olarak
anlagilabilmesi icin Oncelikle farkli blokdrler de uygulanarak deneyler
tekrarlanmalidir.  Ayrica hiicre ici Ca?" depolarmin bosalmasina bagl olarak
gerceklesen SOC akimlar1 sadece Stim/Orai lizerinden degil ayrica TRP kanallari
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tizerinden yani Stim1/Orai/TRP ekseni iizerinden de gerceklesebilmektedir.
Calismamizda SOCE blokorii olarak kullanilan SKF96365 TRP kanal (TRPC3,
TRPC6) blokorii olarak da kullanilmaktadir. Bu yiizden Tg sonrasit gerceklesen
akimlarin TRPC veya Orai iizerinden degil baska bir yolak iizerinden gergeklestigi
bulgusu literatiire o6nemli bir katki saglayacaktir. Ayrica kalp hiicrelerinde
ekspresyonu gosterilen Stim1L izoformunun direk olarak Orail kanali ile etkilesim
halinde oldugu ve hiicre i¢ine Ca?* girisinin hizli bir sekilde gergeklesmesine olanak
sagladigr gosterilmistir (Darbellay ve ark., 2011). Bu yiizden kullanilan
inhibitorlerin Stim1 blokorleri olmast ve yeni tanimlanan Stim1L iizerine etkisinin
heniiz net olarak ortaya konulmamis olmasi nedeniyle bu akimlarin inhibisyonunda
sorunla karsilasildigi diisiiniilmektedir. Calismamizda ve diger bazi caligmalarda
(Zhao ve ark., 2015) inhibe edilemeyen bu akimlarin hangi yolak iizerinden

gergeklestiginin aydinlatilabilmesi i¢in ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.

Diger yandan diyabetin RAS sistemi iizerine etkileri géz Oniine alindiginda lokal
olarak kalpte diyabet ile birlikte RAS elemanlarinin sayilarimin arttigi ¢ok iyi
bilinmektedir. Literatiir bilgileri incelendiginde diyabetin Ang Il ve AT1 reseptor
yogunluklarini arttirdigi goriilmektedir (Sechi ve ark., 1994; Malhotra ve ark., 1997;
Fiordaliso ve ark., 2000). Bilindigi lizere GPCR aktivasyonu neticesinde PLC-IP3
yolag1 iizerinden hiicre i¢i depolardan Ca®" salinimi gergeklesmektedir. GPCR
ailesinin bir {iyesi olan AT1 reseptorlerinin ve Ang Il sinyali bilesenlerinin diyabetik
durumlardaki artislarinin olusturdugu hiicre i¢i Ca?* homeostazindaki bozukluklar
ARB veya ACE uygulamalan ile diizeltildigi daha once gosterilmistir (Shimoni,
2001; Yaras ve ark., 2005). Bu anlamda artan Angll ve ATI reseptorlerinin, SR
depolarindan salinan Ca?* {izerinde etkisinin olabilecegi ve depolardaki bu
degisimlerin SOCE yolagmin etkinligini  degistirebilecegi  diisiincesiyle,
calismamizda bir ARB olan losartan’in 4-hafta siire ile uygulanmasimin SOC kanal
akimlarina etkisi arastirilmistir. Sekil 4.8’den goriildiigi gibi DM grubunda azalan
Icrac akimlart DM + Los grubunda kontrol degerlerine yaklagmistir. Ayrica K ve K
+ Los gruplari arasinda anlamli bir degisim goriillmemistir. Bu anlamda RAS sistemi
ve SOCE arasinda bir baglant1 oldugu diistiniilmektedir. Her ne kadar kalp hiicreleri
oldukga korunakl1 bir Ca?* osilasyonuna sahip olsa da SOC kanallarinin bu sistemin
onemli bir pargas1 oldugunu diisiindiirmektedir. Ozellikle de diyabetik durumda SR

Ca?" depolarmin igeriginin azalmasi ve SOC kanallarimin depo bagimli olarak
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calistyor olmasi géz Oniine alindiginda, SOC kanallar1 {izerine gelistirilecek tedavi
yontemlerinin diyabetik kardiyomiyopati hastaliginin ilerlemesi veya baskilanmasi
noktasinda bir umut 15181 olabilecegi diistiniilmektedir. Zhao ve ark. sigan ventrikiil
hiicreleri iizerine yaptiklart ¢alismada Stiml proteinin fosfolamban proteinine
baglanarak SERCA2a proteinin aktif durumda kalmasimi ve boylelikle SR Ca?*
iceriginin artirilmasina ve daha etkin kasilma gergeklesmesine imkan sagladigini
gostermislerdir (Zhao ve ark., 2015). Bu anlamda sadece SOCE yolag1 iizerinde
gorev alan proteinler degil aym zamanda bu proteinlerin kalpte Ca®*
regiilasyonundaki temel proteinlerle (PLB, SERCA2, RyR, VGCC gibi) olan

etkilesimlerinin belirlenmesi biiylik 6nem arz etmektedir.

Calismamizda ayrica Stim ve Orai protein ailelerinin kalpteki ekspresyon seviyeleri
de incelenmistir. Stiml ve Orai2 proteinin ekspresyonunda tiim gruplar agisindan
herhangi bir degisim goriilmemistir. Stim2 proteinin ekspresyonu anlamli olmasa da
DM grubunda hafifce arttig1 goriilmektedir. Orail ve Orai3 proteinlerinin ekspresyon
seviyeleri incelendiginde ise DM ve DM + Los gruplarinda ekspresyonlarin anlamli
derecede arttig1 goriilmektedir. SOC akimlarindaki degisimlerin sebebi SOCE ile
iligkili  proteinlerin  degisen ekspresyonundan veya proteinler arasindaki

etkilesimlerdeki fonksiyonel bozukluklardan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu anlamda kalp hiicresi gibi olduk¢a karmagik ve korunakli bir sistem {izerinde
hiicre ici Ca?" depolarinin bosalmasina bagli olarak aktive olan bu akimlarm hangi
yolak tizerinden gelistigi ¢cok daha kapsamli bir sekilde incelenmeli ve ayrica protein-
protein (TRP/Orai gibi) etkilesimleri de gz oniine alinmalidir. Diyabetin gelisimi ile
goriilen akimlardaki azalmalar ile protein ekspresyonlarindaki artig arasindaki
tutarsizlik ise sadece kalp hiicrelerinde degil baska hiicre tiirlerinde de
karsilagilmistir. T2DM hastalarindan alinan trombositlerde SOCE’nin saglikh
bireylerden elde edilen degerlere gore azaldigin1 ancak SOCE yolagi proteinlerinden
Stim1/Orail ekspresyonlarinin = arttigini  ve TRPC1’lerin ise degismedigini
gostermislerdir (Zbidi ve ark., 2009). Bu nedenle, diyabetik trombositlerde SOCE'nin
zayiflamasi, Stiml proteini ve kanal proteinleri (Orail/TRPC'ler) arasindaki
fonksiyonel baglantinin bozulmasindan kaynaklanabilecegini  diislinmiislerdir.
Anormal SOCE ve diyabetik komplikasyonlarin gelisimi ile ilgili daha fazla bilginin
elde edilmesiyle birlikte, SOCE'nin belirli diizenleyicilerinin gelistirilmesi, g¢esitli
diyabetik komplikasyonlar igin Stratejik bir segenek olacaktir. Diyabetin kiiresel
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capta etkisi gbz Oniine alindiginda, hastaligin muazzam yiikiinii azaltmak icin ek
terapatik ajanlarin arastirilmasi sarttir. SOCE ve molekiiler bilesenleri (Stim1/Orail,
Stim1/Orail/TRPC, Stiml1L/Orail), diyabetik komplikasyonlari olan hastalar igin
yeni bir terapdtik hedef olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda diyabetin neden oldugu kardiyomiyopatide SOC akimlarinin nasil
etkilendigi, diyabetik durumda kalpte lokal olarak artan Ang II sinyal yolaginin
inhibisyonunun bu kanal akimlarina olan etkileri arastirilmistir. Bu amacla tiim
deney gruplarinda Icrac akim Olglimlerinin yaninda bu yolak iizerinde etkili olan

proteinlerin biyokimyasal ¢alismalart yapilmistir.

Calismamiza 3 farkli hiicre tiirii dahil edilmis ve her birinde SOCE o6l¢iimleri
gerceklestirilmistir.  RBL-1 bazofilik 16semi hiicreleri ve H9C2 embriyonik
kardiyomiyosit hiicre hattinda yiiksek glikoz ortaminda lcrac akimlarinin arttigi ve

losartan inkiibasyonunun bu artis1 engelledigi goriilmiistiir.

Yetigkin kardiyomiyositlerde ise Icrac akimlarinin diyabetik durumda azaldig: tespit
edilmistir. 4-hafta siire ile uygulanan losartan’in (30 mg/kg) bu akimlar1 kontrol
degerine getirdigi bulunmustur. H9C2 embriyonik kardiyomiyositler ve yetiskin
kardiyomiyositler arasinda goriilen bu farklilik embriyonik donemde SOCE’nin daha
baskin olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ornegin, kardiyomiyositlerde IP3
reseptorlerinin mRNA seviyelerinin olgunlagma ile birlikte azaldigi RyR’lerini ise
arttig1 gosterilmistir (Go ve ark., 1995). Bu siire¢ yetiskin kardiyomiyositlerde

SOCE’nin etkinliginin azalmasina neden olabilir.

Sigan sol ventrikiil hiicrelerinde Tg veya kafein ile indiiklenen SOC akimlarina
bilinen 2 farkli blokdrii (SKF96365 veya 2-APB) farkli konsantrasyonlarda
uygulanmistir. Ancak depo bagimli olarak ortaya ¢ikan bu akimlarin bu inhibitorlere
cevap vermedigi gozlenmistir. Benzer durum H9C2 embriyonik kardiyomiyositlerde
goriilmiistiir. Tg ile indiiklenen SOCE iizerine BTP2 blokoriinlin bir etkisinin
olmadigi bulunmustur. Bu durumun sebebi, SOCE yolaginin kalpte isleyen
mekanizmasi diger hiicrelerde gozlemlenen Stim1/Orail iizerinde oldugundan daha
farkli bir sekilde (Stim/Orai/TRP veya Stim1L/Orail ) gergeklesiyor olmasi veya
yapisal farkliliklarin c¢alisma mekanizmasini  degistirmesinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

SOCE yolag: iizerinde etkili olan Stim ve Orai proteinlerinin ekspresyon seviyeleri

yetiskin sican ventrikiil hiicrelerinde diyabetik durumda nasil etkilendigi
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biyokimyasal yontemlerle incelenmistir. Stiml, Stim2 ve Orai2 protein
ekspresyonlarinda herhangi bir degisim goriilmezken, Orail ve Orai3
ekspresyonlarinin artis gosterdigi tespit edilmistir. Losartan tedavisinin ise diyabetik
durumda artan protein ekspresyonlar1 iizerinde etkisinin olmadigi gorilmiistiir.
Protein seviyelerindeki artisa akimlar diizeyinde azalmanin eslik etmesi ise proteinler
(Stim1/Orail-3, Stiml1L/Orail) arasindaki etkilesimlerin bozulmasindan kaynakli

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak kardiyomiyositlerde hiicre i¢i Ca?* regiilasyonunu saglayan temel
proteinlerin (RyR, SERCA, SR, PLB, VGCC v.b.) yaninda SOC kanal proteinlerinin
de onemli oldugu ve diyabetik kardiyomiyopati gibi patolojik durumlarda bozulan
hiicre i¢i Ca?" homeostazisinin nedenleri arasinda SOC kanal bilesenlerinde meydana
gelen fonksiyonel bozukluklarin da olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica diyabetik
durumda artan Angll ve AT1 gibi RAS bilesenlerinin dogrudan veya dolayli olarak
SOCE yolag ile baglantili oldugu goriilmektedir.

Diyabetik durumun kalpte neden oldugu Ca?* regiilasyonundaki bozukluklarda
SOCE yolagmin roliiniin daha iyi anlasilabilmesi i¢in Oncelikle SOCE’nin hangi
yolak tzerinden gergeklestigi farkli blokdrler uygulanarak belirlenmelidir. Son
olarak SOCE ile ilgili proteinlerin (Stim1/Orail, Stim1L/Orail) Ca®'
homeostazisinda gorev alan temel proteinlerle olan etkilesimleri detayli bir sekilde

incelenmelidir.
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