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ONSOZ

Diabetes mellitus diinya ¢apinda 460 milyondan fazla hastay1 etkilemektedir
ve bu hastalarda morbidite ve mortalitenin birincil nedeni kardiyovaskiiler
komplikasyonlardir. Bu komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasinda beta adrenerjik
reseptdr yanitverirligindeki bozukluklar &nemli rol oynamaktadir. Ote yandan,
diabete bagli kardiyovaskiiler komplikasyonlarin Onlenebilmesi ig¢in 6n kosul
glisemik kontroldiir. Sodyum glukoz kotransporter 2 inhibitorleri (SGLT2i), diger
antidiabetik ilaclardan farkli olarak kardiyovaskiiler faydalar1 oldugu one siiriilen
yeni bir antidiabetik ila¢ siifidir. SGLT2i’nin kardiyovaskiiler hastaliklara sahip
diabetik hastalarda kardiyovaskiiler nedenlerden kaynaklanan O6lim oranini, tiim
nedenlerden kaynakli 6liim oranini ve kalp yetmezligi nedenli hastanede yatis oraninm
onemli Ol¢iide azalttigi gosterilmistir. SGLT2i’nin bu sistemik olumlu etkileri
hemodinamik etkiler ve metabolik etkiler ile aciklanmaya ¢alisilmistir. Ne var ki,
kardiyovaskiiler komplikasyonlar iizerine koruyucu etkilerinin mekanizmasi tam
olarak anlagilamamistir. Caligmamizda, bu noktadan yola ¢ikarak, bir SGLT2i olan
dapagliflozinin tip 2 diabetik si¢anlardaki kardiyovaskiiler komplikasyonlara etkisi

beta adrenerjik reseptor yanitlari izerinden incelenmistir.

Bu ¢alisma, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim

Dal1 Arastirma Laboratuvari’nda yiiriitiilm{istir.

Lisans egitiminin ii¢lincii yilinda eczacilik meslek bilimlerine girig yapmis ve
dinlemekten biiyilk keyif aldigim farmakoloji dersleri ile birlikte ¢alismak
isteyecegim alanin farmakoloji olduguna karar vermistim. Bu amagla, dordiincii ve
besinci sinifta Dog. Dr. Ebru Arioglu Inan ve Dog. Dr. Isil Ozakca Giindiiz’iin
laboratuvar c¢aligmalarina katilabilme olanagi bulmustum. Bu siiregte yaptigim
deneyler ile farmakolojiye ilgim daha da artmisti. Mezuniyetim yaklagirken
hocalarimin destegi ve yonlendirmeleri ile birlikte doktora egitimine burada

baglamaya karar verdim. Prof. Dr. V. Melih Altan hocamin beni &grencisi olarak



kabul etmesi basima gelecek en giizel seylerden biriydi. Boylece, lisans mezuniyetim
sonras1 vakit kaybetmeden 2012 yiliin Eyliil ayinda doktora egitimine basladim.
Egitimin ilk iki yil1 lisansiisti dersleri alarak, bir donemini Erasmus programi ile
Cardiff Universitesinde tamamlayarak, dahasi laboratuvarimizdaki deneysel
caligmalarda yer alarak ve son olarak, doktora yeterlilik sinavina hazirlanarak gecti.
Ardindan zorlu bir siire¢ basladi. Diabetin tedavisinde SGLT2i’nin 6nemine ¢ok
erkenden dikkat ¢ceken Prof. Dr. V. Melih Altan ve ¢alismay1 detaylandiran Dog. Dr.
Ebru Arioglu Inan hocamm yardimlari ve Onerileriyle tez konumu belirledik.
Sonrasinda, tez projesinin kabulii ile birlikte yogun deney giinleri bagladi. Bu siiregte
hem fiziksel hem de mental olarak yorgunluklarim oldu. Bu siirecin kolay, hizl
gecen ve sadece akademik gelisme saglayan bir siire¢ olmadigini; sabir, dikkat ve
sik1 ¢alisma gerektiren ve ayrica kisiligimin ¢ok yonlii gelismesine olanak saglayan
bir yol oldugunu zamanla anladim. Bu siireci, basta hocalarimin ve arkadaglarimin

yardimlar1 ve destekleri olmadan tamamlayamazdim.

Lisans egitimim sirasinda beni kabul ederek arastirmalarina dahil eden ve o
giinden bugiine kadar bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan, bir ekip olarak
calismanin inceliklerini 6greterek huzurlu bir calisma ortami saglayan, sadece
akademik alanda olmayip ayni1 zamanda hayatin her alaninda bana yol gosteren ve
destegini hicbir zaman esirgemeyen danismanim, degerli hocam Dog. Dr. Ebru

Ar1oglu Inan’a,

Lisanstayken derslerini dinlemekten biiyiik keyif aldigim, emekliligine
yaklagirken benim doktora danigsmanim olmayi biiylik bir incelikle kabul eden,
danigmanim oldugu siire boyunca bilgi birikimi, tecriibesi, anlayis1 ve entelektiiel
kisiligi ile bir¢ok konuda benim gelisimime katki saglayan ve hayat enerjisini drnek

aldigim degerli hocam Prof. V. Melih Altan’a,

Doktora egitimim boyunca, ¢aligmalarimu titizlikle inceleyen, gerek teorik
gerek pratik deneysel bilgisini paylasarak c¢aligmalarima katkida bulunan sayin

hocam Prof. Dr. A. Tanju Ozcelikay’a,
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Egitimim siiresince destegini esirgemeyen ve zarifligi ile bana 6rnek olan

anabilim dal1 bagkanimiz, sayin hocam Prof. Dr. Arzu Onay Besikci’ye,

Calismalarim boyunca, anlayiglarin1 ve desteklerini esirgemeyen farmakoloji
anabilim dali degerli 6gretim {iyeleri Prof. Dr. Nuray Ari, Prof. Dr. Giilgiin Ozansoy
ve Prof. Dr. Serap Giir’e,

Beraber calisma olanagi buldugum, bu siirecte ve sonrasinda tecriibesi ve

bilgilerini benimle paylasan degerli hocam Dog. Dr. Isil Ozakga Giindiiz’e,

Tecriibesini ve bilgisini benimle paylasan, egitimim boyunca destegini ve

yardimlarini esirgemeyen sevgili arkadasim Dr. Gizem Kayki Mutlu’ya,

Calismalarimin her asamasinda bana eslik eden; uzun, zorlu deney stireclerini
organize, hatasiz ve bir o kadar eglenceli ge¢irmemi saglayan; beraber ¢aligmaktan
biiylik keyif aldigim sevgili arkadaslarim Ecz. Betiil R. Erdogan, Uzm. Ecz. A. Elif
Miiderrisoglu ve Ecz. Z. Elif Yesilyurt’a,

Tecriibelerini  benimle paylasan, gerektiginde deneylerime yardimlarini
esirgemeyen, ortak egitim silireci igerisinde dayanisma sagladigimiz sevgili
arkadaslarim Dr. Berna Giiven, Dr. Didem Yilmaz Oral, Dr. Aysu Selguk, Dr. Ceren
Uyar Boztas, Ecz. Ziimra Kara ve Ecz. Nihal Oztiirk’e,

Ogrencilik islerimin sorunsuz bir sekilde yiiriimesini saglayan anabilim dali

sekreterimiz Sayin Fatma Cerepoglu’na,

Calismalarimdaki hayvan bakimi1 ve bazi deneysel uygulamalardaki

yardimlari ile islerimi kolaylastiran Sayin Ismail Baser’e,
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Preklinik caligmalarin dizayni, yiiriitiilmesi, verilerin istatistiksel analizi gibi
bir¢cok konudaki engin bilgisi ile ¢aligmalarima katkilarda bulunan Prof. Dr. Martin
C. Michel’e,

Doktora tezim i¢in gerekli olan biyokimya testlerini yapan Adana Devlet
Hastanesi, Biyokimya Laboratuvari Biyokimya Uzmani Dr. Nadir Duman’a,

laboratuvar personeline ve Detya Lab. Cihaz Sanayi A.S.’ye,

Doktora egitimim boyunca sagladiklar1 proje destegi nedeniyle Ankara
Universitesi BAP Koordinatorliigiine (16L.0237006) ve TUBITAK’a (SBAG-
115S564),

Manevi destegi ile bu siireci tamamlamama yardim eden sevgilim Can’a,

Ve elbette bu siiregte sevgisi, giiveni ve destegi ile hep yanimda olan sevgili

Aileme,

Tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

1.1. Diabetes Mellitus

Diabet yiiksek kan sekeri diizeyi (hiperglisemi) ile karakterize kronik ve
ilerleyici bir hastaliktir (ADA, 2014). Diabetin olugmasinda birgok patolojik siire¢
rol oynamaktadir. Pankreasin beta () hiicrelerindeki otoimmiin kaynakli hasar
insiilin eksikligine yol agmaktadir. Buna ek olarak; karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmasinda bozukluklar nedeniyle insiilinin hedef dokularda kullanilamamasi

sonucunda insiilin direnci meydana gelmektedir (ADA, 2014).

Diabetin semptomlar1 poliiiri (asir1 idrara ¢ikma), polidipsi (asir1 susama),
kilo kaybi, bazen polifaji (asir1 yeme), bulanik gérme/gérme bozuklugu, ayaklarda
uyusma, karincalanma ve yanma, idrar yolu/ mantar enfeksiyonlart ve yorgunluktur

(ADA, 2014; TURKDIAB, 2018 ve WHO, 2016).

1.1.1. Diabetes Mellitus’un Siniflandirilmasi

Diabet tip 1 diabet (T1D), tip 2 diabet (T2D), gestasyonel diabet (GD) ve 6zel
nedenlere bagli diabet olmak tizere dort gruba ayrilmaktadir (ADA, 2010). Toplumda
%87-91 oran ile en fazla goriilen diabet tipi T2D olup %7-12 oraninda T1D ve %]1-2
oraninda diger diabet tipleri goriilmektedir (Ogurtsova ve ark., 2017).



1.1.1.1. Tip 1 Diabet

Insiilin bagimli diabet veya ergenlik baslangigh diabet olarak da adlandirilan
bu diabet ¢ogunlukla mutlak insiilin eksikligine yol acan [ hiicre hasarina baglidir
(ADA, 2018). Bu hastalar kan gekeri regiilasyonu i¢in diizenli olarak giinliik insiiline

ihtiya¢ duyarlar.

Tip 1 diabet iki tipe ayrilmaktadir. Birincisi immiin kaynakli T1D olup tiim
T1D olgularmin %95’ini teskil eder (TURKDIAB, 2018). Pankreasmn insiilin
salimimindan sorumlu B hiicrelerindeki otoimmiin hasardan kaynakli hiicre harabiyeti
ve insiilin kayb1 ile sonuglanmaktadir (ADA, 2018 ve Levitt ve ark., 2011). Ikincisi
ise, idiopatik T1D’tir. Bazi TI1D formlarinin etiyolojisi bilinememektedir. Bu
hastalarda kalic1 insiilinopeni olmasina karsin B hiicrelerde otoimmiiniteye dair bir
kanita rastlanmamstir. Goriilme sikligi diisiiktiir (%5) (TURKDIAB, 2018) ve
cogunlugu Afrika veya Asya kokenli kisilerden olusmaktadir (ADA, 2018).

1.1.1.2. Tip 2 Diabet

Insiiline bagimli olmayan diabet ya da eriskin baslangigh diabet olarak da
adlandirilan bu diabet tipi tiim diabet hastalarinin %87-91'ini olusturmakta olup en
sik goriilen diabet tipidir. Hastaligin sebebi tam olarak bilinmemektedir. Pankreasta
otoimmiiniteye bagli bir hasara rastlanmamis olup genellikle bagil insiilin eksikligi
kaynakhidir (ADA, 2018). Pankreas hasarmin veya insiilin reseptor duyarliliginin
azalmasma bagli olusan insiilin eksikligi veya insiilin direncinin neden oldugu

insiilin yetersizligi T2D’in patogenezinde rol almaktadir (Dhalla ve ark., 2014).

Bu tip diabet hastalarmin biiyiik bir ¢ogunlugunun asir1 kilolu ya da obez
oldugu goriilmektedir (ADA, 2018). Bu hastalarda, hedef dokularda (karaciger, kas,
yag dokusu, miyokard) goriilen insiilin direnci belirgin bir 6zelliktir. Obezitenin

sonucu olarak insiilin duyarliligindaki azalma ile pankreatik beta hiicreleri insiilin



miktarini arttirmak i¢in fazla insiilin iiretimine zorlanir. B hiicreleri bir siire sonra bu
istegi yerine getiremeyecek bir noktaya ulasir, insiilin iretilemez ve kan sekeri

diizeyi kontrol edilemedigi i¢in artar (Inzucchi ve ark., 2012 ve Levitt ve ark., 2011).

1.1.1.3. Gestasyonel Diabet

Gestasyonel diabet (GD) ilk olarak hamilelik sirasinda farkedilen glukoz
intolerans1 olarak tanimlanmistir. Cogu vaka dogum sonrasi diizelmekle birlikte, bu
tanim hastaligin hamilelikten sonra da devam edip etmedigi veya hamilelik
oncesinde tanimlanmamig glukoz toleransi ihtimali géz ard1 edilerek tiim vakalar i¢in
kullanilmistir (ADA, 2014). Tiim gebeliklerin yaklasik %7'sinde GD tanisi
konulmaktadir ve yillik 200.000'den fazla vaka ile sonuglanmaktadir (ADA, 2014).
2017 yilinda yaklasik 21,3 milyon canli dogumun (%16,2) hamilelikteki bir cesit
hiperglisemiden etkilendigi tahmin edilmektedir. Bu vakalarin yaklagik 18,4
milyonu, gebelikteki tiim hiperglisemi vakalarinin %86,4'{inii olusturan GD’ye bagh
oldugu; diger vakalarin ise hamilelikten Once tespit edilen diabet (%6,2) ve
hamilelikte tespit edilen diger diabet tipleri (%7,4) oldugu belirtilmistir (Cho ve ark.,
2018). Bu nedenle, GD tanis1 konan kadinlarda prediabet veya T2D gelisiminin
onlenmesi i¢in dmiir boyu takip edilmeleri gerekmektedir (ADA, 2018).

1.1.1.4. Ozel Nedenlere Bagh Diabet

Diabet hastalig1 baz1 6zel durumlardan kaynaklanabilmektedir. Bu durumlar

su sekilde smiflandirilmistir (ADA, 2014 ve TURKDIAB, 2018).

e Pankreatik B hiicrelerin genetik hasar1 (Maturity-onset diabetes),

e Insiilin etkisindeki genetik hasar (A tipi insiilin rezistansi, leprechaunism,
Rabson-Mendenhall sendromu, lipoatrofik diabet),

e Ekzokrin pankreas hastaliklar1 (pankreatit, travma/pankreotektomi, neoplazi,

kistik fibrozis, hemokromatozis, fibrokalkiiloz pankreatopati),



e Endokrinopatiler = (akromegali, Cushing sendromu, glukagonoma,
feokromasitoma, hipertiroidizm, somatostatinoma, aldosteronoma),

e llag veya kimyasal maddeler (vakor (PNU), pentamidin, nikotinik asit,
glukokortikoidler, tiroid hormonlari, diazoksid, beta adrenerjik agonistler,
tiazid ditiretikler, antipsikotik ilaclar, dilantin, statinler, gama interferon),

e Infeksiyonlar (konjenital kizamikgik, sitomegaloviriis, koksaki B, kabakulak,
adenoviriisler),

e Bazi yaygin olmayan immiin kaynakli hastaliklar (Stiff-man sendromu, anti-
insiilin reseptdr antikorlart)

e Diabet ile iliskili/birlikte goriilebilen diger genetik hastaliklar (Down
sendromu, Klinefelter sendromu, Turner sendromu, Wolfram sendromu,
Friedreich ataksisi, Huntington koresi, Laurence-Moon-Biedl sendromu,

Myotonik distrofi, porphyria, Prader-Willi sendromu).

1.1.2. Diabetes Mellitus’un Epidemiyolojisi

Giliniimiizde diabet en sik rastlanan hastaliklardan biri haline gelmistir
(Bugger ve Abel, 2014) ve neden oldugu sorunlar nedeniyle toplum saglig1 acisindan
onemi daha da artmaktadir. Diabetin goriilme siklig1 ekonomik ilerlemedeki gelisme,
yasam siiresinde uzama beklentisi, sehirlesmenin neden oldugu fiziksel aktivitedeki
azalma, yasam tarzinin neden oldugu obezite artisi (Whiting ve ark., 2011) ve
yaslanma (Wild ve ark., 2004) gibi risk faktorlerine bagli olarak her gecen giin
artmaktadir. Bunlara ek olarak, demografik yapinin degismesi (niifusun artisi) ve
daha iyi saglik hizmetleri/bakim uygulamalar1 nedeniyle diabetik insan yasam
stiresinin uzamasi diabetin goriilme sikligin1 arttiran faktorlerdir (Whiting ve ark.,

2011).

Diabetin goriilme sikliginin hesaplandigi bir¢ok caligmada diabet tiplerini
birbirinden ayr1 degerlendirmek pek miimkiin olmamaistir. Bu nedenle ¢ogu raporda
beraber degerlendirilmislerdir (Cho ve ark., 2018). 1964 yilinda diinyada 30 milyon
diabet hastas1 oldugu belirtilirken, 1980 yilinda 108 milyon insanin diabet hastasi



oldugu bildirilmistir (WHO, 2016). Uluslararas1 Diabet Federasyonu (IDF)’nun
yayimlamis oldugu raporlara gére 2000 yilinda diabetik kisi sayisinin tahmini 151
milyon oldugu bildirilirken, gectigimiz 2019 yilinda bu saymnin 463 milyon (%9,3)
oldugu bildirilmistir (IDF, 2000 ve IDF, 2019). 2030 yilinda bu saymin 578,4
milyona, 2045 yilinda ise 700,2 milyona ulasmas1 beklenmektedir.

Diinya genelindeki artis ile ayn1 dogrultuda Tiirkiye’de de diabetin goriilme
sikligmin arttig1 goriilmektedir. 1998 yilinda Tiirkiye’de diabet goriilme orant %13,7
(yeni %32,3; bilinen %67,7) (Satman ve ark., 2002) iken 2010 yilinda bu oran %16,5
(yeni %45,5; bilinen %54,5)’e yiikselmistir (Satman ve ark., 2013). Ote yandan,
2019 yil1 verilerine baktigimizda diabetin Tiirkiye’de goriilme oraninin %11,1°e (6,6
milyon) geriledigi goriilmektedir (IDF, 2019). Ne var ki, Avrupa tilkeleri arasinda en
yiiksek diabet goriilme siklig1 Tiirkiye’ye aittir.

Diabet hastaligina bagl 6liim sayilari da oldukga fazladir. Diabeti olmayan
insanlarla karsilagtirildiginda T2D’li bireylerde, diabetin o6liimleri %15 oraninda
arttirdigr  gosterilmistir. Bu oran genglerde (55 yas alti ve HbAic’si %6.,9
(55mmol/mol) olan insanlarda) iki kat daha fazladir (Chatterjee ve ark., 2017). 2017
yilinda 20-79 yas aras1 4,1 milyon insan diabet nedeniyle 6lmiistiir (IDF, 2017) ki bu
da her 1 saniyede 8 dliimiin oldugu anlamina gelmektedir. 20-99 yas arasinda ise 5
milyon insan diabet nedeniyle 6lmiis olup 6liimlerin {igte birinden fazlas1 (%36,5; 1,8

milyon) 60 yas alt1 diabetik insanlarda goriilmiistiir (Cho ve ark., 2018).

Kronik bir hastalik olan diabetin saglik {iizerindeki etkilerinin yaninda
ekonomik etkileri de bulunmaktadir. Diabetin hem bireye hem de iilkelere maliyeti
oldukga fazladir. Diinya genelinde diabet i¢in yapilan harcamalarin biiyiik ¢ogunlugu
hastane ve ayakta bakim yapilan hastalar i¢indir (WHO, 2016). Kiiresel saglik

harcamalarinin %12’sini diabet harcamalar1 olusturmaktadir.

2007 yilinda diabet icin yapilan kiiresel saglik harcamalar1 toplaminin 232
milyar Amerikan Dolar1 (USD) bulacag: diisiiniiliirken (IDF, 2006), 2019 yilinda 20-



79 yas arast diabetik hastalar i¢in yapilan harcamalar tahmini 760 milyar USD
olmustur (IDF, 2019). 2007 yilindaki verilerle karsilastirildiginda, 2019 yilindaki 20-
79 yas aras1 diabetik hastalar i¢in yapilan saglik harcamalarinin %328 oraninda
arttign  goriilmektedir. Diabetin ekonomik etkisinin artmaya devam etmesi
beklenmektedir. Harcamalarin 2030 itibariyle 825 milyar USD, 2045 itibariyle 845
milyar USD’ye ulasacag1 6ngoriilmektedir (IDF, 2019).

2019 (IDF) verilerine gore, Avrupa bolgesinde diabet i¢in yapilan toplam
saglik harcamalar1 tahmini 161,4 milyar olup, bu harcamalardaki en biiylik pay

%23,8 ile Tiirkiye’ye aittir.

Diisiik ve orta gelir diizeyine sahip tilkelerde diabetin prevalansi yiiksek gelir
diizeyine sahip iilkelere gore ¢cok daha yiiksektir (Whiting ve ark., 2011). Diabet
nedeniyle fazla olan saglik harcamalar1 halihazirda ekonomisi kotii olan {iilkelerde
ekonomiye daha fazla yiik olmaktadir. Ekonomik etkileri ile paralel olarak, diabet bu
iilkelerin kalkinmasi ve sosyal yasamini (Ogurtsova ve ark., 2017) olumsuz

etkilemektedir.

1.1.3. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlar1

Diabet, kronik hiperglisemi nedeniyle bir¢cok ciddi komplikasyona neden
olmaktadir. Diabet iki biiyilik vaskiiler komplikasyon ile iliskilendirilmistir. Diabetin
aorta, femoral ve koroner arterler gibi biiyiik arterleri etkilemesiyle makrovaskiiler
komplikasyonlar; g6z, bobrek ve noron kapillerleri gibi kiiciik kan damarlarin
etkilemesiyle mikrovaskiiler komplikasyonlar olugsmaktadir (Blair, 2016 ve Gray ve

Jandeleit-Dahm, 2014).

Makrovaskiiler komplikasyonlar; genellikle ateroskleroz, hipertansiyon,
diabetik kardiyomiyopati (DKM), kalp yetmezligi (KY), miyokard infarktiisii (MI),

inme ve amputasyon ile sonuglanan kardiyovaskiiler (KV) ve periferik damar



hastaliklarin1 kapsamaktadir (Gray ve Jandeleit-Dahm, 2014; Huynh ve ark., 2014 ve
Moura ve ark., 2014). Diabetik mikrovaskiiler komplikasyonlar ise diabetik triopati
olarak adlandirilmis olup retinopati, nefropati ve noropatiyi kapsamaktadir (Carrillo-

Sepulveda ve ark., 2014).

1.1.3.1. Diabetik Kardiyovaskiiler Komplikasyonlar

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) T2D’nin en Oonemli
komplikasyonlarindan  biridir. ~ Kardiyovaskiiler = komplikasyonlar  (KVK),
mikrovaskiiler komplikasyonlardan 2-6 kat daha fazla goriilmektedir (Duckworth,
2001). Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) 2013 yili verilerine gére, diabeti olan
kisilerde KVH goriilme siklig1 %26 ile %36 arasinda degismektedir. (Shah ve ark.,
2015) yapmis oldugu bir calisma sonucunda; T2D’te KVH’in en sik goriilen ilk
belirtilerinin KY ve periferik arter hastaligi oldugu belirtilmistir. Buna ek olarak,
KVH diabetik kisilerde morbidite ve mortalitenin birincil nedeni sayilmaktadir
(Huynh ve ark., 2014). Diabetik hastalarin %60’ min 6liimii KVH nedeniyle olmakla
birlikte (Duckworth, 2001), 6liim nedenleri siralamasinda koroner arter hastalig1 ve

inme en basta gelmektedir (Einarson ve ark., 2018).

EURIKA calismasina gore, Tiirkiye’de KVH’a sahip kisilerde diabet goriilme
sitkligmin %31,4; EUROASPIRE III Tiirkiye verilerine gore, bu oranin %33,6
oldugu bildirilmistir (Abaci, 2011). TEKHARF ve TURDEP calismasinda T2D ile
iligkilendirilen KVH sikliginda artis gosterilmistir (Bayindir ve ark., 2015).

Diabette KVK’larin  gelisiminde etkili potansiyel —mekanizmalar;
hipergliseminin  6tesinde kardiyak yap1t ve kalp fonksiyonunu olumsuz

etkileyebilecek coklu faktorlerin etkilesimi ile agiklanmaktadir.

Diabetik miyokardin belirgin bir 6zelligi kardiyak hipertrofi ve fibrozdur
(Huynh ve ark.,, 2014). Kardiyomiyosit hipertrofisi, miyokardiyal fibroz,



kardiyomiyosit apopitoz ve oksidatif stres gelisimine fonksiyon bozukluklari eslik
edebilmektedir (Tan ve ark., 2020). Diabet hem sistolik hem de diastolik fonksiyonu
etkilemektedir (Bando ve Murohara, 2014; Fang ve ark., 2004; Tan ve ark., 2020).
Diabetik hayvanlarda yapilan ¢aligmalarda sol ventrikiiliin kasilma ve gevsemesinde
yavaglama, kalbin kasilabilirligi, kardiyak debi ve atim giiclinde azalma oldugu

bildirilmistir (Sellers ve Chess-Williams, 2001).

Diabet ayn1 zamanda hiicre i¢i kalsiyum saliverilmesini, miyokardiyal lipid
metabolizmasint ve endotel hiicre fonksiyonunu etkilemektedir (Dei Cas ve ark.,
2015). Bununla birlikte, diabet kontraktilite, regiilator protein ifadelenmesi ve
kardiyomiyositteki Ca*™* duyarliligindaki anormallikler ile iliskilendirilmektedir (Dei
Cas ve ark., 2015). Buna ek olarak, sarkoplazmik (endoplazmik) retikulum Ca**
ATPaz 2 (SERCA2a) aktivitesinin hiperglisemili ortamda inkiibe edilmis

kardiyomiyositlerde oksidatif stres ile inaktive edildigi bulunmustur. Ayrica,

++1 +H

sarkoplazmatik retikulumda Ca™"'nin sekanslanmasi sonucu sitosolde Ca™"'nin asir1
yiiklenmesine ve gevseme yanitinin bozulmasina neden oldugu gosterilmistir. Ca™
homeostazindaki bu bozulmalar, miyofibriler yeniden sekillenme (remodeling) ile
iliskilidir ve diastolik fonksiyon bozuklugunun klinik bulgular ile iligkilendirilmistir

(Dei Cas ve ark., 2015).

Diabete bagli olarak gelisen kardiyak disfonksiyon nedeninin artan membran
gecirgenligi, miyokardiyal metabolizmadaki dengesizlik ve kardiyomiyositlerdeki
yapt degisimi ile iligkili olabilmesinin (Dhalla ve ark., 2014) yani sira diabetle
kalp/damarlardaki B-AR’lerin ifadelerinin degismesi ile de iliskili olabilecegi 6ne

siiriilmiistiir (Dincer ve ark., 2001).



1.1.4. Diabetes Mellitus’un Tedavisi

Amerikan Diabet Dernegi (ADA) ve Avrupa Diabet Arastirmalar1 Birliginin
(EASD) yetigskinlerde T2D yonetimi ile ilgili 2018 yili raporuna gore, T2D
tedavisinin hedefleri komplikasyonlar1 6nlemek veya geciktirmek ve yasam kalitesini
korumaktir (Davies ve ark., 2018a ve Davies ve ark., 2018b). Bunun igin dncelikle,
yasam tarzi degisikligi ve kisinin 6z diabet yonetimi ve destegine odaklanilmasi
onerilmektedir. Obezitesi olan hastalar i¢in yasam tarzi degisikligi, ilag ve cerrahi
miidahaleler dahil olmak iizere kilo kaybini hedefleyen yontemler onerilmektedir.
Ilag tedavisi ile ilgili olarak, diabet hastaligmna eslik eden bir kardiyovaskiiler
hastalig1 veya bobrek hastaligi olup olmama durumuna gore gesitli tedavi secenekleri

onerilmektedir (Sekil 1.1).

T2D tedavisinde bir¢cok oral ve injekte edilebilir ila¢ kullanilmaktadir. Bu
ilaglar birbirinden farkli mekanizmalar ile kan sekerini diisiirmektedirler.
Siilfoniliireler (SU) ve glinidler insiilin salgilanmasmi uyararak, metformin ve
tiazolidindionlar (TZD) insiilin duyarliliginm1 arttirarak etkisini gdstermektedir.
Bununla birlikte, glukagon benzeri peptid-1 reseptor agonistleri (GLP-1 RA) ve
dipeptidil peptidaz-4 inhibitorleri (DDP-4i) inkretin yolagini1 aktive edip insiilin
sekresyonunu uyararak kan sekerini diistirmektedir. Son olarak, sodyum glukoz
kotransport 2 inhibitorleri (SGLT2i) bobreklerde glukozun reabsorbsiyonunu inhibe

edip glukozun atilimini arttirarak kan sekerini diisiirmektedir.

Bugiine kadar diabetin farmakolojik tedavisi cogunlukla hiperglisemi
kontrolii {izerine yogunlagmistir. Diabetin vaskiiler komplikasyonlarla iligkisi
nedeniyle son zamanlarda, sadece kan sekerini diislirmeye odaklanmak yerine,
kardiyovaskiiler fonksiyonlarin korunmasi {izerinde de durulmaya baglanmistir
(DeFronzo ve ark., 2012 ve Schalkwijk ve Stehouwer, 2005). Son yillarda, iki yeni
grup antihiperglisemik ila¢ grubunun, kan sekeri disiiriicii etkinliginin
kardiyovaskiiler hastaliklar1 6nleyici potansiyeline ek olarak, hipoglisemik etkilerden

bagimsiz bir sekilde kardiyoprotektif olabilecekleri diistiniilmekteydi. Bu ilag



gruplarindan biri inkretin etkili ilaglar (GLP-1RA ve DDP-4i), digeri ise SGLT2i’dir.
Her iki grup ilag¢ da kan sekerini etkin sekilde diistirmekte ve diisiik hipoglisemi riski
gostermektedir. Buna ek olarak, kan basinci, viicut kiitlesi ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelismesine neden olan metabolik yolaklar {izerinde yararli etkileri
gosterilmistir (Jayawardene ve ark., 2014). Bunlarla beraber, son yillarda yaymlanan
biiylik 6lgekli kardiyovaskiiler sonug ¢aligmalarinin (Kato ve ark., 2019; McMurray
ve ark., 2019a; Radholm ve ark., 2018 ve Zinman ve ark., 2015) 6nemli bulgular ile

diabetin yonetiminde bu ila¢ gruplarinin 6nemi daha iyi anlagilmstir.
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TiP 2 DIABETTE GLUKOZ DUSURUCU TEDAVI: GENEL YAKLASIM

BIRINCi BASAMAK TEDAViI METFORMINDIR VE KAPSAMLI YASAM TARZIDIR (KiLO YONETIMI VE FiZiKSEL AKTIVITE DAHIL)

YUKSEK RiSK VEYA YERLESIK ASKVH, KBY VEYA KY* GOSTERGELERI VAR iSE

Bazal HbA1c veya kisisellestirilmis HbA, hedefinden
bagimsiz olarak diistiniilmeli

L4

ASHVK BASKIN HASTALIK iSE
Yerlesik ASKVH
Yiiksek ASKVH riski gostergeleri (Yas
255+ LVH veya koroner, karotid, alt
ektremite arter stenozu>%50)

TERCIHEN
KVH yarari kanitlanmis GLP-1 RA

Eger eGFR yeterliyse, KVH yarar
kanitlanmig SGLT-2i

1

HbA, hedefin iistiinde ise

-

Daha fazla yogunlastirma

KY veya KVH BASKIN HASTALIK iSE

« Ozellikle HFrEF (LVEF < %45)

* KBH: Ozellikle eGFR 30-60 ml min'1
[1,73m]2 veya UACR
>30 mg/g, 6zellikle UACR
>300 mg/g

TERCIHEN
Eger eGFR yeterliyse,
KY veya KBY ilerlemesini azalttigi
kanitlanan SGLT2i

SGLT-2i tolere edilmediginde veya
kontrendike oldugunda veya
eGFR diisuk oldugunda
KVH yarari kanitlanmig GLP-1 RA
eklenir.

gerekiyorsa veya hasta GLP-1 RA ‘
ve/veya SGLT2i'yi tolere

HbA, Hedefin lstiinde ise

edemiyorsa, KV guvenligini
gosteren ajanlari segin:

¢ GLP-1 RA'daki hasta igin
kanitlanmis KVH faydasi olan
SGLT2i eklemeyi diistintin

* GLP-1 RA'da degilse DPP-4i

* Bazal insilin

« TZD

« SU

/= KYvarise TZD'den kaginilmali.

KV glivenligini gosteren ajanlari
segin:

SGLT2i tedavisinde hasta igin
kanitlanmig KVH faydasi olan
GLP-1 RA eklemeyi diisuniin.
GLP-1 RA tedavisinde degilse
DPP-4i (saxagliptin harig)
Bazal insulin

* SU

HIPOGLISEMIYi EN AZA INDIRME ZORUNLULUGU

HbA,_ kisisellestirilmis hedefin listiinde ise

KLINiK ATALET
ONLEMEK iCiN
TEDAViYi DUZENLI

OLARAK YENIDEN
DEGERLENDIRIN VE
DEGISTIRIN (3-6 AY)

DPP-4i ‘ GLP-1RA SGLT2i ‘ TZD

B I SR S

3

HbA, Hedefin tstiinde ise

' GLP-1RA || SGLT2i

SGLT2i || SGLT2i veya veya

veya veya DPP-4i DPP-4i
TZD TZD Veya veya

TZD GLP-1RA

[ I T D

HbA, Hedefin iistlinde ise

Yukarida ana hatlari verilen diger ajanlarin
eklenmesiyle devam et

3

HbA, Hedefin iistiinde ise

SU veya bazal insulin ilavesini dugtiniin:
Daha dusuk hipoglisemi riski olan yeni nesil
SU segin.

Dusiik hipoglisemi riski olan bazal instlini
disntin.

KiLO ALIMINI EN AZA iNDIRGEMEK VEYA KiLO
KAYBINI ARTTIRMAK iCiN GEREKLi OLAN

(kilo kaybi

GLP-1RA
igin iyi etkili)

SGLT2i

HbA, Hedefin iistiinde ise

! I

GLP-1RA
(kilo kaybi
igin iyi etkili)

\ HbA, Hedefin Ustiinde ise

o

SGLT2i
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Sekil 1.1. Tip 2 diabette glukoz diisiiriicii tedavi: genel bakis (Buse ve ark., 2020) American Diabetes Association and European Association for the Study of
Diabetes, 2019.

DPP-4i, dipeptil peptidaz 4 inhibitorii; GLP-1 RA, glukagon benzeri peptid-1 reseptdr agonisti; SGLT2i, sodyum glukoz kotransport 2 inhibitorii; SU, sulfoniliire;
TZD, tiazolidonlar; ASHVK; Ateroskleroza bagl kardiyovaskiiler hastalik; HFrEF; Ejeksiyon fraksiyonu azalmis kalp yetmezIligi; eGFR; Glomeriiler filtrasyon hizi;
KBH; kronik bobrek hastaligi, KVH; kardiyocaskiiler hastalik; KY; kalp yetmezligi, LVEF; sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu; LVH, sol ventrikiil hipertrofi; UACR,
Urine albiimin/kreatinin orani. ©



1.1.5. Sodyum Glukoz Kotransport 2 inhibitorleri

Sodyum glukoz kotransport 2 (SGLT2) inhibisyonu, diabet tedavisinde yeni
bir yaklasim olarak karsimiza ¢ikmis olsa da; aslinda SGLT2 inhibisyonu, 130 yil
once Belgikali ve Fransiz bilim insanlar tarafindan ortaya konulmustur (Jorgens,
2019). 1835 yilinda Laurent-Guillaume de Koninck ve Jean Servais Stas isimli
Fransiz kimyagerler elma agaclarinin kabugundan phlorizin adim1 verdikleri bir
glikozid izole etmisglerdir (Ehrenkranz ve ark., 2005 ve Jorgens, 2019). Bundan 50 y1l
sonra, Prof. Freiherr von Mering, phlorizin'in kopeklerde glisemiyi azalttigini ve
“bobrekte bir seyi degistirerek glukoziiriyi indiikleyebilecegini” varsaydigini
bildirmistir. Bir y1l sonra ise, diabetli kisilerde phlorizin'in (15-20 g) glukoziiriyi %6-
8 indiikledigini bildirmistir (Jorgens, 2019)

Sodyum glukoz kotransportlarin (SGLT) karakterizasyonu (Boliim 1.1.5.1°¢
bakiniz) ve hipergliseminin azaltilmasi i¢in potansiyel yeni bir mekanizmanin
gerceklestirilmesi ile eszamanli olarak 1980'lerin sonlarindan 1990'larin basina kadar
phlorizin'e ilgi yeniden ortaya ¢ikmistir (White, 2010). Diabette kan sekeri seviyesi
ve insiilin direnci tizerine olumlu etkilerine karsin (Abdul-Ghani ve DeFronzo, 2008
ve Rossetti ve ark., 1987), phlorizin diabet tedavisi i¢in kullanilan bir ilag
olmamistir. Gastrointestinal sistemden emiliminin az olmasi ve spesifik olmayan
SGLT inhibisyonu nedeniyle bu problemleri asan analoglar gelistirilmistir (White,
2010).

Su anda, T2D'nin tedavisi i¢in Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) ve Avrupa ilag Kurumu (EMA) tarafindan onaylanmis doért adet
Sodyum glukoz kotransport 2 inhibitérii (SGLT2i) (kanagliflozin, dapagliflozin,
empagliflozin ve ertugliflozin) bulunmaktadir. Bunlarin haricinde Japonya (Poole ve
Dungo, 2014) ve Giliney Kore’de (Shestakova ve ark., 2018) onaylanmis ipragliflozin
bulunmaktadir. Ulkemizde ise Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu tarafindan

onaylanan iki adet SGLT2i (dapagliflozin ve empagliflozin) bulunmaktadir. Bu
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ilaclar monoterapi olarak veya diger glukoz diisiiriicii ilaglarla kombinasyon halinde

kullanilabilmektedir.

1.1.5.1. Sodyum Glukoz Kotransport 2 inhibitorlerinin Etki Mekanizmasi

Insan viicudunda glukoz homeostaz1 karaciger, kas, adipozitler, pankreas,
noroendokrin sistem ve bobrekler ile saglanmaktadir (DeFronzo ve ark., 2012).
Yiizyillar boyunca, bobrek oncelikle bir eleme organi ve tuz-iyon dengesinin
diizenleyicisi bir organ olarak kabul edilmis ve glukoz homeostazindaki rolii géz ard1
edilmistir. Simdi ise glukoz regiilasyonu arenasinda 6nemli bir oyuncu olarak kabul

edilmektedir (White, 2010).

Bobregin glukoz homeostazindaki rolii ilk kez 1930 yilinda tanimlanmistir
(Gerich, 2010). Bobrekler; glukoz tiiketimi, glukoneogenezis ile glukoz iiretimi ve
glukoz reabsorbsiyonu (geri emilimi) olmak {izere ii¢ farkli mekanizma ile glukoz
homeostazisine katki saglamaktadir (Jayawardene ve ark., 2014 ve Vivian, 2014).

Tiim bu mekanizmalar diabetik kisilerde degisebilmektedir (Gerich, 2010).

Saglikli bir kiside normal sartlar altinda, bobrek tiibiillerinde filtrelenen
glukozun hemen hemen hepsi, %1'1 idrarla atilacak sekilde yeniden emilir (Han ve
ark., 2008; Meng ve ark., 2008). Filtrelenen glukoz, bobrek tiibiillerinin maksimum
glukoz reabsorbsiyon kapasitesini (TmG; yaklasik olarak 375 mg/dk [425 g/giin])
asinca glukoz iire ile atilmaktadir (Sekil 1.3). Kapasite asilmadigi zamanlar ise
glukoziiri minimal diizeydedir (Wilding, 2014). Glomeriilden filtrelenen glukozun
reabsorbsiyonu, liimen tiibiil ylizeyindeki SGLT'ler tarafindan aktif tasima ve
bazolateral membrandaki sodyum-bagimsiz glukoz tasiyic1 2 (GLUT2)’ler tarafindan
kolaylastirilmis diflizyon kombinasyonu ile olmaktadir. Konsantrasyon gradyanina
kars1 glukoz transferinin konsantrasyon gradyanindan Na* transferi ile birlestirilmesi,

islemi enerjik olarak uygun hale getirir. Bu transfer icin gerekli endotel hiicresi
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(interstitium) igindeki diisiik Na* konsantrasyon onkosulu, Na*/K* ATPaz pompalari
tarafindan saglanir (Washburn, 2009) (Sekil 1.2).

iki adet bébrek sodyum glukoz transportu (tastyic1) tanmimlanmistir. Sodyum
glukoz kotransportu 1 (SGLT1), proksimal tiibiil S3 segmentinde yer alan diisiik
kapasite ve yiiksek afinitiye sahip bir proteindir. Bobrekler disinda barsakta ve kalpte
bulunmaktadir (Inzucchi ve ark., 2015). SGLT2 ise proksimal tiibiil S1 segmentinde
bulunan yiiksek kapasite ve diisiik affiniteli bir proteindir (Foote ve ark., 2012).
Bobreklerden glukoz reabsorbsiyonu biiylik ol¢lide (yaklagik %90°1) SGLT2
tarafindan yapilirken kalan %10 reabsorbiyona SGLT1’ler aracilik etmektedir (Kanai
ve ark., 1994; Meng ve ark., 2008).

Interstitium Normal Limen Dlabetes
@ Renal proksimal tubdl w

Renal proksimal tubdl P

Glukoz ‘ F|Itre|enm1§ glukoz
| ~180 g/gun)
. } Glukoz
3Na (~97%) ~N
e €D
ot -~ ™~
a
Erken: $1/s2 segmenti N Erken: S1/s2 segmenti )
)
Glukoz Glukoz
(~3%) | (40-50%)
&Na
21K
SGLT1
Geg: S2/S3 segmenti ‘ inhibitor Geg: S2/S3 segmenti

Sekil 1.2. Bobreklerdeki SGLT2 ve SGLT1’in glukoz reabsorpsiyonundaki roli ve SGLT2
inhibisyonu (Rieg ve Vallon, 2018).
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SGLT2
Proksimal tiibiilde
SGLT2 inhibisyonu

Normal fizyoloji Diabette hiperfiltralasyon SGLT2 inhibisyonu

Sekil 1.3. Bobreklerde glukoz reabsorbsiyonu ve SGLT?2 inhibisyonu (Wanner, 2017).

SGLT2i’ler diabetik kisilerde artan kan sekeri diizeylerini azaltmak amaciyla
gelistirilmistir (Bhartia ve ark., 2011). SGLT2'ye affinitesi SGLT1’den 1400 kat
fazla olan ve oral olarak kullanilabilen bir SGLT2i olan dapagliflozin (Wilding,
2014), triner glukoz atilimini arttirarak T2D hastalarinda kan sekeri diizeylerini
hipoglisemi riski olmadan diisiirmektedir (Ptaszynska ve ark., 2013). Klinik
caligmalarda, dapagliflozinin monoterapi olarak kullanildiginda, aglik kan sekerini
0,8-3,6 mmol/l diisiirdiigii gosterilmistir (Ferrannini ve ark., 2010 ve Fonseca ve ark.,

2013).

Dapagliflozin, ilk olarak 2012'de Avrupa'da, T2D’li yetigkinler i¢in, diyet ve
egzersizin tek basina yetersiz kaldigi, metformine karsi toleranssiz hastalarda veya
diger kan sekeri diisiirii ajanlarla yeterli glisemik kontrol saglamadigi durumlarda
monoterapi olarak veya kombinasyon tedavisi olarak onaylanmistir. Baslangicta
bobrek fonksiyonuna bagli etki mekanizmasi nedeniyle, dapagliflozin kullanimu,
glomertiler filtrasyon hizi (eGFR)> 60ml/dk/1,73m? olan hastalarla ve daha yash
hastalarda sinirli denemeler nedeniyle, 75 yasin altindaki hastalarla sinirlandirilmigtir
(Wilding ve ark., 2017). Sonrasinda, kronik bobrek yetmezligi (KBY) veya kronik
bobrek hastaligi (KBH) olan T2D hastalarinda yapilan ¢alismanin (Fioretto ve ark.,
2018) olumlu sonuglar1 ile eGFR’si 45-59 ml/dk/1,73 m? olan hastalarda da
kullanimi1 onaylanmustir. Bunun disinda, eGFR’si 25-75ml/dk/1,73m? olan bobrek
hastalarinin dahil oldugu DAPA-CKD (4 Study to Evaluate the Effect of
Dapagliflozin on Renal Outcomes and Cardiovascular Mortality in Patients With
Chronic Disease) adl1 bir calisma devam etmektedir (McMurray ve ark., 2019a).
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1.1.5.2. Sodyum Glukoz Kotransport 2 inhibitorlerinin Kardiyovaskiiler
Etkileri

SGLT2i ¢oklu etkileri olan antihiperglisemik ila¢  grubudur.
Antihiperglisemik etkilerinin yani sira kalp basinci, lipid profili ve beden agirligi

iizerine de faydali etkileri bulunmaktadir.

Bir SGLT2i olan dapagliflozinin plazma aglik kan sekeri, HbAc, kan basinci
ve plazma lipid diizeylerini diisiirdiigii ve viicut kiitlesini azalttigi gosterilmistir
(McGurnaghan ve ark., 2019; Phrommintikul ve ark., 2019; Rizzo ve ark., 2015 ve
Wilding ve ark., 2017). Ayrica, SGLT2i kullanan T2D hastalarinda orta diizeyde kilo
kayb1 oldugu gosterilmistir. Bu etkiye, idrarla glukoz kayb1 sonucu kalori kaybinin
ve glukoziirinin ozmotik diiiretik etkisinin aracilik ettigi diisiiniilmektedir.
Monoterapi ve kombine tedavide kilo kayb1 1-4 kg olarak bildirilmistir (Bailey ve
ark., 2010 ve Ferrannini ve ark., 2010). Bu grup ilaglarin, hafif ozmotik diiiretik
etkisi ile sistolik kan basimncini 3-9 mmHg disiirdiigii gozlenmistir. Bunlara ek
olarak, kilo kaybt ve sodyum atim artisinin, kan basinci azalmasina katki
saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Bailey ve ark., 2010). Ote yandan, baz
caligmalarda SGLT2i’lerin total kolesterol ve yiiksek dansiteli lipid kolesterol (HDL-
C) flzerine faydali etkileri oldugu bildirilmistir. Dapagliflozin ile tedavi edilen
hastalarda HDL-C’de %1,8-%4,4 artis; trigliserid diizeylerinde ise %2,4-%6,2 diisme
saptanmistir (Control ve ark., 2009). Ayrica, SGLT2i’lerin iirik asit diizeyinde 0,05
mmol/l civarinda bir diisiise neden oldugu bildirilmistir (Henry ve ark., 2012). Buna
bagli olarak bu ila¢ grubunun, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bagimsiz bir risk
faktorii olan artmis serum firik asit diizeyini diislirerek kardiyovaskiiler sistem

izerine faydali etkilerinin olabilecegini diistiniilmektedir (Zoppini ve ark., 2009).

Bununla birlikte, SGLT2 inhibisyonunun glukoziiri, diiirez, kilo kayb1 ve kan
basincinda azalma gibi etkileri araciligiyla kalp yetmezligi olan hastalarda kalbin is
yiikiinli azaltacagi, ayrica bozulmus ventrikiiler fonksiyon ve remodeling i¢in de
yararlt olabilecegi diislinlilmektedir. SGLT2 inhibisyonunun sicanlarda kalp

yetmezligi modelinde artan sol ventrikiil kiitlesi ve sol ventrikiil diastol sonu ¢apini
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azalttig1 bildirilmistir (Inzucchi ve ark., 2015). Diabetik hayvan modelleri ile yapilan
caligmalarda, SGLT2i empagliflozin tedavisinin diabet ile bozulan endotel
fonksiyonlar1 iyilestirdigi, aortada oksidatif stresi azalttig1 (Oelze ve ark., 2014) ve

diabetteki kardiyovaskiiler remodelingi diizelttigi bulunmustur (Lin ve ark., 2014).

Ilerleyen yillarda yapilan biiyiik ¢apli klinik arastirmalar ile daha 6nceki
caligmalarda elde edilen bulgular1 destekler nitelikte 6nemli sonuglar alinmistir.
EMPA-REG OUTCOME (Empagliflozin Cardiovascular Outcome) g¢aligmasinda,
empagliflozin alan T2D hastalarinda kalp yetmezligine bagli hastaneye yatis (HFF)
(%35), KV nedenlerden 6liim (%38) ve herhangi bir sebeple 6liim (ACM) orant
(%32) plasebo alan hastalara gére anlamli olarak diisiik bulunmustur (Zinman ve
ark., 2015). Empagliflozinin olumsuz KV olay riskini azaltmadaki bu yararl
etkisinin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Bununla beraber, SGLT2i’lerin
bobrek koruma mekanizmalarina iliskin (Wanner, 2017) kalp fizyolojisi degisikligi
(Pham ve Chilton, 2017), hemodinamik, metabolik veya hormonal etkiler (Perreault,
2017) dahil olmak tizere cesitli potansiyel mekanizmalar Onerilmistir. Yakin
zamanda yapilan EMPA-HEART c¢alismasi, tedaviye SGLT2i ilavesinin kardiyak
olaylarda yararli oldugunu, 6zellikle KY ile giiclii bir iliskisi olan sol ventrikiil

kitlesini azalttigin1 gostermistir (Verma ve ark., 2019).

Bir baska SGLT2i ile yapilan CANVAS (Canagliflozin Cardiovascular
Assessment Study Program) ¢alismasinin ilk sonuglarina gore kanagliflozin ile tedavi
edilen hastalarda, plasebo alanlara gore daha diigsiik major advers kardiyak olay
(MACE: ACM, MI veya inme) riski tespit edilmistir (Neal ve ark., 2017). Ayni1
caligmanin devaminda, kanagliflozinin T2D hastalarinda KV 6liim riski ve HHF’yi
azalttig1 bulunmustur (Radholm ve ark., 2018).

DECLARE-TIMI 58 (Dapagliflozin Effect on CardiovascuLAR Events:
Thrombolysis in  Myocardial Infarction 58) klinik aragtirmasinda, SGLT2i
dapagliflozinin T2D hastalarinin genis bir popiilasyonunda KV 6liim oranini azalttig1
ve HHF’yi (%27) 6nemli derecede diislirdiigli gosterilmistir (Wiviott ve ark., 2019).
Daha onceden gecirilmis MI Oykiisii olan T2D hastalarinda MACE ve KV
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olim/HHF riski daha yiiksektir. Dapagliflozinin bu hastalarda her iki riski onemli
Olciide azalttigr bildirilmistir (Furtado ve ark., 2019). Bununla birlikte,
dapagliflozinin bazal sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunu {izerindeki yararinin
arastirilmasi i¢in yapilan bagka bir calismada, dapagliflozinin ejeksiyon fraksiyonu
azalmis kalp yetmezligi (HFrEF) olan T2D hastalarinda HHF, KV 6lim ve ACM'yi
diistirdiigii, HFrEF olmayan T2D hastalarinda ise sadece HHF'yi diisiirdiigi
gosterilmistir (Kato ve ark., 2019). Diabetin varligina bakilmaksizin sadece kalp
yetmezliginin incelendigi DAPA-HF (Dapagliflozin And Prevention of Adverse-
outcomes in Heart Failure) ¢alismasinda, HFTEF olan hastalarda kalp yetmezliginin
kotiilesme riski veya kardiyovaskiiler neden kaynakli 6liim riski dapagliflozin alan
hastalarda plasebo alan hastalara gore diisiik bulunmustur (McMurray ve ark.,
2019b). Bu calismayla es zamanli baslayan ve heniliz sonuglanmayan DELIVER
(Dapagliflozin Evaluation to improve the LIVEs of patients with pReserved ejection
fraction heart failure) adli klinik ¢alismada ejeksiyon fraksiyonu korunmus kalp
yetmezligi (HFpEF) olan hastalarda dapagliflozinin morbidite ve mortalite iizerine
etkisi incelenmektedir (McMurray ve ark., 2019a). DAPA-HF ve DELIVER
caligmalari, SGLT2i’lerin kalp yetmezliginin 6nlenmesini biiylik dl¢iide incelemis
olan diger denemelerden farkli olarak, her iki ana fenotipte iyi karakterize edilmis
kalp yetmezligi olan hastalar icin giivenli ve etkili bir tedavi olup olmadiginin

belirlenmesi agisinda 6nem tagimaktadir (McMurray ve ark., 2019a).
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1.1.5.3. Sodyum Glukoz Kotransport 2 inhibitorlerinin Yan Etkileri

SGLT2i’lerin en yaygin yan etkileri, idrarda glukoz atimi nedeniyle orta
dereceli ve kolay tedavi edilebilen iiriner ve genital sistem enfeksiyonudur (Desouza
ve ark., 2015 ve Jabbour ve ark., 2018). Insiilin salgilanmasindan bagimsiz sekilde
kan sekeri diizeyini diisiirdiikleri icin hipoglisemi riski ¢ok diisiiktiir. SU, TZD ya da
insiilin gibi hipoglisemi yapan ilaglar ile kombinasyon tedavilerinde de

hipoglisemide bir artis gériilmemistir (Halimi ve Verges, 2014).

Tiim SGLT2i’lerin kullaniminda irtiker, kasinti, 1s18a duyarlilik ve cesitli
dokiintiilerin eslik ettigi bircok vaka ile deri toksisitesi bildirilmistir. laglardaki
aromatik halka varligi, “a¢il glukuronid” metaboliti olusumu ile birlikte
hipersensitivite reaksiyonlarina neden oldugu disiiniilmektedir (Raschi ve ark.,
2017). Bununla birlikte, diabetik ketoasidozis ile ilgili vakalar bildirilmis olsa da bu
vakalarm 6nemli bir kisminin T1D hastalarinda endikasyon dist kullanim ile ilgili
oldugu (TITCK, 2016) ve T2D hastalarinda T1D hastalarina gore ortalama olarak
daha az siddetli oldugunu belirtilmistir (Bonora ve ark., 2018).

Kanagliflozin esas olarak ayak parmagi veya metatarsal diizeyinde olmak
lizere yiliksek ampiitasyon riski ile iliskilendirilirken (Neal ve ark., 2017),
dapagliflozin ile yapilan ¢aligmada, amputasyon olay1 bildirilmemistir (Fioretto ve

ark., 2018).

SGLT2 inhibisyonun kemik iizerinde olumsuz etkilere yol ac¢tig1 varsayilan
serum fosfat seviyelerini artirma potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir (Taylor ve
ark., 2015); ancak, dapagliflozin (Fioretto ve ark., 2018), kanagliflozin (Qiu ve ark.,
2017) ve empagliflozinin kirilma riskini arttirmadigi gosterilmistir. Dahasi,
kalsiyum, inorganik fosfor ve 25-hidroksivitamin D gibi kemik minerallerinde
dapagliflozin kullaniminda anlamli bir degisiklik bildirilmemistir (Ljunggren ve ark.,

2012).
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Dapagliflozin kullanimina bagl mesane kanseri (Ptaszynska ve ark., 2015) ve
meme kanseri (Lin ve Tseng, 2014) vakalar1 bildirilmistir. Ancak, az sayida kanser
vakasinin olmasi ve preklinik ¢aligmalarda dapagliflozinin kanserojen potansiyelinin
bulunmamasi (Billger ve ark., 2019), dapagliflozin ile artmis mesane kanseri riski
arasindaki nedensel iliskiyi desteklememektedir. Bununla birlikte, insanlarda
dapagliflozin ile kanser arasindaki iligkinin onceden var olan kanserin erken

teshisinin bir sonucu oldugu diisliniilmektedir (Lin ve Tseng, 2014).

Son zamanlarda SGLT2i kullanima bagli olarak bildiren en ciddi yan etki
fourneir gangreni (FG) olmustur (Bersoff-Matcha ve ark., 2019). FG; dis genital,
perineal ve perianal bolgeyi etkileyen; akut, hizli ilerleyen ve potansiyel olarak
oliimciil olan infektif nekrotizan fasiittir (Smith ve ark., 1998). Diabetes mellitus, FG
gelisimi i¢in bir risk faktorii olmasina ragmen, raporlanan vakalarin bazilarinin
muhtemelen SGLT2i kullanimu ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Bu konu ile ilgili
saglik otoriteleri (EMA, 2019; FDA, 2018 ve TITCK, 2019) tarafindan hekimlere ve
SGLT2i kullanan hastalara dikkat uyarilar1 yapilmistir.
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1.2. Beta Adrenerjik Reseptorler

Adrenerjik reseptorler (AR), bir baska deyisle adrenoseptorler, noradrenalin
(norepinefrin) ve adrenalinin (epinefrin) merkezi ve periferik etkilerine aracilik eden
reseptorlerdir. Adrenoseptorler hemen hemen tiim periferik dokularda ve merkezi
sinir sistemi i¢indeki bir¢ok ndronal popiilasyonda bulunmaktadir. Hem noradrenalin
hem de adrenalin kan basmcinin, miyokardiyal kasilma hizinin ve kuvvetinin,
solunum yolu reaktivitesinin ve g¢esitli metabolik ve merkezi sinir sistemi

fonksiyonlariin kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir.

1948'de, adrenoseptdrler ilk once farmakolojik Ozelliklerine (agonistlerin
potens sirasina) dayanarak alfa (o) ve beta () olmak {izere iki ana tipe ayrilmistir
(Ahlquist, 1948). Daha sonra hem farmakolojik hem de molekiiler kanitlara
dayanarak, her biri {i¢ alt tipe boliinmiis ii¢ ana tip (a1, a2 ve B) belirlenmistir (Sekil

1.4).

adrenoseptorler
[ I
o.-adrenoseptorler 0l,- adrenoseptorler [ -adrenoseptorler
I | I [ |
1A ®1B %1p %24 2B A2c B1 B2 B3

Sekil 1.4. Adrenoseptor tipleri (Brodde ve Michel, 1999) ve (Katrin ve ark., 2019)’dan uyarlanmistir.
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1.2.1. Beta Adrenerjik Reseptor Alt Tipleri

Ik olarak, 1967'de, B-AR’lerin agonistlere verdigi cevabi Ahlquist'e benzer
sekilde karsilastiran Land ve arkadaslar1 (1967), B-AR’lerin iki alt tipinin oldugu
sonucuna vardilar. Buna gore; noradrenalin ve adrenaline kars1 ayni1 derecede duyarlt
olan reseptor Pi-AR; noradrenaline karsi daha az duyarli olan B2-AR olarak
siniflandirilmistir (Katrin ve ark., 2019 ve Lands ve ark., 1967). Daha sonra yapilan
caligmalar ile PB-AR aracili cevaplarin hepsinin Bi- veya [2-AR olarak
smiflandirilamayacagi, ek bir B-AR alt tipinin daha var oldugunu anlasilmistir (Arch
ve ark., 1984 ve Bond ve Clarke, 1988). Yaygmn olarak kullanilan B-AR
antagonistlerine duyarsiz olan bu reseptér B3-AR olup genellikle “atipik” B-AR
olarak adlandirilmaktadir. Buna ek olarak, farmakolojik kanitlar ile ¢esitli tiirlerin
kardiyak dokularinda lokalize dordiincii bir -AR olabilecegi iizerinde durulmus olsa
da (Kaumann, 1997) bu reseptoriin Bi-AR’nin diisiik afiniteli bolgesi oldugu

anlagilmistir (Kaumann ve ark., 2001).

B-AR alt tipleri belirgin bir sekilde farkli doku dagilimlarina sahiptir. f1-AR
esas olarak kalpte ifadelenirken; B2-AR uterus, iskelet kasi ve akcigerlerde; B3-AR
ise baglica adipoz doku ve mesanede olmak iizere bir¢ok doku ve organda

ifadelenmektedir (Coman ve ark., 2009).

1.2.2. Beta Adrenerjik Reseptorlerin Yapisal Ozellikleri

Beta adrenoseptorler G proteini kenetli protein (G-protein couple reseptor-
GPCR) ailesinden olup, ii¢ hiicre i¢i ve ii¢ hiicre dis1 kivrim iceren yedi adet
transmembran (TM) bolgeye sahiptirler (Sekil 1.5) (Rasmussen ve ark., 2007). N-
terminali (ug) hiicre disindadir ve glikozile edilir, C-terminali ise hiicre i¢indeki son
bolgedir (Sekil 1.6). Bi1 ve P2-AR arasindaki yapisal homoloji %54, Bs- ve Bi-AR
arasinda %51 ve P2- ve B3-AR arasinda %46’dir (Nahmias ve ark., 1991).
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Hucre disi

Kivrim 1

Kiviim 3

Kiviim 1

Hucre igi

Sekil 1.5. f2-AR’nin sematik diyagrami (Rasmussen ve ark., 2007). Beyaz harfli siyah daireler
modele dahil olmayan diizensiz amino asitleri gosterir. Gri harfli daireler, kristalografi i¢in kullanilan
B2-AR 365 yapisinda bulunmayan amino asitleri gosterir. Kirmizi harfler, yan zincir elektron
yogunlugunun modellenmedigi amino asitleri gosterir. Sar1 daireler, mutajenez ¢alismalarindan ligand
baglanmasinda rol oynayan amino asitleri gosterir. Turuncu amino asitler korunmus DRY sekansini
gosterir. Yesil amino asitler Fab5 epitopunu olusturur ve pembe amino asitler kivrimdaki Fab5 sabit
alanina kars1 yogunlagmustir. Kii¢lik mavi daireler glukozilasyon bolgelerini gosterir. Kirmizi ¢izgiler
onluk amino asit artiglarini gosterir.
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N terminali

C terminali

Sekil 1.6. B1-AR yapisinin gokkusagi renginde serit gosterimi (Warne ve ark., 2008). N terminali,
mavi; C terminali, kirmizi; Na" iyonu pembe, disilfiir bagma yakin olan iki tanesi sar1 ve bosluk
doldurma modeli olarak siyanopindolol. EL2, hiicre dig1 kivrim 2; CL1 ve CL2, sitoplazmik kivrimlar
1 ve 2°dir.

Yakin zamanda, insan B2-AR yapist X-151n1 kristalografisi ile aydinlatilmigtir
(Sekil 1.5) (Cherezov ve ark., 2007 ve Rasmussen ve ark., 2007). Bu, 7-TM
reseptorlere ait kristal yapisinin ¢oziildiigii ilk o6rnek olmasi ve diger 7-TM
reseptorlerinin  homoloji modelleri i¢in bir sablon olmas1 agisindan Onem
tasimaktadir (Katrin ve ark., 2019). Insan Bi-AR’nin kristal yapisi ise daha sonra
yaymlanmigtir (Warne ve ark., 2008)

1.2.3. Beta Adrenerjik Reseptorlerin Kardiyak Fonksiyonlardaki Rolii
Kardiyovaskiiler sistem fonksiyonlar1 sempatik ve parasempatik sinir sistemi
tarafindan diizenlenmektedir (Barbier ve ark., 2007). Sempatik sinir sistemi kalbin

kasilabilirligi, kalp atim hizt ve kardiyak debiyi noradrenalin ve adrenalin

araciligiyla diizenlemektedir. Sempatik sinir u¢larindan salinan noradrenalin, GPCR
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ailesinden olan a- ve B-AR’lere adrenerjik reseptdrlere baglanmaktadir (Brodde,
1993). Klasik olarak, kalp hiicrelerinde katekolamin stimiilasyonunun sinyal iletimi
esasen Bi1- ve f2-AR, daha az dlciide ise a1-AR’ye atfedilmistir. f1-AR’ler kalpteki -
AR’lerin ¢ogunlugunu olusturdugu icin kardiyak performansin diizenlenmesinde
daha onemli role sahip iken, f2-AR daha sinirli fonksiyona sahiptir (Dzimiri, 1999).
Bi- ve P2-AR’lerin kalpte pozitif inotropik, kronotropik ve lusitropik etkileri vardir.
Yakin zamana kadar B-AR aktivasyonu, sadece kardiyak kasilma uyarim ile
iligkilendirilmistir. Buna karsilik, Gauthier ve arkadaslarinin (1996) yapmis oldugu
bir ¢aligma bu paradigmay1 degistirmistir. 1 ve B2-AR’lerin aksine, B3-AR’ler kalpte
negatif inotropik etkiye aracilik etmektedir (Gauthier ve ark., 1996 ve Gauthier ve

ark., 1998).

B-AR sinyal diizeyi, reseptorlerin fonksiyonel durumlari ve reseptor
yogunlugu ile iliskilidir (Steinberg, 1999). insan kalbinde Bi- ve P2-AR alt tipleri
ventrikillerde %70-80:%20-30 oraninda, atriumlarda ise %60-70:%30—-40 oraninda
ifade edilmektedir (Brodde, 1991). ilging bir sekilde, (Rodefeld ve ark., 1996) insan
sinoatriyal diiglimlerinde B-AR yogunlugunun, atriyal miyokarddakinden 3 kat daha
yiiksek oldugunu bulmustur. Ayrica, kalpte genel olarak Bi-AR alt tipinin baskin
olmasina karsin, sinoatriyal dugiimdeki p2-AR yogunlugunun sag atriyal
miyokardiyuma gore 2,5 kat daha yiiksek oldugunu gosterilmistir (Brodde ve Michel,
1999). Tanimlanan son kardiyak B-AR alt tipi olan B3-AR kardiyovaskiiler sistemde
sayisiz fonksiyona sahip, insan kalbindeki diger B-AR izoformlarina gore en diigiik
ifadelenme oranina sahiptir. Bu nedenle, fizyolojik kosullar altinda, bu B-AR alt
tipinin katekolaminlerin kardiyovaskiiler etkilerine aracilik etmesinde daha az rol

oynadig diistiniilmektedir (Kayki-Mutlu ve ark., 2019a).

1.2.3.1. Beta Adrenerjik Reseptorlerin Hiicre Ici Sinyal Transdiiksiyon
Yolaklan

Kardiyomiyositlerde ifadelenen B-AR alt tiplerinin fonksiyonel 6zellikleri ve

sinyal yolaklar1 farklilik gostermektedir (Steinberg, 1999). Kardiyak Bi- ve Po-
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AR’nin uyarilmasi kenetli olduklar stimiile edici G proteini (Gas) tizerinden adenilat
siklaz-siklik monofosfat-protein kinaz A (AC-cAMP-PKA) yolagini uyarmakta,
bdylece pozitif inotropik ve kronotropik etki olugmaktadir (Sekil 1.7). Bi- ve Po-
AR’lerin uyarilmasi ile reseptdrler Gos’a baglanarak AC’yi aktive etmekte ve
cAMP'nin hiicre i¢i seviyesini arttirmaktadir (George ve Pitt, 2006). Bu, L-tipi Ca™*
kanallart ve fosfolamban (PLN) dahil olmak fiizere birka¢ sarkolemmal proteini
fosfor yapan PKA'nin aktivasyonuna yol agmaktadir (Kaumann ve Molenaar, 1997).
Artmig PKA aktivitesi L-tipi Ca™" kanallarinin fosforilasyonunu ve Ca™ akigini
arttirmaktadir. Sonug olarak, hiicre i¢i Ca*™ diizeyleri artarak kardiyak kontraktilite
saglanmaktadir. Buna ek olarak PLN fosforilasyonu, sarkoplazmik retikulum icine
Ca"™ alimim artirarak, diastolik gevsemede rol oynamaktadir (Brodde ve Michel,
1999) (Sekil 1.8 ve 9). Gas’lara ek olarak, B2-AR'ler, inhibitér G-proteinine (Gai)
proteinine baglanarak AC inhibisyonuna neden olmaktadir. Dahasi, Gai birlesmesi,
fosfolipaz 2 (PLA2), fosfosinositid 3 kinaz (PI3K) ve protein kinaz B (Akt)'yi aktive
ederek kardiyak miyositlere karsi bir antiapoptotik sinyal tretilmesine aracilik

etmektedir (Kayki-Mutlu ve ark., 2019a).

Klasik olarak Bi ve B2-AR’lerin aksine B3-AR’ler Goi’ye baglanarak kalpte
negatif inotropik etkiyi olusturmaktadir (Dzimiri, 1999 ve Gauthier ve ark., 1996).
Bu etkiye nitrik oksit-siklik guanozin monofosfat-protein kinaz G (NO-cGMP-PKG)
yolagi aracilik etmektedir (Gauthier ve ark., 1998) (Sekil 1.10). B3-AR’lerin
uyarilmast sonucunda aktive olan endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) veya néronal
nitrik oksit sentaz (nNOS) NO iiretimini arttirmakta ve ardindan ¢oziilebilir guanilat
siklaz (sGC) aktivasyonuna neden olmaktadir. Sonrasinda hiicre i¢i cGMP miktar1
artarak cGMP bagimli PKG aktive edilmektedir. Sonug olarak, troponin I ve L-tipi
Ca"" kanali fosforile edilerek negatif inotropi meydana gelmektedir (Cannavo ve

Koch, 2017).
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Sempatik
sinir

Kardiyak
miyosit

Sekil 1.7. B1 ve B2-AR’iin hiicre i¢i sinyal transdiiksiyon yolagi (Klabunde, 2019). NE, noradrenalin;
Gs, stimiile edici G proteini; AC, adenilat siklaz; cAMP, siklik adenozin monofosfat; ATP, adenozin
trifosfat; SR, sarkoplazmik retikulum; PKA, protein kinaz A.
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Sekil 1.8. PLN/SERCA aktivitesinin diizenlenmesinde [ adrenerjik agonist uyarimi (Kranias ve
Hajjar, 2012). PKA aktivasyonu, B-AR stimiilasyonunun SR’ya Ca** taginmasi ve kasilma {izerindeki
uyarict etkilerini artiran PLN fosforilasyonuna neden olur.
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Sekil 1.9. PLN'nin modellenmesi (Kranias ve Hajjar, 2012). Ug alan vardir: Fosforile Ser16 ve Thr17
bolgelerini igeren sitozolik alan la, pentamer stabilizasyonu ve SERCA2amin fonksiyonel
regiilasyonunda 6nemli olan aminoasitleri iceren sitosolik domain Ib ve transmembran domain II.
PLN monomeri SERCA2a ile etkilesime girerek SERCA2a aktivitesini inhibe ederken, PLN
fosforilasyonu pentamerik birlesmeye ve PLN’nin SERCA2a iizerindeki inhibitdr etkilerinin
hafiflemesine yol acar.
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Sekil 1.10. Kardiyomiyositlerde 3-AR sinyal aktivasyonunun sematik gdsterimi (Cannavo ve Koch,
2017).

1.2.4. Diabetik Kalpte Beta Adrenerjik Reseptorler

Kardiyak B-AR’lerin kalp fonksiyonlarmin diizenlenmesinde énemli bir rol
oynamasiyla birlikte kardiyovaskiiler hastaliklardaki etkilerinin de {izerinde
durulmaktadir. Kardiyak patolojilerde katekolamin diizeyleri artmaktadir. Bu durum
kardiyomiyosit membranindaki reseptorlerde duyarsizlasmaya ve reseptor aracili
yanitlarda azalmaya neden olmaktadir (Thackeray ve ark., 2011). Artan sempatik
aktivite ve azalan B-AR ifadelenmesinin son donem kalp yetmezligi ile iligkili
oldugu gosterilmistir (Bristow ve ark., 1982; Brodde, 1991; Gauthier ve ark., 1996

ve Lameris ve ark., 2000).

Bununla beraber, B-AR yanitlarindaki bozuklugun diabetin yol actig
kardiyak disfonksiyonda onemli bir rol oynadigi bircok c¢alisma ile ortaya
konulmustur. Diabetik hayvanlar ile yapilan ¢alismalarda kalp preparatinda f-AR
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agonist stimiilasyonunun inotropik ve/veya kronotropik etkilerine kars1 azalan yanit
verebilirligi gdsterilmistir. Deneysel T1D hayvanlart kullanan (Foy ve Lucas, 1976)
diabetin bradikardiye neden oldugunu gostermistir. Bu arastirmacilar ayn1 zamanda,
diabetik hayvanlarin noradrenalinin presor etkisine ve izoprenalinin pozitif
kronotropik ve inotropik etkilerine kars1 daha az duyarli olduklarini bulmuslardir. Bu
depresif kardiyak yanitlarin altinda yatan mekanizmanin kardiyak (B-AR
yogunlugunun ve/veya fonksiyonunun azalmasi ile agiklanabilecegi diisiiniilmiistiir.
(Savarese ve Berkowitz, 1979) daha sonra bu bulgular1 dogrulamakla kalmamuis, ayni
zamanda elde ettikleri sonuclart B-AR yogunlugundaki azalma ile iligkilendirmistir.
Sonrasinda, bir¢ok arastirma grubu deneysel diabetik hayvan kalbinde B-AR
yogunlugundaki azalmay1 dogrulamistir (Atkins ve ark., 1985; Gando ve ark., 1997,
Heyliger ve ark., 1982; Latifpour ve McNeill, 1984 ve Sundaresan ve ark., 1984).

Dinger ve ark. (2001)’in siganlar ile yaptigi bir ¢alismada 14 haftalik
streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diabet sonucunda sicanlarin kalbindeki Bi-AR
mRNA ve protein ifadesinin azaldigi, PB>-AR mRNA ifadesinin ise arttig1
bulunmugtur. Bidasee ve ark. (2008)’1n yaptig1 baska bir ¢alismada, 7 haftalik STZ
ile indiiklenen diabetik sigan ventrikiillerinde Pi- ve P2-AR protein ifadesinin
azaldig1 bulunmustur (Bidasee ve ark., 2008). Bunlara ek olarak, yiiksek yag diyeti
(HFD) ve STZ ile indiiklenen diabetik sican modeli ile yapilan caligmalarda,
kardiyak Bi-AR (Haley ve ark., 2015 ve Thackeray ve ark., 2011) ve f2-AR (Haley
ve ark., 2015) protein ifadesi azalmistir. Bu veriler, 6zellikle Bi-AR ifadelenmesi
ve/veya fonksiyonundaki azalmanin, diabetik hayvanlarin kardiyak iletim

bozuklugunda 6énemli bir rol oynayabilecegi kavramini desteklemektedir.

Bu verilerin aksine, diabet ile kalpteki f3-AR mRNA (Dincer ve ark., 2001 ve
Kayki-Mutlu ve ark., 2014) ve B3-AR protein ifadesinde (Amour ve ark., 2007,
Amour ve ark., 2008; Bidasee ve ark., 2008 ve Kayki-Mutlu ve ark., 2019b) artis
bulunmustur. Saglikli kalpte minimal diizeyde olan B3-AR stimiilasyonu ve negatif

inotropik etkinin diabetik kalpte belirgin hale gelmesi, diabetin erken donemlerinde
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artan sempatik aktivasyona karsi koruyucu bir mekanizma olarak yorumlanmaktadir

(Amour ve ark., 2007).

Bu caligmalara ek olarak, diabetik kalpte meydana gelen B-AR yogunluklar
ve fonksiyonlarindaki degisikliklere diabet tedavinin etkisi incelenmistir. Diabet ile
azalan B1-AR protein ifadesinin insiilin tedavisi ile arttig1 gosterilmistir (Dincer ve
ark., 2001 ve Haley ve ark., 2015). Diabetin neden oldugu Bi-AR aracili
yanitverirlikteki azalma sitagliptin tedavisi ile diizelmistir (Uyar-Boztas ve ark.
2017). Buna ek olarak, diabet ile artan B3-AR ifadesinin ve f3-AR’nin aracilik ettigi
yanitlarin insiilin tedavisi ile kontrol degerlere diistiigli bildirilmistir (Arioglu-Inan

ve ark., 2013; Dincer ve ark., 2001 ve Kayki-Mutlu ve ark., 2019b).

(a) Saglikhi kalp _ (b) zayif kalp

trends in Pharmacological Sciences

Sekil 1.11. Saglikli ve zayif kalp kasinda inotropik olarak zit etki gosteren B-AR’lerin hipotetik rolii
(Gauthier ve ark., 2000). NO, nitrik oksit; AC, adenilat siklaz; eNOS, endotelyal nitrik oksit sentaz.
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1.3. Amacg

Kardiyovaskiiler hastaliklar, diabeti olan kisilerde morbidite ve mortalitenin
birincil nedenidir. Diabete bagli kardiyovaskiiler komplikasyonlarin 6nlenebilmesi
icin glisemik kontroliin saglanmasi 6nemlidir, ne var ki, tek basina yeterli degildir.
Bu nedenle, diabet tedavisinde kardiyovaskiiler hastaliklar {izerine olumlu etkileri
olan ilaglarin kullanim1 6nemli hale gelmistir. T2D tedavisinde yeni kullanilmaya
baslanan SGLT2i’ler ¢oklu etkileri olan antihiperglisemik bir ilag grubudur.
SGLT2i’lerin plazma aglik kan sekerini, HbAic’yi, kan basincint ve plazma lipid
diizeylerini diisiirdiigii, beden kiitle indeksini azalttig1 bulunmustur. Bununla birlikte,
T2D hastalarinin genis bir popiilasyonunda KV 6liim oranmi azalttigi ve HHFyi
onemli derecede diisiirdiigii gosterilmistir. Dahasi, bu grup ilaci olan dapagliflozinin

HFrEF olan T2D hastalarinda HHF, KV 6lim ve ACM'yi diistirdiigli bildirilmistir.

SGLT2i’lerin gdsterilen bu olumlu etkilerinin mekanizmalar1 ise tam olarak
aciklanamamistir. Bazi aragtirmacilar, bu grubun s6z konusu yararlarini natriiireze
bagli hemodinamik etkiler ve glukoziiriye bagli metabolik etkilerle aciklamaya
calismistir (Lahnwong ve ark., 2018). Ote yandan, bazi arastirmacilar ise
kardiyoprotektif etkiyi STAT3 yolagi aktivasyonu (Lee ve ark., 2017);
noérohormonlarin modiilasyonu (Shi ve ark., 2017); Na"/H" degistirici (NHE)
(Uthman ve ark., 2018), ateroskleroz (Han ve ark., 2017), inflamasyon (Ye ve ark.,
2017), oksidatif stres (Oelze ve ark., 2014) ve apopitoz (Zhou ve Wu, 2017)
inhibisyonu etkileri ile iligkilendirmistir. Buna karsin, bu etkilerin B-adrenerjik
yanitverirlik  ile  iliskisi ~ heniiz  incelenmemistir. =~ Kardiyak  B-AR
ifadelenmesi/yanitverirligindeki  degisimlerin ~ diabetin yol ag¢tifi  kardiyak
komplikasyonlara katkis1 disiiniildiigiinde, SGLT2i’lerin kardiyak p-AR’lere
etkisinin arastirilmasi 6nem kazanmaktadir. Bu noktadan hareketle, ¢alismamizda
HFD ve diisiik doz STZ ile indiiklenen diabetik sican modelinde bir SGLT2i olan
dapagliflozinin kardiyak B-AR aracili yanitverirlige olasi etkisinin incelenmesi

amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Gerecler

2.1.1. Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

o %95 02/%5 CO; igeren gaz karisim tiipli

e %100 O iceren gaz tiipli

e Analizor (Cobas 6000: ¢ 501 ve €601 modiilleri, Roche, USA)

e Anestezi cihaz1 (Harvard Apparatus, USA)

e Anestezi kafesi (Animal anesthesia chamber) (MAY, Commat Ltd., Ankara,
TR)

e Basing-hacim kateteri ve data analiz sistemi (Transonic, USA)

e Bilgisayar kontrollii data kaydedici-1 (BioPac Systems, MP35, USA)

e Bilgisayar kontrollii data kaydedici-2 (BioPac Systems, MP100A-CE, USA)

e Buzdolab1 (+4°C) (Argelik, TR)

e Buz makinesi (HOSHIZAKI, FM-120DE, J)

e Cam malzemeler (Beher, meziir, petri vs.)

e Cerrahi iplik (ipek, 3.0) (Dogsan, TR)

e Cerrahi makas ve pensler (INOX, DE)

e (alkalayici-1 (IKA®-WERKE, Type OS 10K, DE)

e C(Calkalayici-2 (MRC, KDS 3016, RC)

e Derin dondurucu-1 (-20°C) (Argelik, TR)

e Derin dondurucu-2 (-80°C) (Niive, DF 490, TR)

e Eldiven (Nitril)

o Elektroforez tanki (Bio-Rad, USA)

e Enjektor (Iml) (Hayat®, TR)

e Enjektor (Polietilen) (Cesitli hacimlerde)

e Film basma kaseti (Amersham, UK)

e Film gelistirici ve durdurucu ¢dzeltilerin konuldugu kaplar
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Film, rontgen (Medical X-ray blue/MXBE film) (Carestream, USA)

Filtre kagidi 0.45um (Cellulose acetate filter) (Sartorius Stedim, DE)

Gazli bez (steril)

Gli¢ kaynagi-1 (PowerPac Basic (300V,400mA,75W), Bio-Rad, USA)

Gli¢ kaynagi-2 (Stimulus isolation power supply) (MAY, ISO 150-C,
Commat Ltd., Ankara, TR)

Gii¢ transdiiseri (F30 HSE, Force transducer Type 372, Harvard Apparatus,
DE)

Hassas terazi-1 (SCALTEC, SBA 31, Heiligenstadt, DE)

Hassas terazi-2 (KERN ABJ 220, DE)

Havan ve havan eli (porselen)

Ikili petri kab1 (Type 866, Hugo Sachs Elektronik, DE)

Inkiibatér-1 (Kuru) (Blur Pard, PHO50A, RC)

Inkiibatér-2 (Dry bath) (MAJOR SCIENCE, California, USA)

Kaba Terazi (SCALTEC, SBA 61, Heiligenstadt, DE)

Kronometre

Langendorff perfiize kalp sistemi

Likit nitrojen tanki

Manyetik karistirici-1 (Isiticili) (Heidolph, Schwabach, DE)

Manyetik karistirici-2 (Isiticilt) (MToro, MS300HS, KP)

Membran-1 (Nitroseliiloz) (Bio-Rad, USA)

Membran-2 (PVDF) (Bio-Rad, USA)

Mikro plaka (96 kuyucuklu)

Mikroplaka okuyucu (Moleculer Devices, SpektraMAX® 190, USA)
Operasyon masast (Small animal operating table Type 861 (with heating
contreller 24V/40W) (Harvard Apparatus, DE)

Otoklav (ALP, J)

Olgiim cihaz1 ve test stribi (Kan sekeri 6l¢iimii icin) (Bayer, Contour Plus,
CH)

Parafilm (Bemis Company, Inc., USA)

pH metre (ISOLAB, TR)
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Pipet-1 (Multiple ® Xstream) (Eppendorf, Hamburg, DE)

Pipet-2 (Otomatik) (1-10 ul; 20-100ul; 100-1000ul) (Alfagen, TR)

Pipet-3 (Otomatik) (1-10ul; 20-100ul; 100-1000ul) (Eppendorf, Hamburg,
DE)

Pipet uglar1 (10, 100 ve 1000 ul hacimlerinde) (Vertex/USA Scientific, USA)
Plastik malzemeler (Standart ve DNAse Free 6zellikte)

Pompa-1 (Compact Drive) (Masterflex L/S, 7021-24, Illinois, USA)

Pompa-2 (Reglo) ISMATECH, ISMA 827, DE)

Poset agz1 kapatma makinas1 (King Star)

Sicaklik ayarlayici (Temperature Controller DC for Steiert Papillary muscle
organ bath, Type 391/1, Harvard Apparatus, DE)

Santrifiij-1 (Hettich, EBA 12, Tuttlingen, DE)

Santrifiij-2 (Sogutmali) (Hettich, Micro 200R, Tuttlingen, DE)

Santrifiij-3 (Sogutmali) (Hettich, Rotina 35R, Tuttlingen, DE)

Santriflij-4 (Quick) (HERMLE, Z 160 M, Wehingen, DE)

Sonikatér (BANDELIN Sonoplus, HD 2200, Berlin, DE)

Spatiil (metal ve porselen)

Steiert yatay sliperfiizyon sistemi (Type 813, Hugo Sachs, Harvard
Apparatus, USA)

Stimiilator (Grass S44, USA)

Su banyosu (Heating circulator) (MAY, WBC3044-PR, Commat Ltd.,
Ankara, TR)

Su vakum pompasi (JPV, Velp Scientifica, I)

Transdiiser (Isometric force displacement) (May FDT 10, Commat Ltd.,
Ankara, TR)

Transdiiser amplifikatorii (MAY, BA-97, Commat Ltd., Ankara, TR)

Tiip (santrifiyj i¢in) (0,4; 0,5; 1,5; 2; 15 ve 50 ml hacimlerinde) (ISOLAB,
DE)

Transfer kaseti (Bio-Rad, USA)

Transfer tanki (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad, USA)
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Vakumlu siizme seti (Erlen, vakum bagligi, siizme haznesi, slizme seti

kiskaci)

Veri kayit/analiz sistemi-1 (MP100, Biopac-System Inc, USA)
Veri kayit/analiz sistemi-2 (MP35, Biopac-System Inc, USA)
Vorteks-1 (SCILOGEX, MX-S, Connecticut, USA)

Vorteks-2 (Velp Scientifica, I)
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2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Akrilamid/Bis Soliisyonu (%40, 37,5:1) (Bio-Rad, USA)
Amonyum persiilfat (Bio-Rad, USA)

Antikor (birincil) (a-tubulin, ab4074, Abcam, Cambridge, UK)
Antikor (birincil) (B3-AR, ab101095, Abcam, Cambridge, UK)
Antikor (birincil) (GRP78, ab21685, Abcam, Cambridge, UK)
Antikor (birincil) (eNOS, CST9572, Cell signaling, USA)
Antikor (birincil) (PLN, CST8495, Cell signaling, USA)
Antikor (birincil) (p-PLN (PLNse'16/tr17) "CST8496, Cell signaling, USA)
Antikor (birincil) (SERCA2a, CST4388, Cell signaling, USA)
Antikor (ikincil) (Antirabbit, CST7074, Cell signaling, USA)
BCA Kiti (Thermo Scientific, Pierce™ BCA, USA)

Bovine serum albumin (BSA) (Equitech Bio, Inc., USA)
Bromfenol blue (Sigma-Aldrich, USA)

CL 316,243 (Cayman Chemical, 17499, USA)

Dapagliflozin (Forziga, AstraZeneca, USA)

Desipramin (Sigma-Aldrich, DE)

Dietil eter (Merck, DE)

Dimetil siilfoksit (DMSO) (CH3SOCH3) (Carlo Erba, IT)
Dithiothreitol (Bio-Rad, USA)

ECL soliisyonu (Clarity, Bio-Rad, USA,)

Enoksaparin (Clexane, Sanofi, TR)

Etanol

Fenoterol (Sigma-Aldrich, DE)

Film banyosu developer ¢ozeltileri (Konax, TR)

Film banyosu fikser ¢ozeltileri (Konax, TR)

Forskolin (Sigma-Aldrich, USA)

Gliserol (Sigma-Aldrich, DE)

Glisin (Bio-Rad, USA)

Glukoz monohidrat (CsH1206.H20) (Sigma-Aldrich, E)
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Heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat, istanbul, TR)
Izofluran (Piramal Critical Care Inc./ADEKA, USA/TR)
Izoprenalin (Sigma-Aldrich, RC)

Izopropanol (Sigma Aldrich, DE)

Kalsiyum klortir dihidrat (CaCl,.2H>0) (Sigma-Aldrich, DE)
Kollajenaz tip 2 (Worthinghon, USA)

Magnezyum siilfat heptahidrat (MgS0O4.7H20) (Sigma-Aldrich, DE)
Membran strip soliisyonu (Nyztech, PT)

Metanol (Merck, Sigma Aldrich, DE)

Nadolol (Sigma-Aldrich, DE)

Noradrenalin (Sigma-Aldrich, USA)

Potasyum fosfat monobazik (KH>PO4) (Sigma-Aldrich, DE)
Potasyum kloriir (KCl) (Sigma-Aldrich, DE)

Prazosin (Sigma-Aldrich, DE)

Proteaz inhibitor kokteyl (Sigma-Aldrich, USA)

Protein markeri (PageRuler, Pierce, Thermo, USA)

RBS Cleaning agent (Medline Scientific, UK)

RIPA tamponu (Sigma-Aldrich, USA)

Seliiloz asetat filtre (Sartorius AG, Goettingen, DE)

Sican yemi (Optima A.S., Bolu, TR)

Sican yemi (%35 yag) (OpenSourceDiet D12492, ARDEN, Ankara, TR)
Sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Sigma-Aldrich, DE)
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Bio-Rad, USA)

Sodyum kloriir (NaCl) (Sigma-Aldrich, DE)

Sodyum ortovanadat (Sigma-Aldrich, USA)

Streptozotosin (Sigma-Aldrich, DE)

TEMED (Bio-Rad, USA)

Tris (Bio-Rad, USA)

Tris buffered saline (TBS) (Bio-Rad, USA)

Tris/Glisin/SDS tamponu (TGS) (Bio-Rad, USA)

Tween 20 soliisyonu (Bio-Rad, USA)
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2.2. Kullanilan Deney Hayvanlar:

Calismamiz icin Bilkent Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii Deney Hayvanlari Unitesi'nden 52 adet 5 haftalik (100-150 g)
erkek Sprague-Dawley sican alinarak Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilim Dali Deney Hayvami Barindirma ve Kullanim Unitesi’ne
yerlestirilmistir. Deney protokolii baglamadan 6nce sicanlarin bu {initeye alismalar
icin bir haftalik karantina siiresi uygulanmistir. Sicanlar bu tinitede 12 saat aydinlik
12 saat karanlik ortamda (07.00-19.00 saatleri aras1 aydinlik, 19.00-07.00 saatleri
arast karanlik), 22+1°C sabit sicaklik ve 9%30-70 sabit nemde tutulmustur.
Barindiklar siire boyunca siganlar yem ve su (¢esme suyu) kisitlamasi yapilmaksizin

(ad libitum) beslenmistir.

Bu c¢aligma, Ankara Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 11/03/2015 tarih ve 2015-4-82 sayil1 onay1 alinarak yapilmistir (Ek.1).

2.2.1. Deney Gruplarn

Calismamizda 4 deney grubu bulunmaktadir. Bunlar:
i.  Kontrol grubu (K) (n=14): Normal yem (Cizelge 2.1) ile beslenmislerdir.
ii.  Tedavili kontrol grubu (KT) (n=13): Normal yem ile beslenmis ve 12 hafta
boyunca dapagliflozin ile tedavi edilmistir.
iii.  Diabetik grup (D) (n=14): HFD (Cizelge 2.2) ve diisiik doz STZ ile diabet
olusturulmustur.
iv.  Tedavili diabetik grup (DT) (n=13): HFD (Cizelge 2.2) ve diislik doz STZ ile

diabet olusturulmus ve 12 hafta boyunca dapagliflozin ile tedavi edilmistir.
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2.3. Kullanilan Yontemler

2.3.1. Diabetin Olusturulmasi

6 haftalik sicanlar 4 hafta boyunca HFD (%35g/g yag igeren diyet, Cizelge
2.2) ile beslendikten sonra 0,1 N pH: 4.5 sitrat tamponu i¢inde ¢oziilen 25 mg/kg
STZ’nin intraperitonel (i.p.) olarak uygulanmas ile diabet olusturulmustur. STZ
uygulamasindan 72 saat sonra kuyruk kanindan glukoz Sl¢lim stripleri araciligiyla
kan sekerine bakilmistir. Kan sekeri 200 mg/dl’nin {izerinde olan sicanlar diabet
kabul edilmistir. Baz1 sicanlarda ilk STZ dozu uygulamasindan sonra kan sekeri
artmig olmasina ragmen bir siire sonra kan sekeri normal seviyeye donmdiistiir. Bu
nedenle sicanlarda diabetin gelisiminden emin olmak i¢in tedavi dncesinde iki hafta
beklenilmistir. Kan sekeri 200 mg/dI’nin altinda olan si¢anlarda STZ injeksiyonu
tekrarlanmigtir. Buna karsin kan sekeri hala 200 mg/dI’nin altinda olan si¢anlar grup

dis1 birakilmiglardir.

2.3.2. Tedavi

Kontrol ve diabetik grup olmak tizere toplam iki grupta SGLT2i dapagliflozin
tedavisi 1 mg/kg/giin dozunda oral olarak uygulanmistir. Diabetik hayvanlarda
diabetin olusmasindan iki hafta sonra tedaviye baglanmigtir. Tedavi 12 hafta boyunca

uygulanmistir.
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Cizelge 2.1. Sicanlarin normal yem bilesenleri listesi

Bilesenler

Aciklama

Soya fasiilyesi kuspesi

Genetigi degistirilmis soya fasulyesinden
elde edilmistir: ACS-GMOOS5-3, MON-
04032-6, MON-89788-1

Bonkalit

Misir

Piring kepegi

Bitkisel yag

Genetigi degistirilmis soya fasulyesinden
elde edilmistir: ACS-GMOOS5-3, MON-
04032-6, MON-89788-1

Melas

Kalsiyum

Karbonat

Di kalsiyum fosfat

Tuz vitamin-mineral karigimi

Maya

Mitoksin baglayict

Kif 6nleyici

Analitik bilesenler (%)

Ham protein 23,0

Ham seliiloz 2,52

Ham yag 5,08

Ham kiil 7,17

Lizin 1,36
Metiyonin 0,51
Kalsiyum 1,11

Fosfor 0,76
Sodyum 0,25

iz Elementler

E2 Iyot (kalsiyum iyot anhidrat) 0,8 mg/kg
E3 Kobalt (kobalt karbonat monohidrat) | 0,15 mg/kg
E4 Bakar (bakursiilfat pantahidrat) 10 mg/kg
E5 Mangan (mangan oksit) 50 mg/kg
E6 Cinko (¢inko oksit) 50 mg/kg
E8 Selenyum (sodyum selenit) 0,15 mg/kg
Katki maddeleri-Vitaminler

E672 Vitamin A 36000 1.U./kg
E671Vitamin D3 6520 1.0./kg
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Cizelge 2.2. Siganlarin yiiksek yagli yem bilesenleri listesi

Uriin No: D12492*

Gr (%) Kcal (%)
Protein 26,2 20
Karbonhidrat 26,3 20
Yag 34,9 60
Toplam kcal/gr 5,24
Bilesenler
Kazein, 30 mes 200 800
L-sistin 3 12
Misir nigastasi** 0 0
Maltodekstrin 10 125 500
Siikroz 68,8 275,2
Seliiloz, BW200 50 0
Soya yag1** 25 225
Domuz yagi*** 245 2205
Mineral karigimi S10026 10 0
Dikalsiyum fosfat 13 0
Kalsiyum karbonat 5,5 0
Potasyum sitrat 1 H20 16,5 0
Vitamin karisimi V1001 10 40
Kolin bitartarat 2 0
FD&C Mavi boya** 0,05 0
Toplam 773,85 4057

*Yemlerin hazirlanmasinda Open Source Diet’in (USA) D12492 numaral: iiriin formiilii esas alinmis olsa da
birkag degisiklik yapilarak hazirlanmistir.

**Formiildeki bu maddeler eklenmemistir.

*** Domuz yaginin Tiirkiye’de bulunmasi zor oldugu i¢in yerine kuyruk yagi kullanilmistir.

*#%% Tiim maddelerin karistirilabilmesi i¢in toplam miktarin %40°’1 kadar su kullanilmistir. Daha sonra bu su
yemlerin kurutma islemi sirasinda buharlasacagi i¢in miktar goz ardi edilmektedir.

**#%*Bunlara ilaveten koruyucu olarak sitrik asit (0,01gr/su) kullanilmistir.

42



2.3.2. Kan Sekeri Olciimii

Haftahk Kan Sekeri Ol¢iimii

Sicanlarda her hafta pazartesi gilinleri saat 12:00’da kan sekeri Ol¢limii
yaptlmistir. Bu amagla, sicanlarin kuyruklarindan bir damla kan alinmis ve
glukometre kullamlarak glukoz stripleri yardimiyla 6lgiim yapilmustir. Olgiim

oncesinde herhangi bir yem/su kisitlamasi uygulanmamastir.

Oral Glukoz Tolerans Testi

Oral glukoz tolerans testi (OGTT) viicudun ana enerji kaynagi olan glukozun
viicut tarafindan kullanilma yetenegini 6lgen bir testtir. Bozulmus glukoz toleransin
teshis etmek i¢in; karbonhidrat metabolizmasi ve insiilin sekresyonunu hakkinda
bilgi vermesi i¢in kullanilan standartlastirilmis bir testtir. Bu test, glukozun oral
yoldan uygulanmasina ve daha sonra zamanla plazma glukoz ve insiilin seviyelerinin

izlenmesine dayanmaktadir.

Calismamizda, her gruptan sicana (K, KT, D ve DT; (n=8)) deneyler
baslamadan 6nceki hafta OGTT yapilmigtir. Bunun i¢in 6ncelikle, si¢anlar 12 saat
(21.00-09.00) ag¢ birakilmistir. 12 saat aclik sonrasi sicanlarin kuyruklarindan bir
damla kan alinmis ve glukometre kullanilarak glukoz stripleri yardimiyla kan sekeri
Olciim yapilmistir. Bu degerler 0. dakika kan sekeri/aclik kan sekeri (FBG) olarak
kaydedilmistir. Sonrasinda, her bir sicana oral gavaj ile 2 g/kg seker verilmistir. Bu
seker yiiklemesinin ardindan belli zaman araliklarda (30., 60., 90. ve 120. dakika)

yine kuyruktan alinan kan ile kan sekeri 6l¢timii yapilmistir.
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2.3.4. Serum Lipid Diizeylerinin Ol¢iimii

Deneyler icin sakrifiye edilen si¢anlarin kanindan elde edilen serum total,
HDL ve LDL kolesterol ve trigliserid (TG) Sl¢iimiinde kullanilmistir. Bu 6lgiimler

Adana Devlet Hastanesi Laboratuvarinda yapilmaigstir.

2.3.5. Deney Oncesi Yapilan Islemler

Deney giinii hayvanlarin beden agirliklar1 ve kan sekerleri dlciilmiistiir. Bu
Olciimler sonrasinda inhale anestezik madde (izofluran (%2) veya eter) yardimiyla
uyutulan hayvanlar sakrifiye edilmistir. Sakrifikasyon sicanlarin gogiis kafesi
acilarak ve sonrasinda kalbin aorttan kesilerek c¢ikarilmasi ile gerceklestirilmistir.
Kalbin ¢ikarilmasi sonrasi akan kan 2,5 ml’lik tiiplere alinmistir. Bu tiipler 3000 rpm
hizda 10 dakika santrifiij edilerek serumum kandan ayrilmasi saglanmis ve 2,5 ml’lik
tiiplere aktarilan serumlar daha sonra biyokimyasal parametrelere bakilmak tizere

stv1 azot ile dondurulup -80°C derin dondurucuda saklanmastir.

2.3.6. In-vivo Kardiyak Deneyler

Sicanlar izofluran (%?2) ile anestezi edilmek iizere sican anestezi kafesine
konulmusgtur. Daha sonra, anestezi altindaki sicanlar operasyon masasina yatirilip
sabitlenmistir. Operasyon masasmin rektal probu 37°C’de sabit tutulmustur.
Sicanlarin sag karotid arteri izole edilerek kii¢iik bir insizyon yapilmig ve ardindan
in-vivo basing-hacim (PV) kateteri (transonic, 1.9F) bu kesiden damarin igine
takilmistir. Karotid basinci kaydedildikten sonra kateter asagi dogru itilerek sol
ventrikiiliin i¢ine yerlestirilmistir. 10 dakikalik stabilizasyon siiresinin sonunda elde
edilen “loop”lar kaydedilmistir. Standart /Jooplar kaydedildikten sonra Onyiik
(preload) degisimine kalbin yanitverirligi incelenmesi i¢in si¢anlarin karin bolgesi
acilmis ve vena cava iizerine belli araliklarla (5 saniyelik) basilar uygulanmis ve bu

stirada yeni /looplar kaydedilmistir.
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Sonrasinda, sisteme ait veri kayit/analiz sisteminde bu kayitlar analiz edilmis,
sican kalbinin bazal hemodinamik parametreleri (sistol sonu kan basincit (ESP),
diastol sonu kan basinci (EDP), sistol sonu hacmi (ESV), diastol sonu hacmi (EDV),
kalp atim hacmi (SV), kardiyak debi (CO), kalp atim hiz1 (HR), ejeksiyon fraksiyonu
(EF), kasilma ve gevseme hizlari (dP/dtm.x ve dP/dtmin), izovolumik gevseme sabiti
(Tau)) ve onyilik bagimsiz hemodinamik parametreleri (sistol sonu basing-hacim
iligkisi egrisinin egimi (ESPVR), diastol sonu basing-hacim iligkisi egrisinin egimi

(EDPVR) ve 6nyiik bagimsiz kalbin atim giicii (PRSW)) hesaplanmustir.

Hemodinamik o6l¢iimler kaydedildikten sonra papiller kas deneyleri igin

siganlarin kalbi ¢ikarilmistir.

2.3.7. Papiller Kas Deneyleri

In-vivo kardiyak deneyler sonrasinda siganlarin kalpleri izofluran (%?2)
anestezisi altinda izole edilerek, i¢inde heparinlenmis ve oksijenlenmis krebs
cozeltisi (Cozelti formiili i¢cin Cizelge 2.3’e bakiniz.) bulunan kiigiik cam behere
konulmugtur. Kalp agirlig1 dlgiildiikten sonra kalbin i¢indeki kandan temizlenmesi
icin yine heparinlenmis ve oksijenlenmis krebs cozeltisi bulunan 6zel petriye
almmigtir. Kalp damarlarn i¢indeki kan temizlendikten sonra kalp dokusu orta
kismindan agilip kalp duvarlari akupunktur ignesi ile petrinin silikon kismina
ignelenmis ve papiller kaslara ulagildiktan sonra sol ventrikiil papiller kaslarindan
biri izole edilerek yatay organ banyosuna asilmistir. Yatay siiperfiizyon sistemine
asilan papiller kas stimiilator ile uyarilarak (0,6 Hz, 2 ms, esik voltaj degerinin 2
kat1) 5 ml/dk hiz ve 30°C’de perfiize edilmistir. Bu siire sonunda 10 um’lik artiglar
ile papiller kas gerdirilerek Lmax degeri (kasin geriminin en fazla oldugu deger)
bulunmustur. Daha sonra bu degerin %90’1 hesaplanarak kas bu gerime

sabitlenmistir.
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Sonrasinda, sirastyla 2-AR agonisti fenoterol (0,InM-10 uM), nonselektif
AR agonisti noradrenalin (a-AR antagonisti prazosin (I uM) ve noradrenalin geri
alim inhibitdri desipramin (10pM) varliginda) ve adenilat siklaz aktivatorii forskolin
(3uM) ile konsantrasyon yanit egrileri elde edilmistir. Her bir doz-yanit ¢aligmasi
arasinda bazal degerine donmesi i¢in papiller kas krebs ¢ozeltisi ile en az 30 dakika

perfiize edilmistir.

Papiller kas deneyleriyle elde edilen veriler Microsoft Excel’de acilan bir
dosyaya kaydedilmistir. Kullanilan agonistin konsantrasyonuna karsilik gelen her
yanit bazal degere oranlanarak ylizde (%) etki hesaplanmistir. Hesaplanan % etkiler

istatistik analiz i¢in kullanilmistir.

Cizelge 2.3. Krebs ¢ozeltisi formiilii (Krebs-Hensleit Solution)

MA mM 1 Litre icin (g)
NaCl 58,44 120 7,013
KCl 74,56 4,8 0,358
CaCL.2H,0 147 1,25 0,184
MgS04.7H,0 246,48 1,25 0,308
KH,PO,4 136 1,2 0,163
NaHCO; 84,01 25 2,100
CsH1206.H,0 198,17 10 1,982

2.3.8. Langendorff Perfiize Kalp Deneyi

Eter anestezisi altindaki siganlarin gogiis kafesleri agilarak kalpleri
cikartlmistir ve iginde pH’s1 7,4 olan heparinli ve buzlu krebs ¢ozeltisi (Cizelge 2.3)
bulunan petriye alinmistir. Daha sonra kalp, zaman kaybetmeden aortasindan kaniile
edilerek langendorff sistemine asilmigtir. Kalp iizerindeki dokulardan ve
atriumlarindan temizlenmistir ve %95 02/%5 CO: gaz karisimi ile 37°C’de
pH:7,4’de sabit tutulan krebs c¢ozeltisi ile perfiize edilmistir. Ventrikiiler
fonksiyonlar1 6lgmek i¢in bir ucu basing transdiiserine bagl lateks balon bos olarak

sol ventrikiil i¢ine yerlestirilmigtir. Balonun i¢ hacmi kademeli olarak arttirilmais,
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artisa bagl sol ventrikiil pik basincindaki artis kaydedilmistir. Sol ventrikiil pik
basincindaki artisin durdugu sol ventrikiil diastol sonu kan basinct degeri balonun i¢
hacmi olarak ayarlanmigtir. Sonrasinda, apekse elektrot yerlestirilerek kalp dakikada
300 atim olacak sekilde stimiile edilmistir. Bu sekilde 30 dakikalik perfiizyon
sonrasinda sirastyla sabit akimda B3-AR agonisti CL 316,243 (0,1 pM- 1 uM) ve
sabit basincta nonseleftif B-AR agonist izoprenalin (0,01nM-1uM) varliginda kalbin
fonksiyonel yanitlarinin degerlendirilmesi i¢in sol ventrikiil pik basinct (LVDP;
mmHg), sol ventrikiil diastol sonu basinci (LVEDP; mmHg) ve ventrikiil basincinin

artma ve azalma hizlar1 (+dP/dt, -dP/dt; mgHg/s) ol¢lilmiistiir.

Langendorff perfiize kalp deneyleriyle elde edilen veriler Microsoft Excel’de
acilan bir dosyaya kaydedilmistir. Kullanilan agonistin konsantrasyonuna karsilik
gelen her yanit bazal degere oranlanarak % etki hesaplanmistir. Hesaplanan % etkiler

istatistik analiz i¢in kullanilmistir.

2.3.9. Western Blot Deneyleri

Western blot yontemi ile SERCA2a, glukoz diizenleyici protein 78 (GRP78),
Bs-AR, eNOS, PLN, p-PLN ve kontrol gen (housekeeping) olarak a-tubulin

proteinlerinin ifadeleri 6l¢lilmiistiir

Western blot deneyleri asagidaki asamalar takip edilerek gerceklestirilmistir.
1. Kalp dokusundan protein homojenizasyonu (Total protein eldesi)
Protein konsantrasyonun belirlenmesi (Protein miktar tayini)
Proteinlerin kaynatilmasi (Denatiirasyon)
Jel hazirlama
Proteinlerin jele yiiklenmesi (Loading)
Jel elektroforezi (Running)
Jelden membrana aktarim (Transfer), jelin membrana emdirilmesi (Blotting)

Bloklama (Blocking)

© NS kWD
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9. Birincil (Primer) antikor ile muamele

10. Yikama

11. Ikincil (Sekonder) antikor ile muamele

12. Yikama

13. Goriintileme (ECL, enhanced chemiluminescence)

14. Analiz

2.3.9.1. Kalp Dokusunda Protein Homojenizasyonu

[lk olarak mekanik pargalama yapilmistir. Bunun igin dondurulmus sol
ventrikiiller likit nitrojen (-196°C) ile porselen havanda toz edilmistir. Toz doku
icinde lizis tamponu (RIPA (radioimmuneprecipitation assay buffer), 1ml; Na;VO3
(sodyum ortovanadat), 200 mM (5ul); PIC (protein inhibitor kokteyl), 1/100 (10 ul)
karisimi) bulunan dibi konik tiiplere almmistir. Bu karigim buz {izerinde
ultrasonikasyon ile homojenize edilmistir ve elde edilen lizatlar +4°C’de 2 saat
boyunca calkalanarak lizatlarin ajitasyonu saglanmistir. Ardindan +4°C ve 12000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek seliiler debris atilmistir. Alinan siipernatant +4°C
ve 12000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Sonrasinda, tekrar siipernatant

alinarak protein lizat1 elde edilmistir.

2.3.9.2. Protein Konsantrasyonun Belirlenmesi

Jele ortalama 5-100 pg arasi1 protein yiiklenir. Bunu hesaplamak i¢in elimizde
ne kadar total protein oldugunu bilmemiz gerekmektedir. Bunun i¢in ¢aligmamizda
Bikinkoninik asit protein miktar tayini (BCA Protein Assay) yontemi kullanilmistir.
Bu yontem, bazik ortamda bakirin (Cu™) protein ile bakir katyonuna (Cu")
rediiksiyonunun ardindan Cu"’nin BCA ile yiiksek duyarlilikta ve kolorimetrik
olarak belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Birinci basamakta bazik ortamda protein
ile Cu™nin selasyonu gerceklesmekte ve agik mavi renkte bir kompleks
olusmaktadir. Ikinci basamakta ise ilk basamakta olusan rediiklenmis bakir (Cu®)

BCA ile tepkimeye girerek mor renkli bir iiriin olugmaktadir. BCA/Cu” bilesigi suda
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cozliinmekte ve 562 nm absorbansta protein konsantrasyonlart ile bir dogrusallik

gostermektedir.

Farkli konsantrasyondaki standart numuneleri (2000, 1500, 1000, 750, 500,
250, 125 pg/ml) ve kalp numuneleri 96 kuyucuklu mikro plakaya yiiklenmistir.
Numunelerin 562 nm’deki absorbanslari mikroplaka okuyucu ile Ol¢iilmiistiir.
Degerlerin bir standart egrisi ¢izilmistir ve bu standart egri yardimiyla kalp

numunelerinin absorbanslardan konsantrasyon degerleri hesaplanmistir.

2.3.9.3. Proteinlerin Kaynatilmasi

Kaynatma islemi (denatiirasyon) proteinin jelde hareketini kolaylastirmak
icin yapilmaktadir. Kaynatma ile proteinler arasindaki baglar kirilmakta ve protein
denatiire olarak diiz hale gelmektedir. Bu islem i¢in 6rnek yiikleme tamponu (sample
buffer, laemmli) ad1 verilen bir ¢ozelti kullanilmaktadir. Protein ile 6rnek yiikleme

tamponu karistirilarak 37°C inkiibatérde 30 dakika 1sitilmistir.

2.3.9.3.1. Ornek Yiikleme Tamponu

Calismamizda iki farkli 6rnek ytikleme tamponu kullanilmigtir. Bu tamponlar
asagidaki formiillere (Cizelge 2.4) gore hazirlanmistir. Oncelikle tris, gliserol,
sodyum dodesil siilfat (SDS) ve bromfenol mavisi bir cam behere konulmus ve
ardindan istenilen ml’ye bidistile su ile tamamlanmistir. Bu karigim tiim malzemeler
coziinene kadar 1sitilarak karistirilmistir. Coziinen ¢ozeltiye ditiyotretol (DTT) ilave
edilmigtir. DTT de ¢oziildiikten sonra ¢ozelti kiiglik hacimde parcalara ayrilarak -

20°C derin dondurucuda saklanmigtir.
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Cizelge 2.4. Ornek yiikleme tamponu formiilleri

Laemmli (6x) (20 ml i¢in)

Laemmli (2x) (50 ml i¢in)

Tris baz (0,5 M; pH: 6,8)

12 ml

Tris baz (1 M; pH: 6,8) Sml
Gliserol 4,7 ml 12 ml
SDS 1.2g 4¢g
Bromfenol mavisi 0,006 g 0,010 g

Bidistile su

20 ml’ye tamamlanmugtir.

50 m!l’ye tamamlanmstir.

DTT

0,93 ¢

1,55 ¢

2.3.9.3.2. Numunelerin Hazirlanmasi

Jel kuyularma yiiklenecek olan protein miktari incelenen proteine gore
degismektedir. Kalp dokusunda ifadesi yiliksek proteinler (o-tubulin, SERCA2a,
GRP78, PLN, p-PLN gibi) i¢in 10 pg protein yeterli iken ifadesi az olan proteinler
(B3-AR, eNOS gibi) i¢in 100 pg protein yliklenmesi gerekmektedir.

Oncelikle kuyulara ne kadar numune yiiklenecegi elimizdeki protein lizati
konsantrasyonuna gore hesaplanmistir. Her numuneden pl olarak ayni miktar
yiiklenmesi gerektiginden asagidaki cizelgelere (2.5 ve 2.6) gore secilen
konsantrasyona uygun pl protein lizat ve tizerine steril su ilave edilerek esit hacimde
yiikleme yapilmasi saglanmistir. Ardindan bu karisima o6rnek yiikleme tamponu
(Laemmli 6X veya 2X) eklenmistir. Sonrasinda vorteks ile tam karigim saglanarak
37°C inkiibatérde 30 dakika (a-tubulin, SERCA2a, GRP78, B3-AR ve eNOS i¢in)
veya 100°C inkiibatérde 5 dakika (PLN ve p-PLN i¢in) bekletilerek proteinler

denatiire edilmistir. Boylece numuneler jele yiiklenmeye hazir hale gelmistir.
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Cizelge 2.5. Numunelerin hazirlanmasi i¢in gerekli lizat, steril su ve 6rnek tamponu miktarlari

(a-tubulin, SERCA2a, GRP78, B3-AR ve eNOS ig¢in)

Numune Protein Konsantrasyonu | Lizat (ul) Steril su (u) | 6x Lacmmii (ul)
(ng/ml) (100 pg protein icin)
1 11653,8 8,6 7.4 32
2 12193,2 8,2 7,8 32
3 15345,0 6,5 9,5 32
4 8042,8 12,4 3,6 32
5 11485,3 8,7 7,3 32
6 123933 8,1 7,9 32
7 6457,0 15,5 0,5 32
8 12594,8 7,9 8,1 32
9 12058,7 8,3 7,7 32
10 14556,4 6,9 9,1 32
11 13524.,9 7.4 8,6 32
12 12936,0 7,7 8,3 32
13 11309,2 8,8 7,2 32
14 12283,1 8,1 7,9 32
15 82132 12,2 3,8 32
16 13608,3 7,3 8,7 3,2
17 12400,6 8,1 7,9 32
18 12720,9 7,9 8,1 32
19 11875,6 8,4 7,6 32
20 11474,9 8,7 7,3 32
21 12840,6 7.8 8,2 32
22 11840,0 8,4 7,6 32
23 13704,4 7,3 8,7 32
24 11653,5 8,6 7.4 32
25 15612,1 6,4 9,6 32
26 13462,5 7.4 8,6 32
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Cizelge 2.6. Numunelerin hazirlanmasi i¢in gerekli lizat, steril su ve 6rnek tamponu miktarlari

(PLN ve p-PLN igin)

Numune Protein Konsantrasyonu | Lizat (ul) Steril su (ul) | 2X Laemmii (ul)
(ng/ml) (100 pg protein icin)
1 11703,2 8,5 7,5 16
2 10543,2 9,5 6,5 16
3 15345,0 6,5 9,5 16
4 8042,8 12,4 3,6 16
5 11485,3 8,7 7,3 16
6 11810,5 8,5 7,5 16
7 5916,8 15,5 0,5 16
8 11660,1 8,6 7.4 16
9 9843.5 10,2 5,8 16
10 16722,4 6,0 10,0 16
11 16020,2 7.4 8,6 16
12 11264,5 6,2 9,8 16
13 10575,6 8,9 7,1 16
14 12956,5 7,7 8,3 16
15 8098,8 12,4 3,7 16
16 11724,1 8,5 7,5 16
17 13345,9 7,5 8,5 16
18 10440,0 9,6 6,4 16
19 11180,7 8,9 7,0 16
20 9388.5 10,6 54 16
21 11189,1 8,9 7,1 16
22 10160,0 9,8 6,2 16
23 12686,0 7,9 8,1 16
24 10560,3 6,5 6,5 16
25 15657,0 6,4 9,6 16
26 13660,8 7,3 8,7 16
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2.3.9.4. Proteinlerin Elektroforezi

2.3.9.4.1. Jel hazirlanmasi

Orneklerin elektroforezinde kullanilan jellerin konsatrasyon incelenen
proteine gdre degismektedir ve jeller iki asamada hazirlanmaktadir. Ik asamada
numunelerin ayrilmasii saglayacak ayirici (seperation) jel asagidaki formiile gore
hazirlanmistir (Cizelge 2.7). Hazirlanan jel ¢ozeltisi 1,5 mmlik bosluk olusturacak
sekilde yerlestirilen cam plakalar arasina dokiildiikten sonra tizeri izopropil alkol ile
kapatilarak jelin iist yiizeyinin diizgiin bir sekilde donmasi saglanmistir. Yaklagik 1
saat sonra donan jelin iist kismindaki alkol dokiilmiistiir. Alkol artiklar1 bidistile su
ile ortamdan uzaklastirildiktan sonra cam plakalar arasindaki jele dokunulmadan
kurulama kagidi ile cam plakalar kurulanmistir. Ayiric jel lizerine asagidaki formiile
gore hazirlanan ve numunelerin yliklendigi toplayici (stacking) jel dokiilmiistiir
(Cizelge 2.7). Hemen ardindan yiikleme yapilacak kuyularin olusumunu saglamak
icin 1,5 mm’lik 15 kuyucuklu tarak yerlestirilmistir. Jelin donmasi i¢in 1 saat

beklenmistir. Jel donduktan sonra jelin ylikleme hazirliklar yapilmigtir.

Jeller donduktan sonra {izerindeki taraklar ¢ikartilarak elektroforez tankina
yerlestirilmis ve tank elektroforez tamponu ile (1X TGS) doldurulmustur. Sonrasinda
numuneler pipetlenerek jel kuyularina yiiklenmistir. Numuneler 30 dakika boyunca
50 volt (V), sonrasinda 90 dakika boyunca 120V’da elektroforez edilerek

numunelerin molekiiler agirliklarina (kDa) gore ayrilmalart saglanmgtir.

PLN ve p-PLN igin trisin jeli (Cizelge 2.8), trisin 0rnek yiikleme tamponu
(laemmli 2x, Cizelge 2.4) ve elektroforez icin anot/katot tampon ¢ozeltileri (Cizelge

2.9 ve 10) hazirlanmustir.
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Cizelge 2.7. Jel formiili

Ayiricl jel formiilii Toplayici jel formiilii
(1,5 mm) (2 jel igin) (1,5 mm) (2 jel i¢in)
%6 (ml) | %8(ml) %10(ml)  [%4-5 (ml)

Bidistile su 6,86 10,20 8,74 5,895

Gliserol 0,56 0,56 0,56 -

Tris.SDS (1.5 M, pH 8.8) 5,63 5,63 5,63 -

Tris.SDS (1.5 M, pH 6.8) - - - 2,34750

|Akrilamid/bisakrilamid(%30:%0,8) 9,38 6,00 7,50 1,03125

IAPS (%10) 0,11 0,11 0,11 0,09375

TEMED 0,01 0,01 0,01 0,00938

Cizelge 2.8. Trisin jel formiilii

Ayiricl jel formiilii Toplayici jel formiilii
(1,5 mm) (2 jel i¢cin) (1,5 mm) (2 jel i¢in)
%10 (ml) %4 (ml)

Bidistile su 4,69 6,224

Gliserol 2,11 6,224

Tris.Cl/SDS (3 M, pH 8.45) 6,67 -

Tris.Cl/SDS (1.5 M, pH 6.8) - 2,48

|Akrilamid/bisakrilamid(%30:%0,8) 6,53 1,296

IAPS (%10) 0,11 0,09375

TEMED 0,01 0,00938

2.3.9.4.2. Katot ve Anot Tamponlarinin Hazirlanmasi

Katot (Cizelge 2.9) ve anot tamponlar1 (Cizelge 2.10) derisik sekilde (10X)

hazirlanmislardir ve deney giinii bidistile su ile 1X’e seyreltilerek kullanilmistir.

Cizelge 2.9. Katot tamponu formiilii

Katot tamponu 10X i¢in

Tris (2 M) 21,1 g

Trisin (0,1 M) 1792 g

SDS (%20) 50 ml

Bisiditile su 1 L’ye tamamlanmustr.
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Cizelge 2.10. Anot tamponu formiilii
2422 g Tris (2M) 700 ml suda ¢ozdiiriilmistiir. pH:8,9 olana kadar HCI eklenmistir. pH ayar1
yapildiktan sonra su ile | litreye tamamlanmustir.

Anot tamponu 10X icin
Tris (2 M) 2422 ¢
HCl pH:8,9 olana kadar eklenmistir.
Bidistile su 1L
2.3.9.4.3. Numunelerin Yiiklenmesi

Donmus jeller jel dokme aparatindan alinarak elektroforez tankinin igine
yerlestirilmistir. Ardindan, elektroforez tankinin i¢ ve dis kismi1 TGS (1X) tamponu
ile doldurulmustur. PLN ve p-PLN proteinlerinin elektroforezinde diger
proteinlerinkinden farkli olarak elektroforez tankinin i¢ kismi katot tamponu (1X),
dis kismi ise anot tamponu (1X) ile doldurulmustur. Tank tampon ile doldurulduktan
sonra donmus jellerden taraklar ¢ikartilmigtir. Sonrasinda numuneler pipetlenerek jel

kuyularina ytiklenmistir. Her jelin ilk kuyusuna 2 pl protein markeri yiiklenmistir.

2.3.9.4.4. Elektroforez

Yiikleme yapildiktan sonra numuneler 30 dakika boyunca 30 volt (V),
sonrasinda 90 dakika boyunca 120 V’da elektroforez edilerek numunelerin

molekiiler agirliklarina (kDa) gore ayrilmalart saglanmgtir.

2.3.9.5. Protein Orneklerinin Membrana Transferi

Elektroforez sonrasi jeller alinarak transfer tamponunda yikanmistir. Siinger,
filtre kagidi, jel, membran (PVDF veya NS), filtre kagidi ve silinger {ist iiste
siralanarak sandvigler olusturulup bu sandvigler transfer kasetlerine yerlestirilmistir.

Kasetler tanka oturtulmus, buz kalibi da tanka konularak transfer tamponuyla
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doldurulmustur. Transfer tamponu (Cizelge 2.11) her deney i¢in taze hazirlanmis ve
+4°C’de sogutulmustur. Transfer islemi 100V’da 10 pg protein yiliklemelerinde 2
saat, 100 pg protein yiiklemelerinde 4 saat yapilmistir. Transfer siiresinin sonunda
membran alinarak TBST (%1 Tween 20 iceren 1X TBS ¢ozeltisi) ile 5 dakika oda

sicakliginda ¢alkalayici iizerinde yikanmaistir.

Cizelge 2.11. Transfer tamponu formiilii )
2,9 g Tris baz ve 14,5 g glisin 800 ml distile su i¢inde ¢oziilmiistiir. Uzerine 200 ml metanol
eklenmistir. Karistirilip +4°C dolaba kaldirilarak sogutulmustur.

Transfer tamponu 1000 ml i¢in
Tris 29¢

Glisin 145¢g
Distile su 800 ml
Metanol 200 ml

2.3.9.6. Membranlarim Bloklanmasi

Transfer islemi sonrasi yikanan membranlar %5 BSA (bovine serum
albiimin) iceren TBST c¢ozeltisi bulunan kaplara alinmig ve 1 saat boyunca oda
sicakliginda calkalanarak bloklama yapilmistir. Bloklama islemindeki amag,
membrana aktarilan proteinler disindaki bosluklarin kapatilmasidir. Boylece, protein
yapisinda olan antikorlarin membranin bos kisimlarima baglanmasi en aza
indirgenmis olur ve proteinlere baglanma orani en st diizeye c¢ikarilir. Bloklama
islemi tamamlanan membran TBST ¢ozeltisi ile oda sicakliginda calkalayicida 3 kez

10’ar dakika boyunca yikanmuistir.

2.3.9.7. Primer Antikor Uygulamasi
Calisilan proteine gore uygun olan bir primer antikor secilmis ve literatiir

bilgisi 15181inda uygun olan diliisyonu hazirlanmigtir. Antikor ¢ozeltileri %5 BSA

iceren TBST c¢ozeltisi i¢inde hazirlanmistir. Membranlar kiiciik posetler igine
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konularak {iist ylizeyine primer antikor (Cizelge 2.12) uygulanip posetlerin agzi
kapatilmigtir. +4°C’de biitlin gece calkalanmistir. Ertesi giin membranlar alinip

TBST ile oda sicakliginda calkalayicida 3 kez 10’ar dakika boyunca yikanmuistir.

Cizelge 2.12. Primer antikorlar ve diliisyonlar1

Primer antikor Diliisyon
a-tubulin 1/5000
SERCA2a 1/2000
GRP-78 1/2000
B3-AR 1/500
eNOS 1/500
PLN 1/2000
p-PLN (PLNser6/thrl7) 1/2000

2.3.9.8. Sekonder Antikor Uygulamasi

Calisilan proteine gore uygun olan bir sekonder antikor secilmis ve literatiir
bilgisi 15181inda uygun olan diliisyonu hazirlanmigtir. Antikor ¢ozeltileri %5 BSA
iceren TBST c¢ozeltisi i¢inde hazirlanmistir. Membranlar kiiciik posetler igine
konularak iist yiizeyine sekonder antikor (Cizelge 2.13) uygulanip posetlerin agzi
kapatilmigtir. +4°C’de 90 dakika calkalanmistir. Bu siirenin sonunda membranlar
alimip TBST ile oda sicakliginda c¢alkalayicida 3 kez 10’ar dakika boyunca

yikanmistir.

Cizelge 2.13. Sekonder antikorlar ve diliisyonlar1

Sekonder antikor (Antirabbit) Diliisyon
a-tubulin 1/4000-1/5000
SERCA2a 1/2000-1/4000
GRP-78 1/4000

Bs-AR 1/4000

eNOS 1/4000

PLN 1/4000
p-PLN(PLNser!6/thri7y 1/4000
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2.3.9.9. ECL uygulamasi

Reaktif A ve B’nin 1:1 karisimi ile taze hazirlanan ECL ¢ozeltisi (her
membran i¢in yaklasik 2 ml) yikanan membranin iizerine eklenmis ve 1 dakika
boyunca membran ile muamele edilmistir. Bu ¢dzelti 1sikta bozuldugu i¢in hem
cozeltinin hazirlanmast hem de membrana uygulanmasi karanlikta yapilmaktadir.

ECL uygulanmasini takiben, vakit kaybetmeden goriintiileme yapilmustir.

2.3.9.10. Goriintiilleme

ECL uygulanan membran kasetin i¢ine konularak kirmizi 151k altindaki odada
rontgen filmine basilmistir. Basma siiresi (pozlama) bakilan proteine gore 1 sn ile 30
dakika arasinda degiskenlik gostermistir. Pozlamadan sonra, film Oncelikle
gelistirme (developer) ¢ozeltisinde 2-3 dakika tutulmus, ardindan saptama/sabitleme
(fixer) c¢ozeltisinde 1 dakika tutulmustur. Sonrasinda film su ile yikanarak

kurutulmustur.

2.3.9.11. Stripleme

Birincil ve ikincil antikor uygulamasi yapilmis bir membranda tekrar farkl
bir proteine ait bir antikor ile ¢alisabilmek i¢in stripleme islemi yapilarak, antikor ve
diger maddelerin membran yiizeyinden sokiilmesi saglanmistir. Bu amagla ECL
uygulanmis membran TBST ile yikanip, kiigiikk bir poset icine alinip {izerine
stripleme tamponu eklenmistir. Posetin agz1 kapatilip 37°C’lik etiivde 30 dakika (her
10 dakikada bir ¢alkalanarak) tutulmustur. Sonrasinda TBST ile 3 kez 10’ar dakika

yikanip, bloklama ve sonrasi1 diger islemler tekrarlanmastir.
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2.3.9.12. Hesaplamalar

Rontgen filminde elde edilen protein goriintiileri tarayicida taranip bilgisayara
aktarilmigtir. Her bir numuneye ait bantlarin yogunlugu ve yiizdesi ImageJ programi
ile hesaplanmistir. Hesaplanan degerler Microsoft Excel’de acilan bir dosyaya
kaydedilmistir. Bantlarin yogunlugunun ytiizdesi a-tubulin yilizdesine oranlanarak %
rolatif yogunluk hesaplanmistir. Hesaplanan % rolatif yogunluklar istatistik analiz

icin kullanilmistir.

2.3.10. istatistiksel Analiz

Deneyler sonucunda elde edilen degerlerin istatiksel analizi GraphPad Prism
(8.3.1, USA) programi ile yapilmis olup degerler ortalama ve standart sapma
(means+SD) ile ifade edilmistir. Gruplarin karsilastirmasit One-way ANOVA ve
Bonferroni post-hoc test ile yapilmis olup, P<0,05 istatistiksel anlamlilik olarak

kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Deney Hayvanlarmin Genel Ozellikleri

3.1.1. Beden Agirhg

Deney hayvanlarinin beden agirliklart haftalik olarak artis egilimindedir.
HFD ile beslenen siganlarin beden agirliklarinda ise kontrol gruplarindan farkli bir
artis gézlenmemistir. Diabetik gruplarda beden agirliklar1 ortalamasi kontrol grubuna
gore daha az bulunmus, diabetik ve dapagliflozin tedavili diabetik grup arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmemistir. Bunlara ek olarak, dapagliflozin
tedavisinin kontrol grubunda da viicut agirligi iizerine bir etkisi gozlenmemistir

(Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1.A ve B).

Diabetin yol actig1 kardiyovaskiiler komplikasyonlardan biri de kardiyak
hipertrofidir. Calismamizda, diabetik kalpte hipertrofi olup olmadigin1 anlayabilmek
icin kalp agirlign (KA) beden agirligina (BA) oranlanarak elde edilen sonuglar
karsilagtirilmistir. Diabetik grupta, kalp agirliginin beden agirligina oran1 anlamli bir
sekilde artmistir. Tedavi ile bu oran azalmis goriinse de istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir. Ote yandan, kontrol grubu ile dapagliflozin tedavili diabetik grup

arasinda da istatistiksel bir farklilik bulunmamistir (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1.C).
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Cizelge 3.1. Sicanlarin deney giinii 6l¢iilen degerleri.

K (n=14) KT (n=13) D (n=14) DT (n=13)
BA (g) 456,07+40,74 44431428,17 371,64+39,21° 377,15+35,74"
KA/BA (mg/g) 3,75+0,53 3,98+0,77 4,81+0,78"** 4,34+0,58"
KS (mg/dl) 108,79+6,68 100,00+8,88 372,57+80,37"*" 155,77+38,719%¢

BA, beden agirligi; KA/BA, kalp agirligi/beden agirligi; KS, kan sekeri. K, kontrol grubu (n=14); KT,
dapagliflozin tedavili kontrol grubu (n=13); D, diabetik grup (n=14); DT, dapagliflozin tedavili
diabetik grup (n=13). Degerler ortalama + standart sapma (Ort+SD) olarak verilmistir. *, P<0,05; ***,
P<0,001; kontrol grubuna gére anlamlilik. ¢, P<0,001; diabetik gruba gore anlamlilik.
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Sekil 3.1. Siganlarin beden ve kalp agirliklar: degerlerine ait grafikler
A. Sicanlarin beden agirliklarinin haftalara gore degisim grafigi. B. Siganlarin deney giinii 6lgiilen
beden agirliklarinin karsilastirmali grafigi. C. Siganlarin kalp agirliginin beden agirligina oraninin
karsilastirmali grafigi (Cizelge 3.1). K, kontrol grubu (n=14); KT, dapagliflozin tedavili kontrol grubu
(n=13); D, diabetik grup (n=14); DT, dapagliflozin tedavili diabetik grup (n=13). *, P<0,05; ***,

P<0,001; kontrol grubuna gore anlamlilik.
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3.1.2. Kan Sekeri

3.1.2.1. Haftahk Kan Sekeri

STZ injeksiyonu sonrast diabetik gruplarda kan sekeri anlamli bir sekilde
ylikselmistir. Dapagliflozin tedavisi ile diabetik sicanlarin kan sekeri anlamli bir
sekilde diiserken, kontrol sicanlarda tedavinin kan sekeri {izerine herhangi bir etkisi

gozlenmemistir (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Siganlarin kan sekeri degerlerine ait grafikler

A. Siganlarin kan sekeri degerlerinin haftalara gore degisim grafigi. B. Sicanlarin deney giinii 6l¢iilen
kan sekerlerinin karsilastirmali grafigi. K, kontrol grubu (n=14); KT, dapagliflozin tedavili kontrol
grubu (n=13); D, diabetik grup (n=14); DT, dapagliflozin tedavili diabetik grup (n=13). ***  P<0,001;
kontrol grubuna gére anlamhlik. #¢¢, P<0,001; diabetik gruba gore anlamlilik.
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3.1.2.2. Oral glukoz tolerans testi

12 saat a¢ birakilan sicanlara yapilan seker yiliklemesi sonrasit kan sekeri
diizeyi seker yiiklemesinin yapildig1 0. dakikadan itibaren yilikselmeye baslamis ve
30. dakikada en yiiksek degere ulasmistir. Sonrasinda kan sekeri degerleri tiim

gruplarda diismeye baslamistir (Sekil 3.3 ve Cizelge 3.2).

Kan sekeri diabetik gruplarda kontrol gruplarina gore artis gostermistir. Bu
artig, dapagliflozin tedavili diabetik grupta tedavisiz diabetik gruba oranla anlamli

olarak daha azdir.
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Sekil 3.3. OGTT kan sekeri degerlerinin zamana gore degisim grafigi

Cizelge 3.2. Siganlarin oral glukoz tolerans testi ile elde edilen kan sekeri degerleri. K, kontrol grubu
(n=8); KT, dapagliflozin tedavili kontrol grubu (n=8); D, diabetik grup (»=8); DT, dapagliflozin
tedavili diabetik grup (n=8). *** P<0,001; kontrol grubuna gére anlamlilik. #**, P<0,001; diabetik
gruba gore anlamlilik.

K (n=8) KT (n=8) D (n=8) DT (n=8)
?I.ng/l;Ll)(an sekeri 0545 00+7 301486 133+12

?Itlll.g;l(ig(an sekeri | |50, 14 13316 435114 277434900
?Itlll.g;l(ilg(an sekeri | |00 19 84+14 409+120"* 218+4300¢
?g{g%(a" sekeri | gr411 74+15 362+102"" 198+5700¢
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3.1.3. Serum Lipid Diizeyleri

Calismamizda total kolesterol, HDL-kolesterol, LDL- kolesterol ve trigliserid
diizeyleri Ol¢iilmiistiir. Kolesterol degerleri bakimindan gruplar arasi anlamli bir
farklilik bulunmamistir (Sekil 3.A-C ve Cizelge 3.3). Trigliserid diizeyleri agisindan
ise, HFD ile beslenen diabetik grupta kontrol grubuna gore artig goriinse de bu artig

istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (Sekil 3.D ve Cizelge 3.3).
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Sekil 3.4. Siganlarin serum lipid degerlerine ait grafikler

A. Total kolesterol diizeylerinin karsilastirmali grafigi. B. HDL- kolesterol diizeylerinin
karsilastirmali grafigi. C. HDL- kolesterol diizeylerinin karsilagtirmali grafigi. D. Trigliserid
diizeylerinin karsilagtirmali grafigi. K, kontrol grubu (n=7); KT, dapagliflozin tedavili kontrol grubu
(n=T7); D, diabetik grup (n=6); DT, dapagliflozin tedavili diabetik grup (n=6).

Cizelge 3.3. Siganlarin serum lipid degerleri

K (n=7) KT (n=7) D (n=6) DT (n=6)
Kolesterol 75,57+6,44 69,04+10,88 78,1349,87 76,3+13,65
HDL-kolesterol | 46,93+6,52 38,03+7,04 46,63+5,83 48,37+12,48
LDL-kolesterol 16,6342,50 14,84+2,73 17,0742,95 15,7442,55
Trigliserid 95,19+50,25 85,49+55,68 199,98+88,80 146,87+71,28
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3.2. In-vivo Kalp Deneyleri

[zofluran anestezisi altindaki siganlarm karotid arterine takilan basing-hacim
kateteri yardimiyla siganlarin bazal durumdaki kan basinci degerleri Sl¢lilmiistiir
(Sekil 3.5). Sicanlarin sistolik kan basinci ve ortalama kan basinct degerleri diabetik
ve dapagliflozin tedavili diabetik grupta artmasina karsin, sadece tedavili diabetik
gruptaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sistolik kan basinc1 (SBP), K:
110,1£15,9; KT: 114,8+15,4; D: 124,3+£9,6; DT: 131,1+6,4*; Ortalama kan basinci
(MAP), K: 101,14+14,1; KT: 104,7+12,9; D: 112,8+6,8; DT: 119,7+£6,4%*; *,
P<0,05). Diastolik kan basinci degerleri agisindan ise gruplar arasi istatistiksel bir
fark bulunmamistir (Diastolik kan basinc1 (DBP), K: 83,2+12,7; KT: 84,6+10,6; D:
90,0+5,8; DT: 97,0+10,2).
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Sekil 3.5. Sicanlarin kan basinglarinin karsilastirmali grafikleri

A. SBP, sistolik kan basinci grafigi. B. DBP; siastolik kan basinci grafigi. C. MAP, ortalama kan
basinci grafigi. K, kontrol grubu (n=6); KT, dapagliflozin tedavili kontrol grubu (n=7); D, diabetik
grup (n=6); DT, dapagliflozin tedavili diabetik grup (n=6). *, P<0,05; kontrol grubuna gore
anlamlilik.

Kateter ile elde edilen basing-hacim grafiklerinin analizi yapilarak kalbin
bazal hemodinamik parametreleri hesaplanmistir. Kalbin sistolik fonksiyonunu
gosteren parametrelerden kasilma hizi ve ejeksiyon fraksiyonu degerlerinde gruplar
aras1 istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmazken, sistol sonu kan basincinin

diabetik grupta anlamli olarak arttig1 ve dapagliflozin tedavili diabetik grupta ise
kontrol grubuna gore degismedigi goriilmektedir (Sekil 3.6 ve Cizelge 3.4).
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Sekil 3.6. In-vivo sistolik fonksiyon parametrelerine ait grafikler

ESP, sistol sonu kan basinct; dP/dtmax, kasilma hizi; EF, ejeksiyon fraksiyonu. K, kontrol (n=6); KT,
dapagliflozin tedavili kontrol (n=7); D, diabet (n=6); DT, dapagliflozin tedavili diabet (n=6). *,
P<0,05; kontrol grubuna gore anlamlilik.

Buna ek olarak, kalbin diastolik fonksiyonun gostergesi olan diastol sonu kan
basinci, gevseme hizi ve izovolumik gevseme sabiti (Tau) parametrelerinde gruplar

arasi bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil 3.7 ve Cizelge 3.4).
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Sekil 3.7. In vivo diastolik fonksiyon parametrelerine ait grafikler

EDP, diastol sonu kan basinci; dp/dtmin, gevseme hizi; Tau, izovolumik gevseme sabiti. K, kontrol
grubu (n=6); KT, dapagliflozin tedavili kontrol grubu (n=7); D, diabetik grup (n=6); DT,
dapagliflozin tedavili diabetik grup (n=6).

Dahast; kalp atim hizi, sistol sonu hacmi, sistol sonu hacim indeksi, diastol
sonu hacmi, diastol sonu hacim indeksi, atim hacmi, atim hacmi indeksi ve kardiyak
debi parametrelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamistir (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.4. In-vivo bazal kardiyak hemodinamik parametreler

K (n=6) KT (n=7) D (n=6) DT (n=6)
HR (atim/dak) 251,9424,2 237,3427,7 254,1418,3 236,8+10,0
ESP (mmHg) 102,8+12,7 104,9+8,1 113,06,3* 107,1+14,9
EDP (mmHg) 11,643, 12,843,0 13,442,0 13,142,5

ESV (ul) 185,8+51,1 185,3+50,6 183,3 +40,7 2342+62,1
ﬁlslngi‘ggks 388,3+117,3 403,24109,7 471,04128 4 609,9+212,0
EDV () 427,8+85,1 407,5+85,4 341,777,0 397,2+45,3
ﬁlll)/;il"oﬂiks 895,0194,2 889,6+201,7 867,3+187,5 1022,5+177.,9
CO (ml/dk) 61,8422,4 53,9+24,0 46,8+18,4 38,1412,3

CI (ml/dk.g. 10°) 129,5+47,3 117,9455,1 116,9+40,9 96,5+27,2

SV (ul) 242,0+79,5 222,3484.8 180,1464,7 163,0+56,5
SVindeks (ul/g.10%) | 506,8+168,8 486,4+196,4 45124144,7 412,6+127,7
EF (%) 55,5411,2 53,5411,2 44,1411,5 40,5+14,0
dP/dtumay (mmHg/s) | 6421,14486,3 5700,8+684,6 5511,54637,0 5380,04519,5
dP/dty, (mmHg/s) | -5338,9+4880,1 | -4792,14757,7 -5263,5£599.8 -5060,8+492,7
Tau Weiss (ms) 12,9£1,0 15,6+£2,6 15,6£1,9 15,3£1,6

Tau Logistic (ms) | 20,5+1,3 20,3420 21,842,1 22,0+2,7

HR, kalp atim hizi; ESP, sistol sonu kan basinci; EDP, diastol sonu kan basinci; ESV, sistol sonu
hacmi; ESVI, sistol sonu hacim indeksi; EDV, diastol sonu hacmi; EDVI, diastol sonu hacim indeksi;
CO, kardiyak debi; CI, kardiyak indeks; SV, atim hacmi; SVI, atim hacmi indeksi; EF, ejeksiyon
fraksiyonu; dP/dtmax, kasilma hizi; dP/dtmin gevseme hizi ve Tau, izovolumik gevseme sabiti. Degerler
ortalama+ SD olarak verilmistir. *, P<0,05; kontrol grubuna gore anlamlilik.
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In-vivo basing-hacim iligkisi Ol¢iimlerinde bazal hemodinamik parametre
Olgtimlerine ek olarak, vena cava tizerine 5 saniyelik basilar uygulanarak, okliizyon
yapilmis, bdylece kalbin Onylik (preload) bagimsiz parametreleri incelenmistir
(Cizelge 3.5). Sistol sonu basing-hacim iligkisi egrisinin egimi, kalbin katilagsma
(stiffness) durumunu yansitan diastol sonu basing-hacim iligkisi egrisinin egimi ve
kalbin onyiik bagimsiz atim giicii degerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmamistir.

Cizelge 3.5. Onyiik bagimsiz in-vivo kardiyak parametreler
ESPVR, sistol sonu basing-hacim iligkisi egimi; EDPVR, diastol sonu basing-hacim iligkisi egimi;
PRSW, 6nyiik bagimsiz atim giicii.

K (n=6) KT (n=7) D (n=6) DT (n=6)
ESPVR 0,341+0,130 0,387+0,152 0,360+0,257 0,313+0,175
EDPVR 0,005+0,003 0,010+0,006 0,004+0,002 0,006+0,002
PRSW (mmHg) | 59,454+6,920 58,514+4,062 54,194+7,830 53,804+9,317

3.3. Papiller Kas Deneyleri

Kalbin sol ventrikiiliinden izole edilen papiller kasta, sirasiyla B2-AR agonisti
fenoterol (0,1nM-10 uM); nonselektif AR agonisti noradrenalin (0.1nM -10 uM) (a-
AR antagonisti (prazosin, 1pM) ve noradrenalin geri alim inhibitdrii (desipramin,
10uM) varliginda) ve son olarak adenilat siklaz aktivatorii forskolin (3uM) ile

konsantrasyon yanit egrileri elde edilmistir.
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3.3.1. Fenoterol Aracili Kasilma Yaniti

Fenoteroliin indiikledigi >—AR aracili kasilma yanitlarinda gruplar arasi bir
farklilik gozlenmemistir (K: %73,4+29,1; KT: %104,1+£82,1; D: %116,1£5,8; DT:
%117,3+30,3) (Sekil 3.8 ve 9).
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Sekil 3.8. Papiller kasta fenoterol aracili kasilma yanit1

A. Fenoterol konsantrasyon yanit egrisi; % degisim. B. Emax, maksimum kasilma yaniti. K, kontrol
grubu (n=7); KT, dapagliflozin tedavili kontrol grubu (n=6); D, diabetik grup (rn=4); DT,
dapagliflozin tedavili diabetik grup (n=6).
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Sekil 3.9. Fenoterol doz yanitt kontrol grubu 6rnek goriintiisii
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3.3.2. Noradrenalin Aracili Kasilma Yaniti

Noradrenalinin indiikledigi B—AR aracili kasilma yanitlar1 diabetik grupta
diger gruplara gore artmig goriinse de istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir (K:
%82,1£31,4; KT: %92,8+57,2; D: %120,9+38,8; DT: %85,2+39,7) (Sekil 3.10 ve
11).
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Sekil 3.10. Papiller kasta noradrenalin aracili kasilma yanitt

A. Noradrenalin konsantrasyon yanit egrisi; % degisim. B. Emax, maksimum kasilma yaniti. K, kontrol
grubu (n=7); KT, dapagliflozin tedavili kontrol grubu (n=5); D, diabetik grup (n=5); DT,
dapagliflozin tedavili diabetik grup (n=6).
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Sekil 3.11. Noradrenalin doz yanit1 kontrol gurbu 6rnek goriintiisii
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3.3.3. Forskolin Aracili Kasilma Yaniti

Forskolinin indiikledigi kasilma yanitlar1 diabetik grupta diger gruplara gore
artmig goriinse de istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (K: %130,4+46,4; KT:
%141,3+62,2; D: %221,3+43,6; DT: %168,2+67,8) (Sekil 3.12 ve 13).
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Sekil 3.12. Papiller kasta forskolin aracili kasilma yaniti
K, kontrol grubu (n=7); KT, dapagliflozin tedavili kontrol grubu (r=5); D, diabetik grup (n=5); DT,
dapagliflozin tedavili diabetik grup (n=6).
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Sekil 3.13. Forskolin doz yanit1 kontrol grubu 6rnek goriintiisii
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3.4. Langendorff Perfiize Kalp Deneyleri

3.4.1. izoprenalin Aracih Kasilma Yamiti

Nonselektif B-AR agonisti izoprenalinin artan dozlarda verilmesi ile elde
edilen pozitif inotropik etki diabetik ve dapagliflozin tedavili diabetik grupta kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalmistir (Emax, K: %71,349,7; KT: %71,9£11,8, D:
%43,2+7,4**; DT: %42,0£17,7*. **  P<0,01; kontrol grubuna goére anlamlilik) (Sekil
3.14 ve 15).
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Sekil 3.14. Langendorff perfiize kalp sisteminde izoprenalin aracili kasilma yaniti

A. LVDP; sol ventrikiil i¢i gelisen basing. B. Emax, maksimum kasilma yaniti. C. +dP/dt, kasilma
yaniti. D. -dP/dt, gevseme yaniti. K, kontrol grubu (n=6); KT, dapagliflozin tedavili kontrol grubu
(n=6); D, diabetik grup (n=7); DT, dapagliflozin tedavili diabetik grup (rn=6). **  P<0,01; kontrol
grubuna gore anlamlilik.
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Sekil 3.15. izoprenalin doz yanit1 kontrol grubu érnek goriintiisii
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3.4.2. CL 316,243 Aracili Gevseme Yaniti

B3-AR agonisti CL 316,243 ile elde edilen konsantrasyon-yanit egrisinde
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmemektedir (1M CL 316,243
varligindaki negatif inotropik yanit, K: -%13,4+7,1; KT: -% 17,849,2, D: -
%15,318,1; DT: -%21,9+18,4) (Sekil 3.16 ve 17).
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Sekil 3.16. Langendorff perfiize kalp sisteminde CL 316,243 aracili gevseme yanit1

A. LVDP; sol ventrikiil i¢i gelisen basing. B. 1 M CL 316,243 varliginda % negatif inotropik yanit. C.
+dP/dt, kasilma yaniti. D. -dP/dt, gevseme yanit1. K, kontrol grubu (n=6); KT, dapagliflozin tedavili
kontrol grubu (n=6); D, diabetik grup (n=8); DT, dapagliflozin tedavili diabetik grup (n=6).
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Sekil 3.17. CL 316,243 doz yanit kontrol tedavili grup 6rnek goriintiisii
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3.5. Western Blot Deneyleri

3.5.1. SERCA2a ifadelenme Diizeyi

Kardiyak bozukluklarin belirteclerinden biri olan SERCA2a ifadesinde
gruplar arasinda istatiksel bir farklilik bulunmamistir (K: %100,00+9,10; KT:
%89,12+15,50; D: %78,88+18,57; DT: %88,23+17,94) (Sekil 3.18.A ve 19).

3.5.2. GRP78 ifadelenme Diizeyi

ER stres belirteci olan GRP78 protein ifadesinde gruplar arasi bir farklilik
bulunmamistir (K: %100,00+12,30; KT: %112,86+15,80; D: %109,52+11,25; DT:
%116,60+27,39) (Sekil 3.18.B ve 19).

3.5.3. Fosfolamban ve Fosforile Fosfolamban Ifadelenme Diizeyi

SERCAZ2a iizerinde baskilayici etki gosteren PLN proteini ifadesinde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (K: %100,00+13,30; KT:
%102,77£12,52; D: %98,01£14,41; DT: %109,13£22,47) (Sekil 3.18.C). Ayrica,
PLN’nin serinl6/treoninl7 fosforillenmis sekli (p-PLN) (K: %100,00+47,89; KT:
%96,67+£19,21; D: %85,81£21,20; DT: %388,46+31,88) (Sekil 3.19.D) ve p-
PLN/PLN orani da gruplar arasi1 farklilik gostermemektedir (K: %100,00+£34,57; KT:
%93,21+12,21; D: %90,45+20,63; DT: %82,01+17,81) (Sekil 3.18.E). Ote yandan,
SERCA2a/PLN oran1 diabetik ve dapagliflozin tedavili diabetik grupta kontrol
grubuna gore azalmistir (K: %100,0045,70; KT: %89,03£12,50; D: %81,37+14,76%;
DT: %81,80+8,35*. *, P<0,05; kontrol grubuna gore anlamlilik.) (Sekil 3.18.F ve 19).
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Sekil 3.18. Kalpte pozitif inotropi ile iliskili protein ifadeleri

A. SERCAZ2a protein ifadesi. B. GRP78 protein ifadesi. C. PLN protein ifadesi. D. P-PLN protein
ifadesi. K, kontrol grubu (n=6); KT, dapagliflozin tedavili kontrol grubu (n=6); D, diabetik grup
(n=6); DT, dapagliflozin tedavili diabetik grup (n=6). E. p-PLN/PLN, fosforile fosfolambanin
fosfolambana orani. F. SERCA2a/PLN; Serca2a proteinin PLN’a orani. K, n=7; KT, n=7; D, n=6;
DT, n=6. *, P<0,05; kontrol grubuna gore anlamlilik.
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Sekil 3.19. Kalpte pozitif inotropi ile iliskili protein ifadelerinde gruplara iligskin 6rnek sinyaller

3.5.4. ps-Adrenerjik Reseptor ifadelenme Diizeyi

Diabetik ve dapagliflozin tedavili diabetik grupta B3-AR protein ifadesi
kontrol ve tedavili kontrol gruba goére artmistir. Dapagliflozin tedavisi diabette artan
B3-AR protein ifadesini azaltmig goriinse de bu azalis istatiksel olarak anlamli
degildir (K: %100,00£18,54; KT: %165,90+40,63; D: %293,57+105,53**; DT:
%306,57£103,76***. **, P<0,01; ™ P<0,001; kontrol grubuna gore anlamlilik.)
(Sekil 3.20.A ve 21).

3.5.6. eNOS Ifadelenme Diizeyi

eNOS protein ifadesi diabetik grupta azalmis olup diger gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamli bir farklilik goézlenmemistir (K: %100,00+17,76; KT:
%97,24+19,99; D: %61,43+24,42*; DT: %79,87+20,81. *, P<0,05; kontrol grubuna
gore anlamlilik.) (Sekil 3.20.B ve 21).
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Sekil 3.20. Kalpte negatif inotropi ile iliskili protein ifadeleri

A. B3-AR protein ifadesi. B. eNOS protein ifadesi. K, kontrol grubu (n=6); KT, dapagliflozin tedavili
kontrol grubu (n=6); D, diabetik grup (n=6); DT, dapagliflozin tedavili diabetik grup (n=6). *,
P<0,05; **, P<0,01; *** P<0,001; kontrol grubuna gore anlamlilik.
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Sekil 3.21. Kalpte negatif inotropi ile iliskili protein ifadelerinde gruplara iligskin 6rnek sinyaller
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4. TARTISMA

Calismamizda esas olarak bir SGLT2i olan dapagliflozinin HFD ve diisiik
doz STZ ile indiiklenen diabetik sigan kalbinde B-AR aracili yanitverirligi ne sekilde
etkiledigi arastirlmistir. Bilindigi {izere kardiyovaskiiler hastaliklar diabetik
morbidite ve mortalitenin en dnemli nedenlerinden biridir. Bu nedenle, giiniimiizde
diabet tedavisinde tercih edilen terapdtik yaklasim, metabolik kontrol saglamanin
yanisira kardiyovaskiiler olumlu etkileri de olan bir ilag se¢cmek yoniindedir. Son
yillarda yapilan pek ¢ok preklinik ve klinik ¢aligma SGLT2i’nin bu anlamda one
ciktigmi gostermektedir (Chin ve ark., 2019; Furtado ve ark., 2019; Neal ve ark.,
2017; Wiviott ve ark., 2019 ve Zinman ve ark., 2015)

SGLT2i’nin kardiyovaskiiler olumlu etkilerinin mekanizmas1 tam olarak
aydinlatilmamis olmakla birlikte, bu etkilerin kalp fizyolojisinde yol agtiklar
degisimler ile hemodinamik, metabolik veya hormonal etkilerle baglantili olabilecegi
one siiriilmiistiir (Chin ve ark., 2019; Perreault, 2017 ve Pham ve Chilton, 2017). Ote
yandan, bu ila¢ grubunun kardiyak B-AR’lere etkisi bugiine kadar incelenmemistir.
Bu reseptorlerin, 6zellikle de BI-AR alttipinin kardiyak kontraktilite ve inotropi
izerindeki etkisinin esansiyel oldugu diisiiniildiigiinde, ilacin kardiyak yararini f-AR

aracilt yanitverirlige etkisi ile iliskilendirmek akla yatkin gériinmektedir.

Diabetik kalbin O6nemli bulgularindan biri diastolik ve/veya sistolik
fonksiyonun bozulmasidir (Liu ve ark., 2013; Matyas ve ark., 2017; Semeniuk ve
ark., 2002; Werner ve ark., 2018; Wold ve ark., 2001 ve Wu ve ark., 2018).
Calismamizda siganlarin sistolik ve diastolik fonksiyonundaki bozulmalara isaret
eden degisimler belli oranda goézlenmis olsa da s6z konusu degisimlerin higbiri
istatistiksel anlamlihga ulasmamustir. Ornegin, kalbin sistolik fonksiyonunu
degerlendirmemize yardimci olan in vivo hemodinamik parametrelerden yalnizca
sistol sonu basing diabetik sicanlarda anlamli olarak artmistir. Elde ettigimiz bulgu,
STZ diabetik sigan modelinde yaptigimiz dnceki ¢alismalarin (Arioglu-Inan ve ark.,

2013 ve Yesilyurt ve ark., 2019) sonuclart ile uyugmasa da bu durum hayvan
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modelindeki farkliliga baglanabilir. Nitekim STZ ile indiiklenen ve T1D’i taklit eden
modelde azalmis sistol sonu basing bulgusu yaygindir (Litwin ve ark., 1990 ve
Radovits ve ark., 2009). Ote yandan, db/db diabetik fare modeli (Alvarez ve ark.,
2004) ve obez ZDF sicanlarla (Rosen ve ark., 1986) yapilan ¢alismalarda, diabetik
bireylerdekine benzer sekilde artmis sistol sonu basing bulgusuna rastlanmaktadir.
Buna ek olarak, T2D’in erken evresinde artmig LV sistolik fonksiyonunu gosteren
baska deneysel sonuglar bulunmaktadir (Baynes ve Murray, 2009; Fredersdorf ve
ark., 2004 ve Habibi ve ark., 2017).

Calismamizda, dapagliflozin tedavisinin diastolik fonksiyon
parametrelerinden higbirine olumlu etkisi gozlenmemistir. Buna karsin, literatiirde
yer alan bazi ¢aligmalar bizim bulgularimizin aksine SGLT2 inhibitorlerinin in vivo
diastolik fonksiyona olumlu etkilerine dikkat ¢ekmektedir. Ornegin, leptin geni
cikarilmis ob/ob farelerde empagliflozin tedavisi ile Tau ve EDPVR gibi diastolik
fonksiyona iliskin parametrelerin iyilestigi gosterilmistir (Hammoudi ve ark., 2017).
Benzer sekilde, Zhou ve Wu bizim de kullandigimiz model olan yiiksek yag ve
diisik STZ diabet modelinde empagliflozin tedavisinin gevseme hizini ve sol
ventrikiil diastol sonu basincini diizelttigini bulmustur. Bu calismalarla bizim
calisgmamiz arasindaki farklilik secilen SGLT2 inhibitorii ile iliskilendirilebilir.
Nitekim, empagliflozinin grubun diger iiyelerine kiyasla SGLT2’ye selektivitesinin
(Ndefo ve ark., 2015) ve kardiyovaskiiler yararinin daha yiiksek oldugu (Minze ve
ark., 2018) ifade edilmektedir.

Diastolik fonksiyona olumlu etkisi ortaya konan empagliflozinin sistolik
fonksiyona etkisi konusunda ise farkli sonuclar bildirilmistir. Zhou ve Wu (2017)
yiiksek yag ve diisiik STZ diabet modelinde empagliflozinin sol ventrikiil sistolik
basincini ve kasilma hizimi iyilestirdigini gostermistir. Ote yandan, leptin geni
¢ikarilmis ob/ob (Hammoudi ve ark., 2017) ve db/db farelerde (Habibi ve ark., 2017)
empagliflozin tedavisi sistolik fonksiyonu diizeltmemistir. Bizim ¢aligmamizda ise,
sistolik fonksiyona iligkin parametrelerden yalnizca sistol sonu basing artist

dapagliflozin tedavisi ile azalmistir. Bu sonuglar SGLT2 inhibitdrlerinin diastolik
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fonksiyon iizerine yararinin daha dikkate deger oldugunu diisiindiirse de daha fazla

deneysel ve klinik ¢alismaya gereksinim bulunmaktadir.

Kalp fonksiyonlarmin diizenlenmesinde sempatik sinir sisteminin etkilerine
aracilik eden B-AR’ler 6nemli yer tutmaktadir (Barbier ve ark., 2007). Kardiyak Bi-
ve P2-AR’ler AC-cAMP-PKA yolag:1 iizerinden pozitif inotropik ve kronotropik
etkiye aracilik etmektedir (George ve Pitt, 2006). Kalpteki bu reseptorlerin
uyarilmasi ile kenetli olduklar1 Gs proteini AC-cAMP-PKA yolag: aktive olmaktadir.
Boylece, L tipi Ca™" kanallar1 basta olmak iizere birgok hedef bilesen fosforile
olmakta ve hiicre igine Ca’™ girisi uyarilmaktadir. Hiicre iginde artan Ca™
konsantrasyonu, SR’den sitozole Ca"™" ¢ikisini uyararak kardiyak miyofilamentlerin
aktive olmasmi ve kalbin kasilmasini saglamaktadir. Kasilma sonunda PLN’in
4

fosforilasyonu ile SERCA2a fizerindeki baskilayici etkinin kalkmasi ile Ca™’nin

SERCAZ2a ile SR’ye geri alinmakta ve kalp gevsemektedir (Tsang ve ark., 2009).

Diabetik kalpte B-AR aracili yanitverirligin azaldigi bilinmektedir (Arioglu-
Inan ve ark., 2013 ve Dincer ve ark., 1998). Bu durumun patolojiye baglh olarak
reseptOr ifadelenmesindeki degisimlerle iligkili oldugu gosterilmistir. Diabetik kalpte
Bi-AR mRNA ve protein ifadesi anlamli olarak azalmaktadir (Arioglu-Inan ve ark.,
2013; Bidasee ve ark., 2008; Dincer ve ark., 2001; Haley ve ark., 2015 ve Matsuda
ve ark., 1999). Ote yandan, B.-AR’lerdeki degisimin ise daha ¢ok desensitizasyon
seklinde oldugu ifade edilmektedir (Rockman ve ark.,, 1998) Calismamizda
Langendorff perfiize kalp preparati kullanilarak Bi- ve PBr-AR-aracili yanitverirlik
degerlendirilmistir. izoprenalin ile elde edilen kasilma yanit1 diabetik kalpte belirgin
bir sekilde azalmistir. Ne var ki, dapagliflozin tedavisinin bozulan inotropik yanita
kars1 herhangi bir iyilestirici etkisi gdzlenmemistir. Dapagliflozin tedavisi ile olumlu
etki goriilmemesi olasilikla ilacin diabetik kalpte azalan reseptor dansitesini diizeltici
etkisinin olmamasina baglanabilir. Nitekim diabetik hayvan modellerinde bozulan
kontraktiliteyi azalan B-AR sayisi ile iligkilendiren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir
(Dincer ve ark., 2001; Jiang ve ark., 2015 ve Savarese ve Berkowitz, 1979). Ne var

ki, calismamizda PBi- ve/veya P2-AR mRNA ya da protein ifadesindeki degisimleri
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belirlemek miimkiin olmamistir. Bir bagka olasilik ise, reseptoriin sayist korunsa
dahi, aracilik ettigi sinyal yolaklarindaki bozukluklara dapagliflozinin yararsiz
olmasidir. Kalpte PBi- ve/veya P2-AR’lerin Gs-AC-cAMP-PKA {izerinden inotropik
yanita yol agtig1 bilinmektedir. Boylece, bu yolagin bir ya da daha fazla noktasindaki
sorunun kontraktil disfonksiyona neden olmasi muhtemeldir. Bu noktadan hareketle,
calismamizda, bu sinyal kaskadi i¢inde yer alan cAMP komponentinin degigimi tiim
gruplarda incelenmistir. Sol ventrikiil papiller kasinda cAMP aktivatorii forskolin ile
elde edilen kasilma yanitlar1 bakimindan gruplar arast anlamli farklilik
gbézlenmemistir. Calismamizda, yolaktaki diger komponentlere iliskin yorum

yapilabilecek bir veri elde edilememistir.

Langendorff sisteminde yapilan deneylere ek olarak, Bi- ve P2-AR-aracili
yanitverirlik sol ventrikiil papiller kasinda da noradrenalin ve fenoterol doz yanit
egrileri lizerinden de incelenmis ve gruplararasi farklilik bulunmamistir. Langendorff
perfliize kalp preparatinda izoprenalin ile azalan kasilma yanmitina karsilik, sol
ventrikiil papiller kasinda noradrenalin ile dlgiilen kontraktilitenin degismemesi iki
yontem arast farklilikla agiklanabilir. Soyle ki, Langendorff perfiize kalp
preparatinda tiim kalbe ait kasilma yanmiti Olgiiliirken; papiller kas preparatinda
yalnizca sol ventrikiilden izole edilen papiller kasin yanit1 gdzlenmektedir. Bir baska
anlatimla, papiller kas preparatt daha ziyade kalbin sol ventrikiil fonksiyonunu
yansitmaktadir. Bu bilgi 1s18inda, ¢alismamizda HFD ve diisiik doz STZ ile
indiiklenen diabet modelinde kardiyak inotropide goriilen azalmanin sol ventrikiil

diizeyinde belirgin olmadig1 goriilmektedir.

Hem sistolik hem de diastolik fonksiyon i¢in anahtar iyon Ca*"dur. Kalpte
Ca"™ hareketlerinin diizgiin islemesi saglikli bir kasilma ve gevseme igin 6n sarttir.
Soyle ki; B-AR aracili sinyal yolagi uyarildiginda voltaj duyarli L tipi Ca™ kanallar
agilarak hiicre igine Ca** girer. Sitozolde artan Ca™ diizeyi ise SR’den Ry kanallar1
tizerinden Ca'™* ¢ikisii  uyarir (CIRC, Ca'™* aracili Ca'* saliverilmesi).
Miyofilamentlerin kasilmasini tetikleyen ise bu Ca™dur. Ote yandan, sistol sonrasi

diastoliin gergeklesmesi igin de sitozoldeki Ca*un SERCA2a ile SR’ye geri
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alinmas1 gerekmektedir. SERCA2a’nin sadece gevseme sirasinda aktif olabilmesi
PLN’nin inhibitér etkinligine baglidir. Dolayisiyla, Ca** aracili olaylarda rolii olan L
tipi Ca™ kanallari, Ry kanallari, SERCA2a ve PLN gibi bilesenlerin diabet
patolojisine bagl degisimleri kalbin hem sistolik/diastolik fonksiyonunu hem de B-
AR aracili yanitverirligini etkilemektedir. Bu noktadan hareketle, ¢aligmamizda
SERCA2a ve PLN protein diizeyleri incelenmigtir. SERCA2a da diabete bagli belli

oranda azalma izlenmekle birlikte, bu sonug istatistiksel anlamli bulunmamustir.

Ote yandan, kalbin kontraktilitesinin 6nemli belirteclerinden biri olarak
kabul edilen SERCA2a/PLN oranit (Koss ve Kranias, 1996) diabette anlamli olarak
azalmistir. Bu bulgunun diabetik kalpte bozuldugunu gosterdigimiz izoprenalin
aracili kasilma yanitina katkida bulundugunu 6ne siirmek akiler goriinmektedir.
Nitekim bu oranin anlamli olarak diisiik bulundugu dapagliflozin tedavili diabetik
grupta izoprenalin aracili yanitin da diizelmemis olmasi bu hipotezimizi
dogrulamaktadir. Ote yandan, diabetik fare modellerinde azalan SERCA2a
aktivitesinin empagliflozin (Hammoudi ve ark., 2017) ve dapagliflozin (Joubert ve

ark., 2017) tedavisi ile arttig1 ve LV diastolik fonksiyonun diizeldigi bildirilmistir.

Calismamizda, kalpteki Bi- ve P2-AR’ye ek olarak B3-AR alt tipinin de
dapagliflozin tedavisi ile iliskisi incelenmistir. Langendorff perfiize kalp
preparatinda selektif B3-AR agonisti CL 316,243 ile negatif inotropik etki
degerlendirilmistir. B3-AR aracili gevseme yanitlarinin gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde degismedigi gdzlenmistir. Bu bulgu, STZ ile indiiklenen ve
T1D modeline yakin diabetik sicanlarda elde ettigimiz Onceki bulgularimizla
ortismemektedir. Nitekim, STZ diabet modelinde B3-AR aracili gevseme yaniti
kontrol grubuna oranla anlamli olarak artmistir (Kayki-Mutlu ve ark., 2014 ve Uyar-

Boztas ve ark., 2017).

Bu durum calisilan deneysel model farkliligi ile iligkilendirilebilir. Nitekim
calismamizda uyguladigimiz diabet modeli HFD+diisik doz STZ modelidir ve
klinikte karsilasilan T2D modeline benzerlik gostermektedir. Ote yandan, T2D’nin
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taklit edildigi HFD ve yiiksek sukroz ile beslenen fare modelinde BRL37344 ile
stimiile edilen B3-AR aracili gevseme yanitinin olusmadigi (Baynes ve Murray,
2009), HFD+ diisiik doz STZ ile indiiklenen diabet modelinde ise gevseme yanitinda
bir degisiklik olmadigi (Derkach ve ark., 2014) bildirilmistir. Fonksiyonel yanittaki
bu ¢eliskinin tersine, sol ventrikiilde dl¢tiigiimiiz B3-AR protein ifadesi STZ diabetik
modeldeki hem bizim hem de diger arastiricilarin sonuglari ile uyumludur (Amour ve
ark., 2007; Amour ve ark., 2008; Arioglu-Inan ve ark., 2013; Bidasee ve ark., 2008
ve Dincer ve ark., 2001). Ne var ki, HFD+diisiik doz STZ modeli (Haley ve ark.,
2015) ve ZDF model (Jiang ve ark., 2015) sicanlarla yapilan calismalarda B3-AR
protein ifadesinde degisim bildirilmemistir. Bulgularimiz B3-AR protein ifadesinin
diabetik gruplarda kontrol grubuna oranla anlamli olarak arttifin1 ortaya
koymaktadir. Ote yandan, dapagliflozin tedavisi ile bu artis bir miktar azalmis, ancak
anlamli bir diizeye ulagsmamistir. Protein ifadesindeki artisin fonksiyonel yanita
yanstmamast ¢eligkili goriinmekle birlikte, literatiirde benzer sonuglar yer
almaktadir. Ornegin; Moniotte ve ark. (2001), kalp yetmezlikli siganlarda papiller
kasta P3-AR protein ifadesinin arttigini, buna karsilik (B3-AR aracili negatif
inotropinin  azaldigim1  bildirmistir. Arastirmacilar, bu durumu postreseptor
olaylardaki agiklamaya c¢alismis ve azalmig eNOS ifadesinin etkenlerden biri
olabilecegini 6ne siirmiistiir. Bu agiklama mantikli gériinmektedir, nitekim eNOS f33-
AR aracili sinyal yolagmin 6nemli bir bilesenidir. Calismamizda, eNOS ifadesi
diabetik kalpte azalmis bulunmus, tedavi sonrasi ise anlamli olmasa da kontrol
diizeyine  yaklasmistir. eNOS  aktivasyonun  gostergesi olan  enzimin
serin!!”’/treonin®” fosforile seklinin ifadesi ise ne yazik ki Olgiilememistir. Bu
nedenle, diabetik kalpte artan reseptor ve azalan eNOS enzim ifadelerine karsilik
degismeyen PB3-AR aracili negatif inotropiyi yorumlamak i¢in gelecek calismalara

ihtiya¢ vardir.

Sonug olarak; ¢caligmamizin bulgular1 dapagliflozin tedavisinin HFD ve diisiik
doz STZ ile olusturulan diabet modelinde sistolik/diastolik kalp fonksiyonu veya
kardiyak beta adrenerjik yanitverirlik {lizerine etkisinin mindr oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu bulgular SGLT2i’lerin metabolik faydalarmma ek olarak diabetik

kardiyak komplikasyonlarda da yararli olabilecegi iddiasi ile Ortiismese de ¢alisilan
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diabet modelinin/siiresinin, seg¢ilen ilacin ve ilag dozunun/tedavi siiresinin de
sonuglara katkis1 da goz Oniine alinmalidir. Nitekim grubun diger bir iiyesi olan
empagliflozin ile yapilan preklinik ve klinik ¢aligmalarin sonuglari bu ilacin kardiyak

olumlu etkisine isaret etmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

HFD ve diisik doz STZ injeksiyonu ile olugturulan 18-21 haftalik diabet
modelinde gelisen kardiyak komplikasyonlara bir SGLT2i olan dapagliflozinin etkisi

inceledigimiz ¢aligmamizin sonuglari asagida 6zetlenmektedir:

Tedavi ile basarili bir kan sekeri regiilasyonu saglanmistir. Ne var ki, beden
agirhginda gozlenen azalma tedavi ile diizeltilememistir. Aslinda, HFD diyet ve
diisiik doz STZ ile olusturulan diabet modeli T2D’ye benzerlik gostermektedir. Bu
nedenle, bu hayvanlarda kilo kaybi olmasi beklenmemektedir. Nitekim beden
agirhiginin azalmasi yliksek doz STZ ile olusturulan T1D’ye yakin modeline baglica
bulgusudur. Bu durum, modelimizin uygunlugu konusunda siipheye yol agsa da
benzer sekilde bu modelde kilo kaybi bulgusuna sahip c¢aligmalar literatiirde yer
almaktadir (Albersen ve ark., 2011; Ding ve ark., 2015; Gaikwad ve ark., 2010;
Haley ve ark., 2015; Thackeray ve ark., 2011 ve Xie ve ark., 2011). Dahasi, TG
diizeyi diabetik grupta artmis olarak goriinse de istatistiksel olarak anlamli

bulunmamuistir. Ne var ki, insiilin diizeyleri 6l¢iilememistir.

Calismamizda, sistolik ve diastolik kalp fonksiyonlarini gosteren bir¢ok
hemodinamik parametrenin diabete bagli olarak anlamli olarak degismedigi
goriilmektedir. Bununla birlikte, sistol sonu basinci diabetik grupta artmis ve

dapagliflozin tedavisi ile bu parametre kontrol degerine yaklagsmustir.

Langendorff kalp preparatlarindan elde edilen izoprenalin yanitlari, diabette
azaldig1 bilinen Bi- ve B2-AR aracili kasilma yanitlarin1 dogrulamigtir. Ne var ki,
papiller kas deneylerinde elde edilen Bi-AR aracili yanitlarda gruplar arasi bir
farklilik goézlemlenmemistir. Bununla birlikte, f2-AR yanitverirliklerinde de gruplar
arasinda fark bulunamamustir. Ote yandan, Langendorff kalp preparati yardimiyla
kalpteki B3-AR aracili gevseme yanitlar1 da degerlendirilmis olup B3-AR

yanitverirliginin degismemis oldugu bulunmustur. B3-AR protein diizeylerinin ise
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diabetik kalpte arttifi gozlenmistir. Bu bulgunun aksine, B3-AR aracili sinyal
yolaginin en Onemli bilesenlerinden biri olan eNOS enzimi, diabetik grupta
azalmistir. Bunlara ek olarak, dapagliflozin tedavisi diabete bagli Bi-AR aracili

inotropik yanitta ve eNOS protein ifadesindeki azalmay1 bir miktar diizeltmistir.

Diastolik fonksiyon gostergelerinden biri olan, ayn1 zamanda beta adrenerjik
yanitverirlikte de rolii olan SERCA2a ve PLN protein ifadelenmesinde ve p-
PLN/PLN oraninda gruplar arasi bir fark bulunmamis; SERCA2a/PLN oraninin ise
diabetik grupta azaldigi goriilmistiir. Ne var ki, dapagliflozin tedavisinin bu

azalmaya bir etkisi olmamustir.

Calismamizda, ciddi kardiyak komplikasyon goriilmemesi diabetik modelin
uygunlugu konusunda sorular akla getirse de genel olarak diabetik sican
modellerinde makrovaskiiler komplikasyonlardan cok mikrovaskiiler
komplikasyonlarin daha sik goriildiigii gdzden kacirilmamalidir. Ornegin; insiiline
direngli, hiperlipemik ve hiperinsiilinemik olan ZFD siganlarda diabetin erken
baglangicina ragmen (~10 haftalik), ateroskleroz veya makrovaskiiler
komplikasyonlar gelismedigi icin, bu model daha ¢ok diabetik mikrovaskiiler
komplikasyonlara ¢esitli ilaclarin etkisinin test edilmesi amaciyla kullanilmistir

(Heinonen ve ark., 2015).

Calismamizin bulgular1 dapagliflozin tedavisinin HFD ve diisiik doz STZ
diabet modelinde kardiyak fonksiyona major bir etkisinin olmadigini géstermektedir.
Bu durum SGLT?2i lerinin diabetik kardiyak komplikasyonlara kars1 one siiriildiigii
gibi fazladan yarar1 olmamasinm bir kanit olabilir. Ote yandan, bu eksiklik grubun
secilen iiyesinden de kaynaklanabilir. Nitekim grubun bir diger {iyesi olan
empagliflozin klinik c¢alismalarda birgok olumlu ¢ikti ile iligkilendirilmektedir.
Empagliflozin gibi klinik yarar1 gosterilmis bir SGLT2i ile karsilastirmali olarak
yapilacak yeni ¢aligmalarla dapagliflozin tedavisinin diabetik kalpte olas1 yarar1 daha
iyl anlasilabilir. Aynm1 zamanda, tedavide grubun hangi liyesini se¢cmenin daha

akillica olacag1 degerlendirilebilir.
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OZET

Sodyum glukoz kotransporter 2 inhibitorii dapagliflozinin tip 2 diabetik ratlarda
kardiyovaskiiler komplikasyonlar iizerindeki etkileri

Diabetes mellitus diinya ¢apinda 460 milyondan fazla hastay1 etkilemektedir ve
kardiyovaskiiler ~komplikasyon kaynakli mortalite ile yakindan iliskilidir. Bu
komplikasyonlarm ortaya ¢ikmasinda beta adrenerjik reseptdr yamtverirligindeki
bozukluklar 6nemli rol oynamaktadir. Ote yandan, diabete bagh kardiyovaskiiler
komplikasyonlarin &nlenebilmesi i¢in 6n kosul glisemik kontroldiir. Sodyum glukoz
kotransporter 2 (SGLT2) inhibitorleri, diger antidiabetik ilaglardan farkli olarak
kardiyovaskiiler faydalar1 oldugu 6ne siiriilen yeni bir antidiabetik ila¢ smifidir. SGLT2
inhibitorlerinin kardiyovaskiiler hastaliklara sahip diabetik hastalarda kardiyovaskiiler
nedenlerden kaynaklanan 6liim oranini, tim nedenlerden kaynakli 6liim oranini ve kalp
yetmezligi nedenli hastanede yatis oranimi 6nemli Olciide azalttigi gosterilmistir. SGLT2
inhibitorlerinin bu sistemik olumlu etkileri hemodinamik etkiler ve metabolik etkiler ile
aciklanmaya calisilmistir. Ne var ki, kardiyovaskiiler komplikasyonlar iizerine koruyucu
etkilerinin mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir. Calismamizda, bu noktadan yola
cikarak, bir SGLT2 inhibitorii olan dapagliflozinin tip 2 diabetik si¢anlardaki
kardiyovaskiiler komplikasyonlara etkisinin beta adrenerjik reseptdr yanitlari iizerinden
incelenmesi amaglanmustir.

Bu amag¢ dogrultusunda, 6 haftalik Sprague-Dawley sicanlar ile calisilmigtir.
Sicanlar kontrol, dapagliflozin tedavili kontrol, diabetik ve dapagliflozin tedavili diabetik
olmak {iizere dort gruba ayrilmistir. Diabet yiiksek yag diyeti (%35 yag g/g) ve diisiik doz
STZ (25 mg/kg, i.p.) ile indiiklenmistir. Diabet ve kontrol grubunun bir kism1 12-15 hafta
boyunca dapagliflozin (1 mg/kg/giin, oral) almistir. Tedavi bitiminde, hemodinamik
parametreler in- vivo basing hacim kateteri yardimiyla dl¢lilmiistiir. Ardindan, in-vitro olarak
hem Langendorf kalp preparatinda hem de papiller kasta beta adrenoseptor yanitverirligi
incelenmistir. Son olarak, beta adrenoseptor sinyal yolaginda yer alan cesitli proteinlerin
ifadeleri western blot deneyleri ile Olgiilmiistiir. Elde edilen degerlerin istatiksel analizi
GraphPad Prism ile yapilmis, degerler ortalama ve standart sapma ile ifade edilmistir.
Gruplarin karsilagtirmas1 One-way ANOVA ve Bonferroni post-hoc test ile yapilmis, P<0,05
istatistiksel anlamlilik olarak kabul edilmistir.

Sonug olarak, dapagliflozin tedavisinin diabette artan kan sekerini disiirdigii
gorlilmistiir. Dapagliflozin tedavisi HFD ve diisiik doz STZ diabet modelinde kardiyak
parametrelerin ¢oguna etkisiz kalmistir. Bu parametrelerden yalmizca bozulan sistol sonu
basinci ve Bi-AR aracili kasilma yaniti, istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte,
dapagliflozin tedavisi ile belli oranda diizelmistir. Bu bulgular, dapagliflozin tedavisinin
diabetik kalpte olumlu bir etkisinin olup olmadigimin anlagilmasi i¢in daha fazla ¢aligmaya
ihtiya¢ oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Beta adrenoseptorler, dapagliflozin, kalp, SGLT2 inhibitorleri, tip 2
diabet.
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SUMMARY

The effects of dapagliflozin, a sodium glucose cotransporter 2 inhibitor, on
cardiovascular complications in type 2 diabetic rats

Diabetes mellitus currently affects over 460 million patients worldwide and is
associated with many deaths from cardiovascular complications. Impaired beta-adrenergic
responsiveness plays an important role on these complications. On the other hand, glycemic
control is essential to prevent the diabetic cardiovascular complications. Different from the
other antidiabetic drugs, sodium glucose cotransporter 2 inhibitors (SGLT2is) are a novel
class of antidiabetic drugs with cardiovascular benefits. In many cardiovascular outcome
trials, SGLT2is have significantly decreased the mortality rate related to cardiovascular
causes, the all-causes mortality rate and the rate of hospitalization due to heart failure in
diabetic patients with establish cardiovascular diseases. These beneficial effects of the group
have been related to hemodynamic and metabolic actions. However, the direct mechanisms
are not fully understood. From this point of view, in the present study we aimed to
investigate the effects of dapagliflozin, a SGLT2 inhibitor, on cardiovascular complications
in an experimental model of type 2 diabetes in terms of beta-adrenergic receptors
responsiveness.

With this purpose, 6-week-old male Sprague-Dawley rats were divided into 4
groups; control, dapagliflozin treated control, diabetic and dapagliflozin treated diabetic
group. Diabetes was induced by high-fat diet (35% fat w/w) and low dose streptozotocin
injection (25 mg/kg, i.p.). Some of the diabetic and control rats were treated with
dapagliflozin (1 mg/kg/day, orally) for 12-15 weeks. After the treatment, in-vivo
hemodynamic parameters are measured by PV catheter, and then in-vitro beta-adrenergic
responsiveness was evaluated by using both Langendorff hearth preparation and papillary
muscle strips. Finally, expressions of proteins playing a role in beta- adrenergic signaling
were determined by western blot experiments. All data analyzed using GraphPad Prism and
expressed as meanstSD. Multiple comparisons were performed using one-way ANOVA
followed by Bonferroni post-hoc test and P<0.05 was considered for significance.

As a result, the treatment of dapagliflozin reduced blood glucose levels in diabetic
group. Dapagliflozin was ineffective on most of the cardiac parameters in HFD/low dose
STZ diabetes model. Among them, only impaired end systolic pressure and Bi;-AR-mediated
contraction was ameliorated to some extent. These findings demonstrate that future studies
are needed to reveal whether dapagliflozin has a positive effect on the diabetic heart.

Keywords: Beta adrenoceptors, dapagliflozin, heart, SGLT2 inhibitors, type 2 diabetes.

88



KAYNAKLAR

ABACI A (2011). Kardiyovaskiiler risk faktorlerinin iilkemizdeki durumu. Tiirk Kardiyol
Dern Ars, 39: 1-5.

ABDUL-GHANI MA, DEFRONZO RA (2008). Inhibition of renal glucose reabsorption: a
novel strategy for achieving glucose control in type 2 diabetes mellitus. Endocr
Pract, 14(6): 782-790. doi:10.4158/EP.14.6.782

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION (2010). Diagnosis and classification of diabetes
mellitus. Diabetes Care, 33 Suppl 1: S62-69. doi:10.2337/dc10-S062

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION (2014). Diagnosis and classification of diabetes
mellitus. Diabetes Care, 37 Suppl 1: S81-90. doi:10.2337/dc14-S081

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION (2018). 2. Classification and Diagnosis of
Diabetes: Standards of Medical Care in Diabetes-2018. Diabetes Care, 41(Suppl 1):
S13-S27. doi:10.2337/dc18-S002

AHLQUIST RP (1948). A study of the adrenotropic receptors. Am J Physiol, 153(3): 586-
600. doi:10.1152/ajplegacy.1948.153.3.586

ALBERSEN M, LIN G, FANDEL TM, ZHANG H, QIU X, LIN CS, LUE TF (2011).
Functional, metabolic, and morphologic characteristics of a novel rat model of type
2 diabetes-associated erectile dysfunction. Urology, 78(2): 476 ¢471-478.
doi:10.1016/j.urology.2011.03.024

ALVAREZ JA, REYES M, ESCOBEDO D, FREEMAN GL, STEINHELPER ME,
FELDMAN MD (2004). Enhanced left ventricular systolic function early in type 2
diabetic mice: clinical implications. Diab Vasc Dis Res, 1(2): 89-94.
doi:10.3132/dvdr.2004.013

AMOUR J, LOYER X, LE GUEN M, MABROUK N, DAVID JS, CAMORS E, CARUSIO
N, VIVIEN B, ANDRIANTSITOHAINA R, HEYMES C, RIOU B (2007). Altered
contractile response due to increased beta3-adrenoceptor stimulation in diabetic

cardiomyopathy: the role of nitric oxide synthase 1-derived nitric oxide.
Anesthesiology, 107(3): 452-460. doi:10.1097/01.anes.0000278909.40408.24

AMOUR J, LOYER X, MICHELET P, BIRENBAUM A, RIOU B, HEYMES C (2008).
Preservation of the positive lusitropic effect of beta-adrenoceptors stimulation in
diabetic cardiomyopathy. Anesth Analg, 107(4): 1130-1138.
doi:10.1213/ane.0b013e3181806903

ARCH JR, AINSWORTH AT, CAWTHORNE MA, PIERCY V, SENNITT MV, THODY
VE, WILSON C, WILSON S (1984). Atypical beta-adrenoceptor on brown

&9



adipocytes as target for anti-obesity drugs. Nature, 309(5964): 163-165.
doi:10.1038/309163a0

ARIOGLU-INAN E, OZAKCA I, KAYKI-MUTLU G, SEPICI-DINCEL A, ALTAN VM
(2013). The role of insulin-thyroid hormone interaction on beta-adrenoceptor-
mediated cardiac responses. FEur J Pharmacol, T718(1-3): 533-543.
doi:10.1016/j.ejphar.2013.06.021

ATKINS FL, DOWELL RT, LOVE S (1985). beta-Adrenergic receptors, adenylate cyclase
activity, and cardiac dysfunction in the diabetic rat. J Cardiovasc Pharmacol, 7(1):
66-70. doi:10.1097/00005344-198501000-00011

BAILEY CJ, GROSS JL, PIETERS A, BASTIEN A, LIST JF (2010). Effect of dapagliflozin
in patients with type 2 diabetes who have inadequate glycaemic control with

metformin: a randomised, double-blind, placebo-controlled trial. Lancet, 375(9733):
2223-2233. doi:10.1016/S0140-6736(10)60407-2

BANDO YK, MUROHARA T (2014). Diabetes-related heart failure. Circ J, 78(3): 576-583.

BARBIER J, RANNOU-BEKONO F, MARCHAIS J, TANGUY S, CARRE F (2007).
Alterations of beta3-adrenoceptors expression and their myocardial functional
effects in physiological model of chronic exercise-induced cardiac hypertrophy. Mol
Cell Biochem, 300(1-2): 69-75. doi:10.1007/s11010-006-9370-9

BAYINDIR CEVIK A, OZCAN S, SATMAN I (2015). Reducing the modifiable risks of
cardiovascular disease in Turkish patients with type 2 diabetes: the effectiveness of
training. Clin Nurs Res, 24(3): 299-317. doi:10.1177/1054773814531288

BAYNES JW, MURRAY DB (2009). The metal chelators, trientine and citrate, inhibit the
development of cardiac pathology in the Zucker diabetic rat. Exp Diabetes Res,
2009: 696378. doi:10.1155/2009/696378

BERSOFF-MATCHA SJ, CHAMBERLAIN C, CAO C, KORTEPETER C, CHONG WH
(2019). Fournier Gangrene Associated With Sodium-Glucose Cotransporter-2
Inhibitors: A Review of Spontaneous Postmarketing Cases. Ann Intern Med,
170(11): 764-769. doi:10.7326/M19-0085

BHARTIA M, TAHRANI AA, BARNETT AH (2011). SGLT-2 inhibitors in development
for type 2 diabetes treatment. Rev Diabet Stud, 8(3): 348-354.
doi:10.1900/RDS.2011.8.348

BIDASEE KR, ZHENG H, SHAO CH, PARBHU SK, ROZANSKI GJ, PATEL KP (2008).
Exercise training initiated after the onset of diabetes preserves myocardial function:
effects on expression of beta-adrenoceptors. J Appl Physiol (1985), 105(3): 907-914.
doi:10.1152/japplphysiol.00103.2008

90



BILLGER M, KIRK J, CHANG J, BEDARD A, ATTALLA B, HAILE S, SODERBERG M
(2019). A study in a rat initiation-promotion bladder tumour model demonstrated no
promoter/progressor potential of dapagliflozin. Regul Toxicol Pharmacol, 103: 166-
173. doi:10.1016/j.yrtph.2019.01.031

BLAIR M (2016). Diabetes Mellitus Review. Urol Nurs, 36(1): 27-36.

BOND RA, CLARKE DE (1988). Agonist and antagonist characterization of a putative
adrenoceptor with distinct pharmacological properties from the alpha- and beta-
subtypes. Br J Pharmacol, 95(3): 723-734. doi:10.1111/j.1476-5381.1988.tb11698.x

BONORA BM, AVOGARO A, FADINI GP (2018). Sodium-glucose co-transporter-2
inhibitors and diabetic ketoacidosis: An updated review of the literature. Diabetes
Obes Metab, 20(1): 25-33. doi:10.1111/dom.13012

BRISTOW MR, GINSBURG R, MINOBE W, CUBICCIOTTI RS, SAGEMAN WS,
LURIE K, BILLINGHAM ME, HARRISON DC, STINSON EB (1982). Decreased
catecholamine sensitivity and beta-adrenergic-receptor density in failing human
hearts. N Engl J Med, 307(4): 205-211. doi:10.1056/NEJM198207223070401

BRODDE OE (1991). Beta 1- and beta 2-adrenoceptors in the human heart: properties,
function, and alterations in chronic heart failure. Pharmacol Rev, 43(2): 203-242.

BRODDE OE (1993). Beta-adrenoceptors in cardiac disease. Pharmacol Ther, 60(3): 405-
430.

BRODDE OE, MICHEL MC (1999). Adrenergic and muscarinic receptors in the human
heart. Pharmacol Rev, 51(4): 651-690.

BUGGER H, ABEL ED (2014). Molecular mechanisms of diabetic cardiomyopathy.
Diabetologia, 57(4): 660-671. doi:10.1007/s00125-014-3171-6

BUSE JB, WEXLER DIJ, TSAPAS A, ROSSING P, MINGRONE G, MATHIEU C,
D'ALESSIO DA, DAVIES MJ (2020). 2019 Update to: Management of
Hyperglycemia in Type 2 Diabetes, 2018. A Consensus Report by the American
Diabetes Association (ADA) and the European Association for the Study of
Diabetes (EASD). Diabetes Care, 43(2): 487-493. doi:10.2337/dcil19-0066

CANNAVO A, KOCH WIJ (2017). Targeting beta3-Adrenergic Receptors in the Heart:
Selective Agonism and beta-Blockade. J Cardiovasc Pharmacol, 69(2): 71-78.
doi:10.1097/FJC.0000000000000444

CARRILLO-SEPULVEDA MA, MATSUMOTO T, NUNES KP, WEBB RC (2014).
Therapeutic implications of peptide interactions with G-protein-coupled receptors in
diabetic vasculopathy. Acta Physiol (Oxf), 211(1): 20-35. doi:10.1111/apha.12281

91



CHATTERIJEE S, KHUNTI K, DAVIES MJ (2017). Type 2 diabetes. Lancet, 389(10085):
2239-2251. doi:10.1016/S0140-6736(17)30058-2

CHEREZOV V, ROSENBAUM DM, HANSON MA, RASMUSSEN SG, THIAN FS,
KOBILKA TS, CHOI HJ, KUHN P, WEIS WI, KOBILKA BK, STEVENS RC
(2007). High-resolution crystal structure of an engineered human beta2-adrenergic G
protein-coupled receptor. Science, 318(5854): 1258-1265.
doi:10.1126/science.1150577

CHIN KL, OFORI-ASENSO R, HOPPER I, VON LUEDER TG, REID CM, ZOUNGAS S,
WANG BH, LIEW D (2019). Potential mechanisms underlying the cardiovascular
benefits of sodium glucose cotransporter 2 inhibitors: a systematic review of data
from preclinical studies. Cardiovasc Res, 115(2): 266-276. doi:10.1093/cvr/cvy295

CHO NH, SHAW JE, KARURANGA S, HUANG Y, DA ROCHA FERNANDES ID,
OHLROGGE AW, MALANDA B (2018). IDF Diabetes Atlas: Global estimates of
diabetes prevalence for 2017 and projections for 2045. Diabetes Res Clin Pract,
138: 271-281. doi:10.1016/j.diabres.2018.02.023

COMAN OA, PAUNESCU H, GHITA I, COMAN L, BADARARU A, FULGA I (2009).
Beta 3 adrenergic receptors: molecular, histological, functional and pharmacological
approaches. Rom J Morphol Embryol, 50(2): 169-179.

CONTROL G, TURNBULL FM, ABRAIRA C, ANDERSON RJ, BYINGTON RP,
CHALMERS JP, DUCKWORTH WC, EVANS GW, GERSTEIN HC, HOLMAN
RR, MORITZ TE, NEAL BC, NINOMIYA T, PATEL AA, PAUL SK, TRAVERT
F, WOODWARD M (2009). Intensive glucose control and macrovascular outcomes
in type 2 diabetes. Diabetologia, 52(11): 2288-2298. doi:10.1007/s00125-009-1470-
0

DAVIES MJ, D'ALESSIO DA, FRADKIN J, KERNAN WN, MATHIEU C, MINGRONE
G, ROSSING P, TSAPAS A, WEXLER DJ, BUSE JB (2018a). Management of
hyperglycaemia in type 2 diabetes, 2018. A consensus report by the American
Diabetes Association (ADA) and the European Association for the Study of
Diabetes (EASD). Diabetologia, 61(12): 2461-2498. doi:10.1007/s00125-018-4729-
5

DAVIES MJ, D'ALESSIO DA, FRADKIN J, KERNAN WN, MATHIEU C, MINGRONE
G, ROSSING P, TSAPAS A, WEXLER DJ, BUSE JB (2018b). Management of
Hyperglycemia in Type 2 Diabetes, 2018. A Consensus Report by the American
Diabetes Association (ADA) and the European Association for the Study of
Diabetes (EASD). Diabetes Care, 41(12): 2669-2701. doi:10.2337/dci18-0033

DEFRONZO RA, DAVIDSON JA, DEL PRATO S (2012). The role of the kidneys in
glucose homeostasis: a new path towards normalizing glycaemia. Diabetes Obes
Metab, 14(1): 5-14. doi:10.1111/j.1463-1326.2011.01511.x

92



DEI CAS A, KHAN SS, BUTLER J, MENTZ RJ, BONOW RO, AVOGARO A,
TSCHOEPE D, DOEHNER W, GREENE SJ, SENNI M, GHEORGHIADE M,
FONAROW GC (2015). Impact of diabetes on epidemiology, treatment, and
outcomes of patients with heart failure. JACC Heart Fail, 3(2): 136-145.
doi:10.1016/j.jchf.2014.08.004

DERKACH KV, BONDAREVA VM, MOYSEYUK IV, SHPAKOV AO (2014). [The
influence of two-month treatment with bromocryptine on activity of the adenylyl
cyclase signaling system in the myocardium and testes of rats with type 2 diabetes
mellitus]. Tsitologiia, 56(12): 907-918.

DESOUZA CV, GUPTA N, PATEL A (2015). Cardiometabolic Effects of a New Class of
Antidiabetic Agents. Clin Ther, 37(6): 1178-1194.
doi:10.1016/j.clinthera.2015.02.016

DHALLA NS, TAKEDA N, RODRIGUEZ-LEYVA D, ELIMBAN V (2014). Mechanisms
of subcellular remodeling in heart failure due to diabetes. Heart Fail Rev, 19(1): 87-
99. doi:10.1007/s10741-013-9385-8

DINCER UD, BIDASEE KR, GUNER S, TAY A, OZCELIKAY AT, ALTAN VM (2001).
The effect of diabetes on expression of betal-, beta2-, and beta3-adrenoreceptors in
rat hearts. Diabetes, 50(2): 455-461.

DINCER UD, ONAY A, ARI N, OZCELIKAY AT, ALTAN VM (1998). The effects of
diabetes on beta-adrenoceptor mediated responsiveness of human and rat atria.
Diabetes Res Clin Pract, 40(2): 113-122.

DING M, LEI J, HAN H, LI W, QU Y, FU E, FU F, WANG X (2015). SIRT1 protects
against myocardial ischemia-reperfusion injury via activating eNOS in diabetic rats.
Cardiovasc Diabetol, 14: 143. doi:10.1186/512933-015-0299-8

DUCKWORTH WC (2001). Hyperglycemia and cardiovascular disease. Curr Atheroscler
Rep, 3(5): 383-391.

DZIMIRI N (1999). Regulation of beta-adrenoceptor signaling in cardiac function and
disease. Pharmacol Rev, 51(3): 465-501.

EHRENKRANZ JR, LEWIS NG, KAHN CR, ROTH J (2005). Phlorizin: a review. Diabetes
Metab Res Rev, 21(1): 31-38. doi:10.1002/dmrr.532

EINARSON TR, ACS A, LUDWIG C, PANTON UH (2018). Prevalence of cardiovascular
disease in type 2 diabetes: a systematic literature review of scientific evidence from
across the world in 2007-2017. Cardiovasc Diabetol, 17(1): 83.
doi:10.1186/s12933-018-0728-6

93



EUROPEAN MEDICINES AGENCY (2019). Erigim adresi:
https://www.ema.europa.eu/en/documents/minutes/minutes-prac-meeting-26-29-
november-2018_en.pdf. Erisim tarihi: 16.06.2020.

FANG ZY, PRINS JB, MARWICK TH (2004). Diabetic cardiomyopathy: evidence,
mechanisms, and therapeutic implications. Endocr Rev, 25(4): 543-567.
doi:10.1210/er.2003-0012

FERRANNINI E, RAMOS SJ, SALSALI A, TANG W, LIST JF (2010). Dapagliflozin
monotherapy in type 2 diabetic patients with inadequate glycemic control by diet
and exercise: a randomized, double-blind, placebo-controlled, phase 3 trial. Diabetes
Care, 33(10): 2217-2224. d0i:10.2337/dc10-0612

FIORETTO P, DEL PRATO S, BUSE JB, GOLDENBERG R, GIORGINO F, REYNER D,
LANGKILDE AM, SJOSTROM CD, SARTIPY P, INVESTIGATORS DS (2018).
Efficacy and safety of dapagliflozin in patients with type 2 diabetes and moderate
renal impairment (chronic kidney disease stage 3A): The DERIVE Study. Diabetes
Obes Metab, 20(11): 2532-2540. do1:10.1111/dom.13413

FONSECA VA, FERRANNINI E, WILDING JP, WILPSHAAR W, DHANJAL P, BALL
G, KLASEN S (2013). Active- and placebo-controlled dose-finding study to assess
the efficacy, safety, and tolerability of multiple doses of ipragliflozin in patients with
type 2 diabetes mellitus. J Diabetes Complications, 27(3): 268-273.
doi:10.1016/j.jdiacomp.2012.11.005

FOOTE C, PERKOVIC V, NEAL B (2012). Effects of SGLT2 inhibitors on cardiovascular
outcomes. Diab Vasc Dis Res, 9(2): 117-123. doi:10.1177/1479164112441190

FOY JM, LUCAS PD (1976). Effect of experimental diabetes, food deprivation and genetic
obesity on the sensitivity of pithed rats to autonomic agents. Br J Pharmacol, 57(2):
229-234. doi:10.1111/j.1476-5381.1976.tb07472.x

FREDERSDORF S, THUMANN C, ULUCAN C, GRIESE DP, LUCHNER A, RIEGGER
GA, KROMER EP, WEIL J (2004). Myocardial hypertrophy and enhanced left
ventricular contractility in Zucker diabetic fatty rats. Cardiovasc Pathol, 13(1): 11-
19. doi:10.1016/S1054-8807(03)00109-1

FURTADO RHM, BONACA MP, RAZ I, ZELNIKER TA, MOSENZON O, CAHN A,
KUDER J, MURPHY SA, BHATT DL, LEITER LA, MCGUIRE DK, WILDING
JPH, RUFF CT, NICOLAU JC, GAUSE-NILSSON IAM, FREDRIKSSON M,
LANGKILDE AM, SABATINE MS, WIVIOTT SD (2019). Dapagliflozin and
Cardiovascular Outcomes in Patients With Type 2 Diabetes Mellitus and Previous
Myocardial Infarction. Circulation, 139(22): 2516-2527.
doi:10.1161/CIRCULATIONAHA.119.039996

GAIKWAD AB, GUPTA J, TIKOO K (2010). Epigenetic changes and alteration of Fbnl
and Col3Al gene expression under hyperglycaemic and hyperinsulinaemic
conditions. Biochem J, 432(2): 333-341. doi:10.1042/BJ20100414

94



GANDO S, HATTORI Y, AKAISHI Y, NISHIHIRA J, KANNO M (1997). Impaired
contractile response to beta adrenoceptor stimulation in diabetic rat hearts:
alterations in beta adrenoceptors-G protein-adenylate cyclase system and
phospholamban phosphorylation. J Pharmacol Exp Ther, 282(1): 475-484.

GAUTHIER C, LANGIN D, BALLIGAND JL (2000). Beta3-adrenoceptors in the
cardiovascular system. Trends Pharmacol Sci, 21(11): 426-431. doi:10.1016/s0165-
6147(00)01562-5

GAUTHIER C, LEBLAIS V, KOBZIK L, TROCHU JN, KHANDOUDI N, BRIL A,
BALLIGAND JL, LE MAREC H (1998). The negative inotropic effect of beta3-
adrenoceptor stimulation is mediated by activation of a nitric oxide synthase
pathway in human ventricle. J Clin Invest, 102(7): 1377-1384. doi:10.1172/JCI2191

GAUTHIER C, TAVERNIER G, CHARPENTIER F, LANGIN D, LE MAREC H (1996).
Functional beta3-adrenoceptor in the human heart. J Clin Invest, 98(2): 556-562.
doi:10.1172/JC1118823

GEORGE MS, PITT GS (2006). The real estate of cardiac signaling: location, location,
location.  Proc  Natl Acad Sci U § A, 103(20):  7535-7536.
do0i:10.1073/pnas.0602389103

GERICH JE (2010). Role of the kidney in normal glucose homeostasis and in the
hyperglycaemia of diabetes mellitus: therapeutic implications. Diabet Med, 27(2):
136-142. doi:10.1111/j.1464-5491.2009.02894.x

GRAY SP, JANDELEIT-DAHM K (2014). The pathobiology of diabetic vascular
complications--cardiovascular and kidney disease. J Mol Med (Berl), 92(5): 441-
452. doi:10.1007/s00109-014-1146-1

HABIBI J, AROOR AR, SOWERS JR, JIA G, HAYDEN MR, GARRO M, BARRON B,
MAYOUX E, RECTOR RS, WHALEY-CONNELL A, DEMARCO VG (2017).
Sodium glucose transporter 2 (SGLT2) inhibition with empagliflozin improves

cardiac diastolic function in a female rodent model of diabetes. Cardiovasc
Diabetol, 16(1): 9. doi:10.1186/512933-016-0489-z

HALEY JM, THACKERAY JT, KOLAJOVA M, THORN SL, DASILVA JN (2015).
Insulin therapy normalizes reduced myocardial beta-adrenoceptors at both the onset
and after sustained hyperglycemia in diabetic rats. Life Sci, 132: 101-107.
doi:10.1016/5.1£s.2015.03.024

HALIMI S, VERGES B (2014). Adverse effects and safety of SGLT-2 inhibitors. Diabetes
Metab, 40(6 Suppl 1): S28-34. doi:10.1016/S1262-3636(14)72693-X

HAMMOUDI N, JEONG D, SINGH R, FARHAT A, KOMAJDA M, MAYOUX E,
HAJJAR R, LEBECHE D (2017). Empagliflozin Improves Left Ventricular

95



Diastolic Dysfunction in a Genetic Model of Type 2 Diabetes. Cardiovasc Drugs
Ther, 31(3): 233-246. doi:10.1007/s10557-017-6734-1

HAN JH, OH TJ, LEE G, MAENG HJ, LEE DH, KIM KM, CHOI SH, JANG HC, LEE HS,
PARK KS, KIM YB, LIM S (2017). The beneficial effects of empagliflozin, an

SGLT2 inhibitor, on atherosclerosis in ApoE (-/-) mice fed a western diet.
Diabetologia, 60(2): 364-376. do0i:10.1007/s00125-016-4158-2

HAN S, HAGAN DL, TAYLOR JR, XIN L, MENG W, BILLER SA, WETTERAU IR,
WASHBURN WN, WHALEY JM (2008). Dapagliflozin, a selective SGLT2
inhibitor, improves glucose homeostasis in normal and diabetic rats. Diabetes,
57(6): 1723-1729. doi:10.2337/db07-1472

HEINONEN SE, GENOVE G, BENGTSSON E, HUBSCHLE T, AKESSON L, HISS K,
BENARDEAU A, YLA-HERTTUALA S, JONSSON-RYLANDER AC, GOMEZ
MF (2015). Animal models of diabetic macrovascular complications: key players in
the development of new therapeutic approaches. J Diabetes Res, 2015: 404085.
doi:10.1155/2015/404085

HENRY RR, MURRAY AV, MARMOLEJO MH, HENNICKEN D, PTASZYNSKA A,
LIST JF (2012). Dapagliflozin, metformin XR, or both: initial pharmacotherapy for
type 2 diabetes, a randomised controlled trial. /nt J Clin Pract, 66(5): 446-456.
doi:10.1111/5.1742-1241.2012.02911.x

HEYLIGER CE, PIERCE GN, SINGAL PK, BEAMISH RE, DHALLA NS (1982). Cardiac
alpha- and beta-adrenergic receptor alterations in diabetic cardiomyopathy. Basic
Res Cardiol, 77(6): 610-618. doi:10.1007/bf01908314

HUYNH K, BERNARDO BC, MCMULLEN JR, RITCHIE RH (2014). Diabetic
cardiomyopathy: mechanisms and new treatment strategies targeting antioxidant
signaling pathways. Pharmacol Ther, 142(3): 375-415.
doi:10.1016/j.pharmthera.2014.01.003

INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION. IDF Diabetes Atlas (2000). 1: Brussels,
Belgium.

INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION. IDF Diabetes Atlas (2006). 3: Brussels,
Belgium.

INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION. IDF Diabetes Atlas (2017). 8: Brussels,
Belgium.

INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION. IDF Diabetes Atlas (2019). 9: Brussels,
Belgium.

INZUCCHI SE, BERGENSTAL RM, BUSE JB, DIAMANT M, FERRANNINI E, NAUCK
M, PETERS AL, TSAPAS A, WENDER R, MATTHEWS DR, AMERICAN

96



DIABETES A, EUROPEAN ASSOCIATION FOR THE STUDY OF D (2012).
Management of hyperglycemia in type 2 diabetes: a patient-centered approach:
position statement of the American Diabetes Association (ADA) and the European
Association for the Study of Diabetes (EASD). Diabetes Care, 35(6): 1364-1379.
doi:10.2337/dc12-0413

INZUCCHI SE, ZINMAN B, WANNER C, FERRARI R, FITCHETT D, HANTEL S,
ESPADERO RM, WOERLE HJ, BROEDL UC, JOHANSEN OE (2015). SGLT-2
inhibitors and cardiovascular risk: proposed pathways and review of ongoing
outcome trials. Diab Vasc Dis Res, 12(2): 90-100. doi:10.1177/1479164114559852

JABBOUR S, SEUFERT J, SCHEEN A, BAILEY CJ, KARUP C, LANGKILDE AM
(2018). Dapagliflozin in patients with type 2 diabetes mellitus: A pooled analysis of
safety data from phase IIb/III clinical trials. Diabetes Obes Metab, 20(3): 620-628.
doi:10.1111/dom.13124

JAYAWARDENE D, WARD GM, O'NEAL DN, THEVERKALAM G, MACISAAC Al,
MACISAAC RJ (2014). New treatments for type 2 diabetes: cardiovascular
protection beyond glucose lowering? Heart Lung Circ, 23(11): 997-1008.
doi:10.1016/j.h1c.2014.05.007

JIANG C, CARILLION A, NA N, DE JONG A, FELDMAN S, LACORTE M,
BONNEFONT-ROUSSELOT D, RIOU B, AMOUR J (2015). Modification of the
beta-Adrenoceptor Stimulation Pathway in Zucker Obese and Obese Diabetic Rat
Myocardium. Crit Care Med, 43(7): €241-249.
doi:10.1097/CCM.0000000000000999

JORGENS V (2019). The roots of SGLT inhibition: Laurent-Guillaume de Koninck, Jean
Servais Stas and Freiherr Josef von Mering. Acta Diabetol, 56(1): 29-31.
doi:10.1007/s00592-018-1206-z

JOUBERT M, JAGU B, MONTAIGNE D, MARECHAL X, TESSE A, AYER A, DOLLET
L, LE MAY C, TOUMANIANTZ G, MANRIQUE A, CHARPENTIER F, STAELS
B, MAGRE J, CARIOU B, PRIEUR X (2017). The Sodium-Glucose Cotransporter
2 Inhibitor Dapagliflozin Prevents Cardiomyopathy in a Diabetic Lipodystrophic
Mouse Model. Diabetes, 66(4): 1030-1040. doi:10.2337/db16-0733

KANAI Y, LEE WS, YOU G, BROWN D, HEDIGER MA (1994). The human kidney low
affinity Na+/glucose cotransporter SGLT2. Delineation of the major renal
reabsorptive mechanism for D-glucose. J Clin Invest, 93(1): 397-404.
doi:10.1172/JCI1116972

KATO ET, SILVERMAN MG, MOSENZON O, ZELNIKER TA, CAHN A, FURTADO
RHM, KUDER J, MURPHY SA, BHATT DL, LEITER LA, MCGUIRE DK,
WILDING JPH, BONACA MP, RUFF CT, DESAI AS, GOTO S, JOHANSSON
PA, GAUSE-NILSSON I, JOHANSON P, LANGKILDE AM, RAZ I, SABATINE
MS, WIVIOTT SD (2019). Effect of Dapagliflozin on Heart Failure and Mortality in

97



Type 2 Diabetes Mellitus. Circulation, 139(22): 2528-2536.
doi:10.1161/CIRCULATIONAHA.119.040130

KAUMANN AJ (1997). Four beta-adrenoceptor subtypes in the mammalian heart. Trends
Pharmacol Sci, 18(3): 70-76. doi:10.1016/s0165-6147(96)01033-4

KAUMANN AJ, ENGELHARDT S, HEIN L, MOLENAAR P, LOHSE M (2001).
Abolition of (-)-CGP 12177-evoked cardiostimulation in double betal/beta2-
adrenoceptor knockout mice. Obligatory role of betal-adrenoceptors for putative

betad4-adrenoceptor pharmacology. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol, 363(1):
87-93. doi:10.1007/s002100000336

KAUMANN AJ, MOLENAAR P (1997). Modulation of human cardiac function through 4
beta-adrenoceptor populations. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol, 355(6):
667-681. doi:10.1007/p100004999

KAYKI-MUTLU G, ARIOGLU-INAN E, OZAKCA I, OZCELIKAY AT, ALTAN VM
(2014). beta3-Adrenoceptor-mediated responses in diabetic rat heart. Gen Physiol
Biophys, 33(1): 99-109. doi:10.4149/gpb_2013065

KAYKI-MUTLU G, KARAOMERLIOGLU I, ARIOGLU-INAN E, ALTAN VM (2019).
Beta-3 adrenoceptors: A potential therapeutic target for heart disease. Eur J
Pharmacol, 858: 172468. doi:10.1016/j.ejphar.2019.172468

KAYKI-MUTLU G, KARAOMERLIOGLU I, ARIOGLU-INAN E (2019). The effect of
nitric oxide synthase on beta 3 adrenoceptor mediated relaxation in stz diabetic rat
heart. J Fac Pharm Ankara, 43(1): 64-71.

KATRIN A, POORNIMA B, RICHARD AB, DAVID BB, SUSANNA C, DOMINIC D,
VAN AD, DOUGLAS CE, SARAH G, EUGENIE G, ROBERT MG, TERRY HJ,
PAUL H, REBECCA H, SHAHRIAR K, GAYANE M, MARTIN CM, KENNETH
PM, SERGIO P, DIANNE P, RORY S, ROGER S ve PETER Z, (2019).
Adrenoceptors (version 2019.4) in the IUPHAR/BPS Guide to Pharmacology
Database. [UPHAR/BPS  Guide to  Pharmacology  CITE, 4. doi:
10.2218/gtopdb/F4/2019.4

KLABUNDE RE (2019). Erisim adresi:
https://www.cvpharmacology.com/cardiostimulatory/beta-agonist. ~ Erisim  tarihi:
16.06.2020.

KOSS KL, KRANIAS EG (1996). Phospholamban: a prominent regulator of myocardial
contractility. Circ Res, 79(6): 1059-1063. doi:10.1161/01.res.79.6.1059

KRANIAS EG, HAJJAR RJ (2012). Modulation of cardiac contractility by the
phospholamban/SERCA2a  regulatome. Circ Res, 110(12): 1646-1660.
doi:10.1161/CIRCRESAHA.111.259754

98



LAHNWONG S, CHATTIPAKORN SC, CHATTIPAKORN N (2018). Potential
mechanisms responsible for cardioprotective effects of sodium-glucose co-
transporter 2 inhibitors. Cardiovasc Diabetol, 17(1): 101. doi:10.1186/s12933-018-
0745-5

LAMERIS TW, DE ZEEUW S, ALBERTS G, BOOMSMA F, DUNCKER DJ, VERDOUW
PD, VELD AJ, VAN DEN MEIRACKER AH (2000). Time course and mechanism
of myocardial catecholamine release during transient ischemia in vivo. Circulation,
101(22): 2645-2650.

LANDS AM, ARNOLD A, MCAULIFF JP, LUDUENA FP, BROWN TG (1967).
Differentation of receptor systems activated by sympathomimetic amines. Nature,
214: 597-598.

LATIFPOUR J, MCNEILL JH (1984). Cardiac autonomic receptors: effect of long-term
experimental diabetes. J Pharmacol Exp Ther, 230(1): 242-249.

LEE TM, CHANG NC, LIN SZ (2017). Dapagliflozin, a selective SGLT2 Inhibitor,
attenuated cardiac fibrosis by regulating the macrophage polarization via STAT3
signaling in infarcted rat hearts. Free Radic Biol Med, 104: 298-310.
doi:10.1016/j.freeradbiomed.2017.01.035

LEVITT KATZ LE, MAGGE SN, HERNANDEZ ML, MURPHY KM, MCKNIGHT HM,
LIPMAN T (2011). Glycemic control in youth with type 2 diabetes declines as early
as two years after diagnosis. J  Pediatr,  158(1): 106-111.
doi:10.1016/j.jpeds.2010.07.011

LIN B, KOIBUCHI N, HASEGAWA Y, SUETA D, TOYAMA K, UEKAWA K, MA M,
NAKAGAWA T, KUSAKA H, KIM-MITSUYAMA S (2014). Glycemic control
with empagliflozin, a novel selective SGLT2 inhibitor, ameliorates cardiovascular

injury and cognitive dysfunction in obese and type 2 diabetic mice. Cardiovasc
Diabetol, 13: 148. doi:10.1186/512933-014-0148-1

LIN HW, TSENG CH (2014). A Review on the Relationship between SGLT2 Inhibitors and
Cancer. Int J Endocrinol, 2014: 719578. doi:10.1155/2014/719578

LITWIN SE, RAYA TE, ANDERSON PG, DAUGHERTY S, GOLDMAN S (1990).
Abnormal cardiac function in the streptozotocin-diabetic rat. Changes in active and
passive properties of the left ventricle. J Clin Invest, 86(2): 481-488.
doi:10.1172/JCI114734

LIU J, LIU Y, CHEN L, WANG Y, LI J (2013). Glucagon-Like Peptide-1 Analog
Liraglutide Protects against Diabetic Cardiomyopathy by the Inhibition of the
Endoplasmic Reticulum Stress Pathway. J Diabetes Res, 2013: 630537.
doi:10.1155/2013/630537

99



LJUNGGREN O, BOLINDER J, JOHANSSON L, WILDING J, LANGKILDE AM,
SJOSTROM CD, SUGG J, PARIKH S (2012). Dapagliflozin has no effect on
markers of bone formation and resorption or bone mineral density in patients with

inadequately controlled type 2 diabetes mellitus on metformin. Diabetes Obes
Metab, 14(11): 990-999. doi:10.1111/j.1463-1326.2012.01630.x

MATSUDA N, HATTORI Y, GANDO S, AKAISHI Y, KEMMOTSU O, KANNO M
(1999). Diabetes-induced down-regulation of betal-adrenoceptor mRNA expression
in rat heart. Biochem Pharmacol, 58(5): 881-885. doi:10.1016/s0006-
2952(99)00164-1

MATYAS C, NEMETH BT, OLAH A, TOROK M, RUPPERT M, KELLERMAYER D,
BARTA BA, SZABO G, KOKENY G, HORVATH EM, BODI B, PAPP Z,
MERKELY B, RADOVITS T (2017). Prevention of the development of heart
failure with preserved ejection fraction by the phosphodiesterase-5A inhibitor
vardenafil in rats with type 2 diabetes. Fur J Heart Fail, 19(3): 326-336.
doi:10.1002/ejhf. 711

MCGURNAGHAN SJ, BRIERLEY L, CAPARROTTA TM, MCKEIGUE PM,
BLACKBOURN LAK, WILD SH, LEESE GP, MCCRIMMON RJ, MCKNIGHT
JA, PEARSON ER, PETRIE JR, SATTAR N, COLHOUN HM, SCOTTISH
DIABETES RESEARCH NETWORK EPIDEMIOLOGY G (2019). The effect of
dapagliflozin on glycaemic control and other cardiovascular disease risk factors in
type 2 diabetes mellitus: a real-world observational study. Diabetologia, 62(4): 621-
632. doi:10.1007/s00125-018-4806-9

MCMURRAY 1JV, DEMETS DL, INZUCCHI SE, KOBER L, KOSIBOROD MN,
LANGKILDE AM, MARTINEZ FA, BENGTSSON O, PONIKOWSKI P,
SABATINE MS, SJOSTRAND M, SOLOMON SD, COMMITTEES D-H,
INVESTIGATORS (2019). A trial to evaluate the effect of the sodium-glucose co-
transporter 2 inhibitor dapagliflozin on morbidity and mortality in patients with heart
failure and reduced left ventricular ejection fraction (DAPA-HF). Eur J Heart Fail,
21(5): 665-675. doi:10.1002/ejhf.1432

MCMURRAY JJV, SOLOMON SD, INZUCCHI SE, KOBER L, KOSIBOROD MN,
MARTINEZ FA, PONIKOWSKI P, SABATINE MS, ANAND IS, BELOHLAVEK
J, BOHM M, CHIANG CE, CHOPRA VK, DE BOER RA, DESAI AS, DIEZ M,
DROZDZ J, DUKAT A, GE J, HOWLETT JG, KATOVA T, KITAKAZE M,
LIJUNGMAN CEA, MERKELY B, NICOLAU JC, OMEARA E, PETRIE MC,
VINH PN, SCHOU M, TERESHCHENKO S, VERMA S, HELD C, DEMETS DL,
DOCHERTY KF, JHUND PS, BENGTSSON O, SJOSTRAND M, LANGKILDE
AM, COMMITTEES D-HT, INVESTIGATORS (2019). Dapagliflozin in Patients
with Heart Failure and Reduced Ejection Fraction. N Engl J Med, 381(21): 1995-
2008. doi:10.1056/NEJMo0al1911303

MENG W, ELLSWORTH BA, NIRSCHL AA, MCCANN PJ, PATEL M, GIROTRA RN,
WU G, SHER PM, MORRISON EP, BILLER SA, ZAHLER R, DESHPANDE PP,
PULLOCKARAN A, HAGAN DL, MORGAN N, TAYLOR JR, OBERMEIER
MT, HUMPHREYS WG, KHANNA A, DISCENZA L, ROBERTSON JG, WANG

100



A, HAN S, WETTERAU JR, JANOVITZ EB, FLINT OP, WHALEY M,
WASHBURN WN (2008). Discovery of dapagliflozin: a potent, selective renal
sodium-dependent glucose cotransporter 2 (SGLT2) inhibitor for the treatment of
type 2 diabetes. J Med Chem, 51(5): 1145-1149. doi:10.1021/jm701272q

MINZE MG, WILL KJ, TERRELL BT, BLACK RL, IRONS BK (2018). Benefits of
SGLT2 Inhibitors Beyond Glycemic Control - A Focus on Metabolic,
Cardiovascular and Renal Outcomes. Curr Diabetes Rev, 14(6): 509-517.
doi:10.2174/1573399813666170816142351

MONIOTTE S, KOBZIK L, FERON O, TROCHU JN, GAUTHIER C, BALLIGAND JL
(2001). Upregulation of beta(3)-adrenoceptors and altered contractile response to
inotropic amines in human failing myocardium. Circulation, 103(12): 1649-1655.
doi:10.1161/01.cir.103.12.1649

MOTULSKY H (2020). GraphPad Software. Prism 8.3.1, San Diego, USA.

MOURA J, BORSHEIM E, CARVALHO E (2014). The Role of MicroRNAs in Diabetic
Complications-Special Emphasis on Wound Healing. Genes (Basel), 5(4): 926-956.
doi:10.3390/genes5040926

NAHMIAS C, BLIN N, ELALOUF JM, MATTEI MG, STROSBERG AD, EMORINE LJ
(1991). Molecular characterization of the mouse beta 3-adrenergic receptor:
relationship with the atypical receptor of adipocytes. EMBO J, 10(12): 3721-3727.

NDEFO UA, ANIDIOBI NO, BASHEER E, EATON AT (2015). Empagliflozin (Jardiance):
A Novel SGLT2 Inhibitor for the Treatment of Type-2 Diabetes. P 7, 40(6): 364-
368.

NEAL B, PERKOVIC V, MAHAFFEY KW, DE ZEEUW D, FULCHER G, ERONDU N,
SHAW W, LAW G, DESAI M, MATTHEWS DR, GROUP CPC (2017).
Canagliflozin and Cardiovascular and Renal Events in Type 2 Diabetes. N Engl J
Med, 377(7): 644-657. doi:10.1056/NEJMoal611925

OELZE M, KROLLER-SCHON S, WELSCHOF P, JANSEN T, HAUSDING M, MIKHED
Y, STAMM P, MADER M, ZINSSIUS E, AGDAULETOVA S, GOTTSCHLICH
A, STEVEN S, SCHULZ E, BOTTARI SP, MAYOUX E, MUNZEL T, DAIBER A
(2014). The sodium-glucose co-transporter 2 inhibitor empagliflozin improves
diabetes-induced vascular dysfunction in the streptozotocin diabetes rat model by
interfering with oxidative stress and glucotoxicity. PLoS One, 9(11): e112394.
doi:10.1371/journal.pone.0112394

OGURTSOVA K, DA ROCHA FERNANDES JD, HUANG Y, LINNENKAMP U,
GUARIGUATA L, CHO NH, CAVAN D, SHAW JE, MAKAROFF LE (2017).
IDF Diabetes Atlas: Global estimates for the prevalence of diabetes for 2015 and
2040. Diabetes Res Clin Pract, 128: 40-50. doi:10.1016/j.diabres.2017.03.024

101



PERREAULT L (2017). EMPA-REG OUTCOME: The Endocrinologist's Point of View.
Am J Med, 130(6S): S51-S56. doi:10.1016/j.amjmed.2017.04.005

PHAM SV, CHILTON RJ (2017). EMPA-REG OUTCOME: The Cardiologist's Point of
View. Am J Cardiol, 120(1S): S53-S58. doi:10.1016/j.amjcard.2017.05.011

PHROMMINTIKUL A, WONGCHAROEN W, KUMFU S, JAIWONGKAM T,
GUNAPARN S, CHATTIPAKORN S, CHATTIPAKORN N (2019). Effects of
dapagliflozin vs vildagliptin on cardiometabolic parameters in diabetic patients with

coronary artery disease: a randomised study. Br J Clin Pharmacol.
doi:10.1111/bcp.13903

POOLE RM, DUNGO RT (2014). Ipragliflozin: first global approval. Drugs, 74(5): 611-
617. doi:10.1007/s40265-014-0204-x

PTASZYNSKA A, COHEN SM, MESSING EM, REILLY TP, JOHNSSON E, JOHNSSON
K (2015). Assessing Bladder Cancer Risk in Type 2 Diabetes Clinical Trials: the
Dapagliflozin Drug Development Program as a 'Case Study'. Diabetes Ther, 6(3):
357-375. doi:10.1007/s13300-015-0128-9

PTASZYNSKA A, HARDY E, JOHNSSON E, PARIKH S, LIST J (2013). Effects of
dapagliflozin on cardiovascular risk factors. Postgrad Med, 125(3): 181-189.
doi:10.3810/pgm.2013.05.2667

QIU R, BALIS D, XIE J, DAVIES MIJ, DESAI M, MEININGER G (2017). Longer-term
safety and tolerability of canagliflozin in patients with type 2 diabetes: a pooled
analysis. Curr Med Res Opin, 33(3): 553-562. doi:10.1080/03007995.2016.1271780

RADHOLM K, FIGTREE G, PERKOVIC V, SOLOMON SD, MAHAFFEY KW, DE
ZEEUW D, FULCHER G, BARRETT TD, SHAW W, DESAI M, MATTHEWS
DR, NEAL B (2018). Canagliflozin and Heart Failure in Type 2 Diabetes Mellitus.
Circulation, 138(5): 458-468. doi:10.1161/CIRCULATIONAHA.118.034222

RADOVITS T, KORKMAZ S, LOGANATHAN S, BARNUCZ E, BOMICKE T, ARIF R,
KARCK M, SZABO G (2009). Comparative investigation of the left ventricular
pressure-volume relationship in rat models of type 1 and type 2 diabetes mellitus.
Am J Physiol Heart Circ Physiol, 297(1): H125-133.
doi:10.1152/ajpheart.00165.2009

RASCHI E, PARISOTTO M, FORCESI E, LA PLACA M, MARCHESINI G, DE PONTI
F, POLUZZI E (2017). Adverse events with sodium-glucose co-transporter-2

inhibitors: A global analysis of international spontaneous reporting systems. Nutr
Metab Cardiovasc Dis, 27(12): 1098-1107. doi:10.1016/j.numecd.2017.10.008

RASMUSSEN SG, CHOI HJ, ROSENBAUM DM, KOBILKA TS, THIAN FS, EDWARDS
PC, BURGHAMMER M, RATNALA VR, SANISHVILI R, FISCHETTI RF,
SCHERTLER GF, WEIS WI, KOBILKA BK (2007). Crystal structure of the human

102



beta2 adrenergic G-protein-coupled receptor. Nature, 450(7168): 383-387.
doi:10.1038/nature06325

RIEG T, VALLON V (2018). Development of SGLT1 and SGLT2 inhibitors. Diabetologia,
61(10): 2079-2086. doi:10.1007/s00125-018-4654-7

RIZZO M, AL-BUSAIDI N, RIZVI AA (2015). Dapagliflozin therapy in type-2 diabetes:
current knowledge and future perspectives. Expert Opin Pharmacother, 16(3): 281-
284. doi:10.1517/14656566.2015.981528

ROCKMAN HA, CHOI DJ, AKHTER SA, JABER M, GIROS B, LEFKOWITZ RIJ,
CARON MG, KOCH WIJ (1998). Control of myocardial contractile function by the
level of beta-adrenergic receptor kinase 1 in gene-targeted mice. J Biol Chem,
273(29): 18180-18184. doi:10.1074/jbc.273.29.18180

RODEFELD MD, BEAU SL, SCHUESSLER RB, BOINEAU JP, SAFFITZ JE (1996).
Beta-adrenergic and muscarinic cholinergic receptor densities in the human
sinoatrial node: identification of a high beta 2-adrenergic receptor density. J
Cardiovasc Electrophysiol, 7(11): 1039-1049. doi:10.1111/j.1540-
8167.1996.tb00479.x

ROSEN P, HERBERG L, REINAUER H (1986). Different types of postinsulin receptor
defects contribute to insulin resistance in hearts of obese Zucker rats.
Endocrinology, 119(3): 1285-1291. doi:10.1210/endo-119-3-1285

ROSSETTI L, SMITH D, SHULMAN GI, PAPACHRISTOU D, DEFRONZO RA (1987).
Correction of hyperglycemia with phlorizin normalizes tissue sensitivity to insulin in
diabetic rats. J Clin Invest, 79(5): 1510-1515. doi:10.1172/JCI112981

SATMAN I, OMER B, TUTUNCU Y, KALACA S, GEDIK S, DINCCAG N, KARSIDAG
K, GENC S, TELCI A, CANBAZ B, TURKER F, YILMAZ T, CAKIR B,
TUOMILEHTO J, GROUP T-IS (2013). Twelve-year trends in the prevalence and
risk factors of diabetes and prediabetes in Turkish adults. Eur J Epidemiol, 28(2):
169-180. doi:10.1007/s10654-013-9771-5

SATMAN I, YILMAZ T, SENGUL A, SALMAN S, SALMAN F, UYGUR S, BASTAR I,
TUTUNCU Y, SARGIN M, DINCCAG N, KARSIDAG K, KALACA S, OZCAN
C, KING H (2002). Population-based study of diabetes and risk characteristics in
Turkey: results of the turkish diabetes epidemiology study (TURDEP). Diabetes
Care, 25(9): 1551-1556.

SAVARESE JJ, BERKOWITZ BA (1979). beta-Adrenergic receptor decrease in diabetic rat
hearts. Life Sci, 25(24-25): 2075-2078. doi:10.1016/0024-3205(79)90200-5

SCHALKWIJK CG, STEHOUWER CD (2005). Vascular complications in diabetes
mellitus: the role of endothelial dysfunction. Clin Sci (Lond), 109(2): 143-159.
doi:10.1042/CS20050025

103



SELLERS DJ, CHESS-WILLIAMS R (2001). The effect of streptozotocin-induced diabetes
on cardiac beta-adrenoceptor subtypes in the rat. J Auton Pharmacol, 21(1): 15-21.

SEMENIUK LM, KRYSKI AJ, SEVERSON DL (2002). Echocardiographic assessment of
cardiac function in diabetic db/db and transgenic db/db-hGLUT4 mice. Am J Physiol
Heart Circ Physiol, 283(3): H976-982. doi:10.1152/ajpheart.00088.2002

SHAH AD, LANGENBERG C, RAPSOMANIKI E, DENAXAS S, PUJADES-
RODRIGUEZ M, GALE CP, DEANFIELD J, SMEETH L, TIMMIS A,
HEMINGWAY H (2015). Type 2 diabetes and incidence of cardiovascular diseases:
a cohort study in 1.9 million people. Lancet Diabetes Endocrinol, 3(2): 105-113.
doi:10.1016/S2213-8587(14)70219-0

SHESTAKOVA MV, WILDING JPH, WILPSHAAR W, TRETTER R, ORLOVA VL,
VERBOVOY AF (2018). A phase 3 randomized placebo-controlled trial to assess
the efficacy and safety of ipragliflozin as an add-on therapy to metformin in Russian
patients with inadequately controlled type 2 diabetes mellitus. Diabetes Res Clin
Pract, 146: 240-250. doi:10.1016/j.diabres.2018.10.018

SHI X, VERMA S, YUN J, BRAND-ARZAMENDI K, SINGH KK, LIU X, GARG A,
QUAN A, WEN XY (2017). Effect of empagliflozin on cardiac biomarkers in a
zebrafish model of heart failure: clues to the EMPA-REG OUTCOME trial? Mol
Cell Biochem, 433(1-2): 97-102. doi:10.1007/s11010-017-3018-9

SMITH GL, BUNKER CB, DINNEEN MD (1998). Fournier's gangrene. Br J Urol, 81(3):
347-355. doi:10.1046/j.1464-410x.1998.00532.x

STEINBERG SF (1999). The molecular basis for distinct beta-adrenergic receptor subtype
actions in cardiomyocytes. Circ Res, 85(11): 1101-1111.

SUNDARESAN PR, SHARMA VK, GINGOLD SI, BANERJEE SP (1984). Decreased
beta-adrenergic receptors in rat heart in streptozotocin-induced diabetes: role of
thyroid hormones. Endocrinology, 114(4): 1358-1363. doi:10.1210/endo-114-4-
1358

TAN Y, ZHANG Z, ZHENG C, WINTERGERST KA, KELLER BB, CAI L (2020).
Mechanisms of diabetic cardiomyopathy and potential therapeutic strategies:
preclinical and clinical evidence. Nat Rev Cardiol. doi:10.1038/s41569-020-0339-2

TAYLOR SI, BLAU JE, ROTHER KI (2015). Possible adverse effects of SGLT2 inhibitors
on bone. Lancet Diabetes Endocrinol, 3(1): 8-10. doi:10.1016/S2213-
8587(14)70227-X

THACKERAY JT, PARSA-NEZHAD M, KENK M, THORN SL, KOLAJOVA M,
BEANLANDS RS, DASILVA JN (2011). Reduced CGP12177 binding to cardiac
beta-adrenoceptors in hyperglycemic high-fat-diet-fed, streptozotocin-induced

104



diabetic rats. Nucl Med Biol, 38(7): 1059-1066.
doi:10.1016/j.nucmedbio.2011.04.002

TURKIYE ILAC VE TIBBI CIHAZ KURUMU (2016). SGLT2 inhibitérleri ile iligkili
diyabetik  ketoasidoz riski konulu doktor mektubu. Erisim adresi:
https://www .titck.gov.tr/dinamikmodul/42?page=3. Erigim tarihi: 16.06.2020.

TURKIYE ILAC VE TIBBI CIHAZ KURUMU (2019). SGLT2 inhibitérleri ile iligkili
fournier  gangreni riski  konulu  doktor  mektubu. Erisim  adresi:
https://www.titck.gov.tr/dinamikmodul/42?page=1. Erigim tarihi: 16.06.2020.

TSANG S, WONG SS, WU S, KRAVTSOV GM, WONG TM (2009). Testosterone-
augmented contractile responses to alphal- and betal-adrenoceptor stimulation are
associated with increased activities of RyR, SERCA, and NCX in the heart. Am J
Physiol Cell Physiol, 296(4): C766-782. doi:10.1152/ajpcell.00193.2008

TURKDIAB Diyabet Tam ve Tedavi Rehberi 2018 (2018), 8: Tiirkiye Diyabet Vakfi.

U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (2018). Erisim  adresi:
https://www.fda.gov/drugs/drug-safety-and-availability/fda-warns-about-rare-
occurrences-serious-infection-genital-area-sglt2-inhibitors-diabetes. Erisim tarihi:
16.06.2020.

UTHMAN L, BAARTSCHEER A, BLEIJLEVENS B, SCHUMACHER CA, FIOLET JWT,
KOEMAN A, JANCEV M, HOLLMANN MW, WEBER NC, CORONEL R,
ZUURBIER CJ (2018). Class effects of SGLT2 inhibitors in mouse cardiomyocytes
and hearts: inhibition of Na(+)/H(+) exchanger, lowering of cytosolic Na(+) and
vasodilation. Diabetologia, 61(3): 722-726. doi:10.1007/s00125-017-4509-7

UYAR-BOZTAS C, ARIOGLU-INAN E, MUDERRISOGLU, AE, KAYKI-MUTLU G,
ERDOGAN BR, YESILYURT ZE, KARAOMERLIOGLU I, ALTAN VM (2017).
The effect of sitagliptin on beta-adrenoceptor-mediated cardiac responses in
streptozotocin induced diabetic rats. Diabetes Stoffwech H, 26:15.

VERMA S, MAZER CD, YAN AT, MASON T, GARG V, TEOH H, ZUO F, QUAN A,
FARKOUH ME, FITCHETT DH, GOODMAN SG, GOLDENBERG RM, AL-
OMRAN M, GILBERT RE, BHATT DL, LEITER LA, JUNI P, ZINMAN B,
CONNELLY KA (2019). Effect of Empagliflozin on Left Ventricular Mass in
Patients With Type 2 Diabetes Mellitus and Coronary Artery Disease: The EMPA-
HEART CardioLink-6 Randomized Clinical Trial. Circulation, 140(21): 1693-1702.
doi:10.1161/CIRCULATIONAHA.119.042375

VIVIAN EM (2014). Sodium-glucose co-transporter 2 (SGLT2) inhibitors: a growing class
of antidiabetic agents. Drugs Context, 3: 212264. doi:10.7573/dic.212264

WANNER C (2017). EMPA-REG OUTCOME: The Nephrologist's Point of View. Am J
Med, 130(6S): S63-S72. doi:10.1016/j.amjmed.2017.04.007

105



WARNE T, SERRANO-VEGA MJ, BAKER JG, MOUKHAMETZIANOV R, EDWARDS
PC, HENDERSON R, LESLIE AG, TATE CG, SCHERTLER GF (2008). Structure
of a betal-adrenergic G-protein-coupled receptor. Nature, 454(7203): 486-491.
doi:10.1038/nature07101

WASHBURN WN (2009). Development of the renal glucose reabsorption inhibitors: a new
mechanism for the pharmacotherapy of diabetes mellitus type 2. J Med Chem, 52(7):
1785-1794. doi:10.1021/jm8013019

WERNER RA, EISSLER C, HAYAKAWA N, ARIAS-LOZA P, WAKABAYASHI H,
JAVADI MS, CHEN X, SHINAJI T, LAPA C, PELZER T, HIGUCHI T (2018).
Left Ventricular Diastolic Dysfunction in a Rat Model of Diabetic Cardiomyopathy
using ECG-gated (18)F-FDG PET. Sci Rep, 8(1): 17631. doi:10.1038/s41598-018-
35986-0

WHITING DR, GUARIGUATA L, WEIL C, SHAW J (2011). IDF diabetes atlas: global
estimates of the prevalence of diabetes for 2011 and 2030. Diabetes Res Clin Pract,
94(3): 311-321. doi:10.1016/j.diabres.2011.10.029

WILD S, ROGLIC G, GREEN A, SICREE R, KING H (2004). Global prevalence of
diabetes: estimates for the year 2000 and projections for 2030. Diabetes Care, 27(5):
1047-1053.

WILDING J, BAILEY C, RIGNEY U, BLAK B, KOK M, EMMAS C (2017). Dapagliflozin
therapy for type 2 diabetes in primary care: Changes in HbAlc, weight and blood
pressure over 2 years follow-up. Prim Care Diabetes, 11(5): 437-444.
doi:10.1016/j.pcd.2017.04.004

WILDING JP (2014). The role of the kidneys in glucose homeostasis in type 2 diabetes:
clinical implications and therapeutic significance through sodium glucose co-
transporter 2 inhibitors. Metabolism, 63(10): 1228-1237.
doi:10.1016/j.metabol.2014.06.018

WIVIOTT SD, RAZ I, BONACA MP, MOSENZON O, KATO ET, CAHN A,
SILVERMAN MG, ZELNIKER TA, KUDER JF, MURPHY SA, BHATT DL,
LEITER LA, MCGUIRE DK, WILDING JPH, RUFF CT, GAUSE-NILSSON IAM,
FREDRIKSSON M, JOHANSSON PA, LANGKILDE AM, SABATINE MS,
INVESTIGATORS D-T (2019). Dapagliflozin and Cardiovascular Outcomes in
Type 2 Diabetes. N Engl J Med, 380(4): 347-357. doi:10.1056/NEJMoal812389

WOLD LE, RELLING DP, COLLIGAN PB, SCOTT GI, HINTZ KK, REN BH, EPSTEIN
PN, REN J (2001). Characterization of contractile function in diabetic hypertensive
cardiomyopathy in adult rat ventricular myocytes. J Mol Cell Cardiol, 33(9): 1719-
1726. doi:10.1006/jmcc.2001.1431

WORLD HEALTH ORGANIZATION (2016). Global Report on Diabetes. Erigim adresi:
https://www.who.int/diabetes/global/-report/en/ Erisim tarihi: 24.06.2020

106



WU L, WANG K, WANG W, WEN Z, WANG P, LIU L, WANG DW (2018). Glucagon-
like peptide-1 ameliorates cardiac lipotoxicity in diabetic cardiomyopathy via the
PPARalpha pathway. Aging Cell, 17(4): €12763. doi:10.1111/acel.12763

XIE N, ZHANG W, LI J, LIANG H, ZHOU H, DUAN W, XU X, YU S, ZHANG H, YI D
(2011). alpha-Linolenic acid intake attenuates myocardial ischemia/reperfusion
injury through anti-inflammatory and anti-oxidative stress effects in diabetic but not
normal rats. Arch Med Res, 42(3): 171-181. doi:10.1016/j.arcmed.2011.04.008

YE Y, BAJAJ] M, YANG HC, PEREZ-POLO JR, BIRNBAUM Y (2017). SGLT-2
Inhibition with Dapagliflozin Reduces the Activation of the Nlrp3/ASC
Inflammasome and Attenuates the Development of Diabetic Cardiomyopathy in
Mice with Type 2 Diabetes. Further Augmentation of the Effects with Saxagliptin, a
DPP4 Inhibitor. Cardiovasc Drugs Ther, 31(2): 119-132. doi:10.1007/s10557-017-
6725-2

YESILYURT ZE, KARAOMERLIOGLU I, ERDOGAN BR, OZTURK G, MICHEL MC,
ARIOGLU-INAN E (2019). A pilot study on the cardiac effects of low-dose
empagliflozin in STZ- induced diabetic rats. Diabetes Stoffwech H, 28: 26-27.

ZHOU Y, WU W (2017). The Sodium-Glucose Co-Transporter 2 Inhibitor, Empagliflozin,
Protects against Diabetic Cardiomyopathy by Inhibition of the Endoplasmic
Reticulum Stress Pathway. Cell Physiol Biochem, 41(6): 2503-2512.
doi:10.1159/000475942

ZINMAN B, WANNER C, LACHIN JM, FITCHETT D, BLUHMKI E, HANTEL S,
MATTHEUS M, DEVINS T, JOHANSEN OE, WOERLE HJ, BROEDL UC,
INZUCCHI SE, INVESTIGATORS E-RO (2015). Empagliflozin, Cardiovascular
Outcomes, and Mortality in Type 2 Diabetes. N Engl J Med, 373(22): 2117-2128.
doi:10.1056/NEJMoal504720

ZOPPINI G, TARGHER G, NEGRI C, STOICO V, PERRONE F, MUGGEO M, BONORA
E (2009). Elevated serum wuric acid concentrations independently predict
cardiovascular mortality in type 2 diabetic patients. Diabetes Care, 32(9): 1716-
1720. doi:10.2337/dc09-0625

107



EKLER

Ek.1. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Onay Karan

EC.
ANKARA UNIVERSITESI REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU KARARI

TOPLANTI TARIHI : 11/03/2015
TOPLANTINO :2015-4
DOSYA NO :+2015-65
KARAR NO 1 2015-4-82

Yilriitiiciiligiing Universitemiz Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali dgretim ilyelerinden
Prof.Dr.V.Melih Altan’in yaptifi ve aragtirmaci olarak Ecz.irem Karaémerlioglu, Dog.Dr.Ebru
Arnoglu inan ve Uzm.Ecz.Gizem Kayki Mutlu’nun katildigi “Sodyum Kotransproter-2 inhibitérii
Tip 2 Diabetik Ratlarda Kardiyovaskiller Komplikasyonlar Uzerindeki Etkileri” bashkh aragtirma
projesinin igerigi Kurulumuzca incelenmis olup, s6z konusu g¢alismanin Ankara Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesine gore agagida belirtilen kapsamda yapilmasina oy

birligiyle karar verilmigtir.
Hayvan Tiril : Sigan
Hayvan Sayisi 1105
Gegerlilik Stiresi

: 01/06/2015-01/06/2017

RN

ETIK KURUL UYELERI
Unvani / Adi / Soyad Uzmanlik Dali Kurumu | Cinsiyeti Imza
Prof.Dr.0guz SARIMEHMETOGLU Parazitoloji Veteriner < [
(Bagkan) Anabilim Dal Fakiiltesi Q k,‘
Prof.Dr.Eytip Sabri AKARSU Fan’:.\?l:);loji Tip Fakalltesi E ) A
(Bagkan Vekili) Anabilim Dals A ol
Prof.Dr.Tanju OZQELIKAY Furmakoloji Eczacihik E /\/l{ ! l
(Uye) Anabilim Dali | Fakiiltesi ‘:77
Prof.Dr.Nuri YIGIT Zooloji :
(Uye) Anabilim Day | Fen Faktltesi|  E 4
Prof.Dr.Fatin CEDDEN o o Ziraat f7 =
(Uye) Yetigtirme Fakiiltesi E
Anabilim Dali ]
Prof.Dr.Aydin YAGMURLU Gocuk ~\_
age (Oye) Cerrahisi Thip Fakiiltesi E
y Anabilim Dali
Prof.Dr.Mine KIRKAGAC Su Uriinler Ziraat ¢ =
(Uye) Anbilim Deli | Fakaltesi | X [ L1 VA
Yrd.Dog.Dr.Mehmet SAGLAM Cerrahi Veteiiner E
(Uye) Anabilim Dali Fakiiltesi

Adres: Ankara Universitesi Rektérliigii 06100 - Tandogan / ANKARA  Tel: 0(312)2126040/2064  Faks: 0(312) 212 6049

108



Veteriner

Yrd.Dog.Dr.Atilla 0ZGUR Hekimligi | yoioriner
Oye) = Tarihive | poviitesi
y . Deontoloji
Anabilim Dali
Deney
P PP Hayvanlan
Uzm.Vet.He]EbA t:)la ISGOREN Yetigtirme ve | Tip Fakiiltesi
Y Arastirma
Laboratuvari
Vet Hek Dr.Akife KAYA e
(Oye) Vetgqngr Serbest
Klinigi
3 Veteriner
Uzm.Vet.He(l%H;l)seym DEDE Hekimler Serbest
Y Dernegi
Fatma Aysun COSKUN iktisat Serbest
(Uye) \
3 |

109



OZGECMIS

I- Bireysel Bilgiler

Adi : frem

Soyadi : Karaomerlioglu

Dogum yeri ve tarihi : Colorado/ABD, 22 Mart 1990
Uyrugu : T.C. ve A.B.D.

Medeni durumu : Bekar

[letisim adresi ve telefon : Maltepe Mah. Miijde Sk. Emek Apt. 6/6 06570
Cankaya/Ankara/Tiirkiye
05343184572

I1- Egitimi (tarih sirasina gore yeniden-eskiye dogru)

Doktora

Farmakoloji Anabilim Dali, Eczacilik Fakiiltesi, Ankara Universitesi
(Eyliil 2012- Simdi)

Lisans

Sosyoloji Boliimii, A¢ikdgretim Fakiiltesi, Anadolu Universitesi
(Eyliil 2016- Simdi)

Eczacilik Fakiiltesi, Ankara Universitesi (2007-2012)
Bitirme tezi: Parkinson ve Alzheimer’da Apoptozis

Yabanci dili
Ingilizce
ITI- Mesleki Deneyimi

Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakoloji Anabilim Dal,
Arastirma Gorevlisi (Ocak 2014- Ocak 2019)

110



T.C. Saghik Bakanligi Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, Ekonomik
Degerlendirmeler ve Ila¢ Tedarik Daire Baskanligi, ila¢ Tedarik Yonetimi Birimi,
Eczaci (Ocak 2019-Simdi)

V- Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar

British Pharmacological Society (2018-Simdi)

American Society for Pharmacology and Experimental Therapeutics (2019-

Simdi)

VI- Bilimsel ilgi Alanlar

Yayinlart: (ulusal ya da uluslararas1 makale, bildiri, poster, kitap ya da kitap
boliimii vb.)

Uluslararas1 Makaleler

1. Erdogan BR, Karaomerlioglu I, Yesilyurt ZE, Ozturk N, Muderrisoglu AE,
Michel MC, Arioglu-Inan E (2019). Normalization of organ bath contraction

data for tissue specimen size: does one approach fit all? Naunyn-
Schmiedeberg's Arch Pharmacol. doi:10.1007/s00210-019-01727-x

2. Yesilyurt ZE, Erdogan BR, Karaomerlioglu I, Muderrisoglu AE, Michel MC,
Arioglu-Inan E (2019). Urinary bladder weight and function in a rat model of

mild hyperglycemia and its treatment with dapagliflozin. Front. Pharmacol.
10:911. doi: 10.3389/fphar.2019.00911

3. Kayki-Mutlu G, Karaomerlioglu I, Arioglu-Inan E, Altan VM (2019). Beta-3
adrenoceptors: A potential therapeutic target for heart disease. Eur. J.
Pharmacol. 858:172468. doi: 10.1016/j.ejphar.2019.172468

4. Kayki-Mutlu G, Arioglu-Inan E, Karaomerlioglu I, Altan VM, Yersal N,
Korkusuz P ve ark. (2018). Role of the beta3-adrenergic receptor subtype in

catecholamine-induced myocardial remodeling. Mol Cell Biochem. 446(1-
2):149-60.

5. Durak A, Olgar Y, Tuncay E, Karaomerlioglu I, Kayki-Mutlu G, Arioglu-
Inan E, ve ark. (2017). Onset of decreased heart work is correlated with
increased heart rate and shortened QT interval in high-carbohydrate fed
overweight rats. Can J Physiol Pharmacol. 95(11):1335-42.

111



Ulusal Makaleler

. Kayki-Mutlu G, Karaomerlioglu I, Arioglu-Inan E (2019). The effect of nitric
oxide synthase on beta 3 adrenoceptor mediated relaxation in stz diabetic rat
heart. J. Fac. Pharm. Ankara. 43(1): 64-71.

. Kayki-Mutlu G, Yesilyurt ZE, Erdogan BR, Karaomerlioglu I, Muderrisoglu
AE, Arioglu-Inan E, Nuray A (2019). Epigallokatesin gallat (EGCG)’1n
normal ve yiiksek glukoz ortaminda izole sigan kardiyomiyositleri tizerindeki
direct etkileri. J Fac. Pharm. Ankara, 43(1); 72-78.

Sozel Bildiriler

. Karaomerlioglu I, Erdogan BR, Kayki-Mutlu G, Yesilyurt ZE, Muderrisoglu
AE, Ozturk N, Altan VM, Arioglu-lnan E (2019). The effects of
dapagliflozin treatment on cardiac parameters in high fat fed and low dose
STZ induced diabetic rat. Br J Pharmacol. 176:3015. doi:
10.1111/bph.14681. Pharmacology 2018, Londra, UK (18-20 Aralik 2018)

. Yesilyurt ZE, Erdogan BR, Karaomerlioglu I, Muderrisoglu AE, Michel MC,
Arioglu-Inan E (2019). A pilot study of the effect of mild hyperglycemia on
urinary bladder relaxation by B- adrenoceptor agonists. Br J Pharmacol.
176:3076-3077. doi: 10.1111/bph.14681. Pharmacology 2018, Londra, UK
(18-20 Aralik 2018)

. Erdogan BR, Karaomerlioglu I, Yesilyurt ZE, Ozturk N, Muderrisoglu AE,
Arioglu-Inan E, Michel MC (2019). Impact of normalization approaches for
in vitro organ bath experiments in different rat tissues. Br J Pharmacol.
176:3077-3078. doi: 10.1111/bph.14681. Pharmacology 2018, Londra, UK
(18-20 Aralik 2018)

. Kayki-Mutlu G, Muderrisoglu AE, Karaomerlioglu I, Erdogan BR, Altan
VM, Arioglu-Inan E (2017). Regulation of Na*-K* pump by [3-adrenergic
receptors in aortas from noradrenaline-treated rats. Pharmacology 2017,
Londra, UK (11-13 Aralik 2017)

. Arioglu-Inan E, Kayki-Mutlu G, Erdogan BR, Muderrisoglu AE,
Karaomerlioglu I, Yesilyurt ZE, Degirmenci S, Turan B, Altan VM (2017).

The effect of leptin on cardiac function in streptozotocin diabetic rats.
Pharmacology 2017, Londra, UK (11-13 Aralik 2017)

. Kayki-Mutlu G, Arioglu-Inan E, Karaomerlioglu I, Altan VM (2016). The
Effect of Beta 3-ARs on NaVK*-ATPase in Cardiac Hypertrophy. 7%
European Congress of Pharmacology, Istanbul, TR (26-30 Haziran 2016)

. Arioglu-Inan E, Kayki-Mutlu G, Karaomerlioglu I, Altan VM (2014). Beta-3-
Adrenoceptor Mediated Responses In Diabetic Rat Thoracic Aorta. 7th

112



Diabetes and Cardiovascular Disease (D&CVD) EASD Study Group Annual
Meeting, Milan, I (6-8 Kasim 2014)

Poster Bildirileri

. Erdogan BR, Yesilyurt ZE Karaomerlioglu I, Muderrisoglu AE, Sevim, K.,
Arioglu-Inan E (2019). Does sacubitril/valsartan have an impact on cardiac
function through beta-ARs in HFD + low dose STZ diabetes model? Br J
Pharmacol. 177:2604-5. doi: 10.1111/bph.15035. Pharmacology 2019,
Edinburgh, UK (15-17 Aralik 2019)

. Karaomerlioglu I, Yesilyurt ZE Erdogan BR, Kayki-Mutlu G, Muderrisoglu
AE, Altan VM, Arioglu-Inan E (2019). Changes in B-adrenoceptor mediated
responses and protein expression in dapagliflozin treated HFD and low dose
STZ diabetic rat heart. 5th CVOT Summit of the D&CVD EASD Study
Group, Miinih, DE (24- 25 Ekim 2019)

. Yesilyurt ZE, Karaomerlioglu I, Erdogan BR, Ozturk G, Michel MC,
Arioglu-Inan E (2019). A pilot study on the cardiac effects of low-dose
empagliflozin in STZ- induced diabetic rats. Sth CVOT Summit of the
D&CVD EASD Study Group, Miinih, DE (24- 25 Ekim 2019)

. Ozturk N, Muderrisoglu AE, Karaomerlioglu I, Erdogan BR, Yesilyurt ZE
Arioglu-Inan E (2018). The effects of dapagliflozin on vascular responses in

high fat fed low dose streptozotocin induced diabetes model. Pharmacology
2018, Londra, UK (18-20 Aralik 2018)

. Kayki-Mutlu G, Yesilyurt ZE, Erdogan BR, Karaomerlioglu I, Muderrisoglu
AE (2018). Effects of three different flavonoids on cadiac contractility under
high glucose concentracions. 12th International Symposium on
Pharmaceutical Sciences (ISOPS 12), Ankara, TR (26-29 Haziran 2018)

. Muderrisoglu AE, Erdogan BR, Karaomerlioglu I, Martin MC, Arioglu-Inan
E (2018). The Normalization Of Contractile Response In Diabetic Rat Aorta.
12th International Symposium on Pharmaceutical Sciences (ISOPS 12),
Ankara, TR (26-29 Haziran 2018)

. Karaomerlioglu I, Kayki-Mutlu G, Ozturk N, Erdogan BR, Muderrisoglu AE,
Yesilyurt ZE, Altan VM, Arioglu-Inan E (2017). The effect of dapagliflozin
treatment on beta adrenoceptor-mediated responses in high fat fed diabetic rat
heart. 3rd CVOT Summit of the D&CVD EASD Study Group, Miinih, DE
(26- 27 Ekim 2017)

. Uyar-Boztas C, Arioglu-Inan E, Muderrisoglu AE, Kayki-Mutlu G, Erdogan
BR, Yesilyurt ZE, Karaomerlioglu I, Altan VM (2017). The effect of
sitagliptin on beta-adrenoceptor-mediated cardiac responses in streptozotocin

113



10.

11

12.

13.

14.

induced diabetic rats. 3rd CVOT Summit of the D&CVD EASD Study
Group, Miinih, DE (26- 27 Ekim 2017)

Muderrisoglu  AE, Erdogan BR, Yesilyurt ZE, Uyar-Boztas C,
Karaomerlioglu I, Altan VM, Arioglu-Inan E (2017). The effects of
sitagliptin treatment on beta 3 adrenergic receptor mediated relaxation
responses in streptozotocine-induced diabetic rat aorta. 9th Annual Meeting
of the Diabetes and Cardiovascular Disease, Milan, italya (22-24 Haziran
2017)

Arioglu-Inan E, Durak A, Olgar Y, Tuncay E, Kayki-Mutlu G,
Karaomerlioglu I, Altan VM, Turan B (2017). Altered heart function in high
sucrose-fed overweight rats: In vivo and in vitro investigations. 9th Annual
Meeting of the Diabetes and Cardiovascular Disease, Milan, I (22-24 Haziran
2017)

. Arioglu-Inan E, Erdogan BR, Muderrisoglu AE, Karaomerlioglu I, Kayki-

Mutlu G, Onay-Besikci A, Altan VM (2016). The effect of leptin treatment
on in vivo cardiac parameters of streptozotocin induced diabetic rats. 9th
Annual Meeting of the Diabetes and Cardiovascular Disease, Maffliers, F (30
Haziran- 2 Temmmuz 2016)

Arioglu-Inan E, Ozakca I, Kayki-Mutlu G, Karaomerlioglu I, Altan VM
(2015). The effect of thyroid hormone-insulin interaction on diabetic rat

aorta. 11th International Symposium on Pharmaceutical Sciences, Ankara,
TR (Haziran 2015)

Arioglu-Inan E, Kayki-Mutlu G, Karaomerlioglu I, Altan VM (2014). “Beta-
3-Adrenoceptor Mediated Responses In Diabetic Rat Thoracic Aorta”, 7th

Annual Meeting of the Diabetes and Cardiovascular Disease, Milan, I (6-8
Kasim 2014)

Arioglu-Inan E, Kayki-Mutlu G, Karaomerlioglu I, Altan VM (2013).
Increased B3-adrenoceptor-mediated negative inotropic effect in diabetic rat
heart. 6th Diabetes and Cardiovascular Disease (D&CVD) EASD Study
Group Annual Meeting, Prag, CZ (31 Ekim-2 Kasim 2013)

Ozet Bildiri

Erdogan BR, Yesilyurt ZE, Karaomerlioglu I, Muderrisoglu AE, Arioglu-
Inan E, Michel MC (2018). A comparison of normalization approaches for in
vitro contraction experiments of urinary bladder. ICS 2018, Philadelphia,
USA (28-31 Agustos 2018)

114



VII- Bilimsel Etkinlikleri

PCR Temelli Genetik Analiz Yaklasimlari, Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitiisii (10-11 Haziran 2013) (Kurs Prof. Dr. Hilal Ozdag tarafindan verildi.)

Ion Channels and Calcium Signallling Workshop, Ege Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi, [zmir (15-16 Eyliil 2014)
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Institut Teknologi Bandung, Bandung, RI (30 Temmuz 2017 — 13 Agustos 2017)
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(Kurs Johannes Gutenberg Universitesi gretim iiyesi Prof. Dr. Martin C. Michel
tarafindan verildi.)
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Aldig1 Burslar
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DE (26- 27 Ekim 2017)
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LCZ696 nin Diabetik Kardiyak Disfonksiyon Uzerine Olas1 Etkilerinin Beta
Adrenerjik Yanitverirlik Uzerinden Degerlendirilmesi), Ankara Universitesi,
Arastirict (Kasim 2017- Kasim 2018)

2. 16L0237006 Nolu BAP Projesi (SGLT2 inhibitorii dapagliflozinin tip 2

diabetik ratlarda kardiyovaskiiler komplikasyonlar {izerine etkisi), Ankara
Universitesi, Arastiric1 (Haziran 2016- Haziran 2018)

115



Seminerler
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