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ONSOZ

Ivabradin, sinoatriyal diigiimde If (f, funny) kanalinin selektif inhibitriidiir ve
kalbin kontraktilitesini  etkilemeksizin, hem dinlenme durumundaki hem de
egzersizle indiiklenen kalp atim hizin1 azaltmaktadir. Bu etkisi nedeniyle ivabradin
giniimiizde kalp yetmezligi ve anjina pektoris tedavisinde yaygm olarak
kullanilmaktadir. Kardiyovaskiiler yararli etkilerinin yalnizca kalp atim hizini
azaltmasindan kaynaklanmadigmi gosteren pek cok deneysel ve klinik arastirma
verisi bulunmasina ragmen ivabradinin bu etkilerinin mekanizmasi heniiz tam olarak
aydmlatilamamistir. Bu tez ¢alismasinda ivabradinin saglikli ve diyabetik damarlarda
vaskiiler yanitlar1 nasil etkiledigi ve bu etkiye aracilik eden mekanizmalarin
belirlenmesi, oksidatif stres ve hipertrofi iizerine etkisinin olup olmadigmin tespit
edilmesi amaglanmstir. Ivabradinin diyabetik endotel disfonksiyonu iyilestirdigi ve
bu etkiye ivabradinin oksidatif stresi 6nleyici, antihipertrofik etkilerinin de aracilik
ettigi  tespit edilmistir. BoOylece bu c¢alisma ile ivabradinin pleiotropik
kardiyovaskiiler yararli etkilerine aracililk eden mekanizmalar hakkinda fikir
edinilmistir. Ivabradinin diyabetik endotel hasarmi engelleyici/azaltici ve/veya
antihipertrofik pleiotropik etkilerinin gosterilmesi ABD, Kanada ve ¢ogu Avrupa
iilkesinde zaten kullanilmakta olan ivabradinin diyabetik kardiyovaskiiler

komplikasyonlar1 engellemek i¢in de kullanilabilmesine temel olusturacaktir.
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1. GIRIS

Ivabradin, siniis diigiimiindeki funny (lf, f,) kanalin1 selektif olarak inhibe
etmekte ve kalbin Kkontraktilitesini etkilemeksizin kalp atim hizin1 azaltmaktadir
(Bois ve ark., 1996 ve Gardiner ve ark., 1995). Kalp atim hizin1 azaltmak amaciyla
kullanilan diger ilaglardan farkli olarak ivabradin, kalp atim hizin1 ve miyokardin
oksijen gereksinimini azaltirken negatif inotropik etki olusturmamaktadir. Bu 6zellik
ivabradinin anjina pektoris tedavisinde kullanilmasi igin olduk¢a Onemlidir.
Ivabradin, beta adrenerjik reseptdr (B-AR) blokerleri ya da kisaca PB-blokerlerin
kullanilmasinin kontrendike oldugu ya da tolere edilebilir en yiiksek dozda [3-bloker
kullanmakta olan anjina pektoris veya kalp yetmezligi hastalarinda sol ventrikiil
ejeksiyon fraksiyonu (LVEF, Left Ventricular Ejection Fraction) %<35 ve dinlenme
durumundaki kalp atim hizi>70 bpm (dakikadaki atim sayisi, beats per minute) olan
hastalarda kullanilmak iizere 2005 yilinda Avrupa Ilag Ajansi (EMA) ve 2006 yilinda
Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu (TITCK) tarafindan; kalp yetmezligi
hastalarinda kullanilmak iizere 2015 yilinda Amerikan Gida ve Ilag¢ Kurumu (FDA)

tarafindan onaylanmustir.

Sekil 1.1. ve Sekil 1.2.’de swrasiyla stabil anjina pektoris ve kalp yetmezligi

tedavi algoritmalar1 ve ivabradinin tedavideki yeri sematik olarak gosterilmistir.



Kalp Atim Hizi
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* normal ejeksivon fraksivonu
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Sekil 1.1. Stabil Anjina Pektoris Tedavi Stratejisi
(Kallistratos ve ark., 2017) (https://www.escardio.org/, 19/5/2020)



https://www.escardio.org/

KALP YETMEZLIGI

A

Sakubutril- Valsartan va Anjivotensin Dénugtiriicii Enzim
Inhibitérii (ACEL) ya da Anjivotensin Reseptor Blokeri (ARB)
VE

B- Bloker
r Sif TT-TV (NHYA) hastalar:
SM&;I[‘HT;W“ <> (NEYA) hastalar; <> Semptomatik St TTT- TV (NYHA)
- Kreatinin Klerensi > 30 ml/dak ~siyah wrkl hastalar
SK*<5.0mEq/dl
MINERALOKORTIKOID ; P
DIURETIKLER RESEPTOR HIDRALAZIN- NITRATLAR

ANTAGONISTLERI
\A‘ "//’

LVEF = %35 ve dinlenme anindaki
kalp atim h1za = 70 bpm olan sinus
ritmindeki ve B-bloker kullaniminin
kontrendike oldugu ya da tolere
edilebilir en yiiksek dozda p-bloker
kullanan Sinif II-TV (NHYA) hastalar

1

IVABRADIN

NYHA: New Tork Heart 4ssociation

Sekil 1.2. Kalp Yetmezligi Tedavi Stratejisi
(Psotka ve Teerlink, 2016)

SHIFT (Systolic Heart Failure Treatment with the I Inhibitor Ivabradine
Trial) calismas1 New York Kalp Dernegi (NYHA, New York Heart Assosication)
siiflamasma gore smif 2-4, LVEF<%35 ve dinlenme anindaki kalp atim hizi>70
bpm olan stabil kalp yetmezligi hastalarinda yapilmistir. Bu ¢aligmada kalp atim
hizindaki artigin  ateroskleroz, MI ve wvaskiiler remodelling riskini artirdig:
bulunmustur (Urbanek ve ark., 2014). ivabradin tedavisine giinde iki kez 5 mg
olacak sekilde baslanmis, daha sonra tolere edebilen hastalarda doz giinde iki kez 7,5
mg olacak sekilde yiikseltilmistir (Komajda, 2016). Bu ¢alismadaki hastalarin biiyiik
bir gogunlugunu B-bloker (%89), anjiyotensin doniistiirii enzim inhibitorii (ACEI)
ve/veya anjiyotensin reseptor blokeri (ARB) (%91), diiiretik (%83) ve aldosteron



antagonisti  (%60) kullanan hastalar olusturmaktadir (Fala, 2016). SHIFT
caligmasinda ivabradin ile kalp atim hizinin azaltilmasmnin kalp yetmezligi
hastalarinda primer sonlanim noktalar1 olan kardiyovaskiiler dlimleri (%18) ve
yetmezligin kotiilesmesine bagli hastaneye yatma olgularini azalttigi  (%26)
bildirilmistir (Bohm ve ark., 2010 ve Komajda, 2016). Calismada kalp yetmezligi
hastalarinda ivabradin kullanimmnin oldukga giivenli oldugu bulunmustur. Hastalarin

sadece %1°1 bradikardi nedeniyle tedaviye devam edememistir (Komajda, 2013).

BEAUTIFUL (Morbidity-mortality Evaluation of the It Inhibitor Ivabradine in
Patients with Coronary Disease and Left Ventricular Dysfunction) caligmasinda
koroner arter hastaligi olan, LVEF bozulmus (<% 40) ve dinlenme animndaki kalp
atim hiz>70 bpm olan hastalarda ivabradinin etkileri plaseboyla karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Bu c¢aligmadaki hastalarin biliylik bir ¢ogunlugu NYHA
siniflandirmasma gore smif 2 (%61,4) ve smif 3 (%23,2)tir. BEAUTIFUL
calismasinda standart tedaviye (B-bloker, ACEI ve lipid diisiiriicii ajanlar) ivabradin
eklenmesi koroner arter hastalarinda kardiyovaskiiler 6liimleri azaltmistir (Fox ve
ark., 2008a). Primer sonlanim noktalari olan kardiyovaskiiler 6liimler (%24), akut MI
ve kalp yetmezligi nedeniyle hastaneye yatma oranlar1 (%16) iizerinde ivabradin
istatistiksel olarak onemli bir azalma saglayamamis, ancak kalp atim hizi>70 bpm
olan hastalarda MI hospitalizasyonunu (%30), koroner olay gelisim riskini (%22)
azaltmustir (Urbanek ve ark., 2014).

Cesitli kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilan p-blokerler ve
kalsiyum kanal blokerleri, pek ¢ok sistem tizerindeki fizyolojik etkileri nedeniyle
kalp atim hizimin  azaltilmasinda ivabradin  kadar yiiksek secicilik
gostermemektedirler (Speranza ve ark., 2012). Terapotik konsantrasyonda ivabradin
diger kardiyak iyon kanallarini etkilememekte ve kardiyak hiicrelerde siklik adenozin
monofosfat (CAMP) seviyesini degistirmemektedir (Tardif ve ark., 2011).
Ivabradinin en iyi karakterize edilmis 6zelligi selektif ve spesifik olarak kalp atim
hizin1 azaltmasidir. Ivabradin, p-blokerlerin aksine izovolumetrik ventrikiiler

relaksasyonda bozulma yapmaz ve negatif inotropik etki olusturmaz. Bu nedenlerle



sol ventrikiil fonksiyonlarini1 B-blokerlere gore daha iyi korumaktadir. (Ferrari ve
Ceconi, 2011).

CARVIVA HF (Effect of Carvedilol, Ivabradine or Their Combination on
Exercise Capacity in Patients with Heart Failure) calismasinda kalp yetmezligi
hastalarinda ivabradin ve Ugilincii kusak bir B-bloker olan karvedilolin egzersiz
kapasitesi iizerindeki etkileri karsilastirilmistir. Ivabradinin tek basmna veya
karvedilol ile birlikte uygulanmasinin egzersiz toleransimi1 ve yasam Kkalitesini

iyilestirdigi gosterilmistir (Volterrani ve ark., 2011).

INITIATIVE (International Trial on the Treatment of Angina with lvabradine
versus Atenolol) calismasinda anjina hastalarinda ivabradin (5-10 mg) ile atenololiin
artan dozlarindaki (50-100 mg) etkileri 16 hafta boyunca karsilastirilmistir (Tardif ve
ark., 2005). Ivabradin (8,6-10,3 bpm azalma) ile karsilastirildiginda pik egzersiz
testindeki kalp atim hizindaki azalmanimn atenolol tedavisi ile daha fazla oldugu (14
bpm) bulunmustur (Urbanek ve ark., 2014). ivabradinin en az atenolol kadar
antianginal ve antiiskemik etkili oldugu gosterilmistir (Canet ve ark., 2011). Aym
zamanda ivabradin tedavisi ile diyastoliin dolus zamanin uzadigi ve koroner
vazodilatasyonun korudugu, atenololden daha fazla koroner akis saglandigi

gozlenmistir (Colin ve ark., 2004 ve Simon ve ark., 1995).

ASSOCIATE (Evaluation of the Antianginal Efficacy and Safety of the
Association of the If Current Inhibitor Ivabradine with Beta-blocker) ¢alismasinda
stabil anjina pektoris hastalarinda ivabradin ve atenolol karsilastirilmasi yapilmustir.
Atenololiin tek basmna kullanimi ile karsilastirildiginda ivabradin ve atenololii
kombine kullanan grupta biitlin egzersiz tolerans testi parametrelerinin daha iyi

oldugu gosterilmistir (Tardif ve ark., 2009).



1.1. Kalp Atim Hiz1 ve Kardiyovaskiiler Hastahklar Arasindaki iliski

Yapilan epidemiyolojik ve klinik c¢aligmalarda dinlenme durumundaki kalp
atim hizi ile kardiyovaskiiler mortalite ve morbidite arasinda siki bir iligki oldugu
gosterilmistir (Caetano ve Alves, 2015). Kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde
dinlenme anindaki kalp atim hiz1 olduk¢a énemli bir risk faktoriidiir (Chatzizisis ve
Giannoglou, 2011; Perret-Guillaume ve ark., 2009 ve Reil ve ark., 2011).
Epidemiyolojik ¢alismalarda kalp atim hizi>85 bpm olanlarda kardiyovaskiiler olay
gelisme riskinin ve Diitiin nedenlere baglh o6liim oranin daha fazla oldugu

bulunmustur (Dyer ve ark., 1980 ve Kannel ve ark., 1987).

Koroner arter (Eagle ve ark., 2004 ve Fox ve ark., 2008b) ve kalp yetmezligi
hastalarinda (Bohm ve ark., 2010 ve Flannery ve ark., 2008) kalp atim hizinin
artmasi ile total mortalite ve diger kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimini arasinda
siki  bir iligki bulunmaktadir. Ayrica kalp atim hizimin aterosklerozun
patofizyolojisinde ve koroner arter hastaligi gelisiminde onemli bir rol oynadigi
gosterilmistir (Chatzizisis ve Giannoglou, 2011; Perret-Guillaume ve ark., 2009 ve
Reil ve ark., 2011).

Kalp atim hiz1 kardiyovaskiiler fizyolojinin belirlenmesi agisindan da oldukga
onemlidir. Kardiyak debi, miyokardiyal oksijen gereksinimi ve tiiketimi kalp atim
hiz1 tarafindan belirlenmektedir. Ustelik endotel fonksiyon ve vaskiiler toniis de kalp

atim hizi ile dogrudan iliskilendirilmektedir (Parakh ve Bhargava, 2011).

Kalp atim hizi miyokardiyal iskeminin patofizyolojisinde de o6nemli rol
oynamaktadir (Andrews ve ark., 1993). Kalp atim hizinin diizenlenmesi koroner arter
hastaligi ve kalp yetmezligi tedavileri i¢in olduk¢a 6nemlidir (Parakh ve Bhargava,
2011).

Sekil 1.3.’te kalp atim hiz1 ile kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimi arasindaki

iliski gosterilmektedir.
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Sekil 1.3. Kalp Atim Hizi ile Kardiyovaskiiler Olay Gelisimi Arasindaki iliski
(Bohm ve ark., 2015)

Deneysel g¢alismalarda artan kalp atim hizinin vaskiiler biitiinligii bozdugu,
vaskiiler oksidatif stres, endotel disfonksiyonu ve ateroskleroz gelisimine neden
oldugu gosterilmistir (Beere ve ark., 1984; Custodis ve ark., 2008 ve Custodis ve
ark., 2010).

Kalp atim hizinm artmasi diyastoliin dolma siiresini kisaltirken, miyokardin
oksijen gereksinimini ve kalbin is yiikiini arttirmaktadir. Kalp atim hizinin
azalmasiyla miyokardin kan akimi, kontraktilitesi artarak enerji gereksinimi
azalmaktadir (Colin ve ark., 2004 ve Mulder ve ark., 2004). Ayn1 zamanda kalp atim
hizinin azalmasi1 miyokardiyal kan akimini artrrarak ventrikiiler fibrilasyonun
Onlenmesinde ve mitokondriyal yapmin korunmasinda yararli etkilere sahiptir

(Vaillant ve ark., 2013).

Kalp atim hizinin azalmasi kalp yetmezligi ve koroner kalp hastalarinda total
ve Kardiyovaskiiler mortaliteyi azaltmaktadir (Cucherat, 2007 ve Lechat ve ark.,
2001). Gelismis tilkelerde iskemik kalp hastaliklarinin tedavisi i¢in kalp atim hizinin
azaltilmasi 6nemli bir tedavi stratejisidir (Bohm ve ark., 2010 ve Tardif, 2009).



1.2. HCN Kanallan

Ivabradinin inhibe ettigi kanal, tetramer yapisinda ve alt1 transmembran
segmentten olusan HCN (Hiperpolarizasyon ile Aktive Olan Siklik Niikleotid Kapili
Kanallar,  Hyperpolarization-activated  Cyclic  Nucleotide-gated = Channels)
kanallaridir. Bu alt1 segmentin her biri intraselliiler N (Azot) ve C (Karbon) uglarina
sahiptir. Dordiincii segment (S4) primer voltaj sensorii olarak rol oynamaktadir ve
pozitif yiiklenmektedir. S5 ve S6 segmentleri ise por igeren segmentlerdir (Craven ve

Zagotta, 2006). Sekil 1.4.’te HCN kanalinin yapis1 gosterilmistir.
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Sekil 1.4. HCN Kanalinin Yapisi
(Craven ve Zagotta, 2006)

HCN kanali, yavas aktivasyon ve deaktivasyon kinetigi gosteren nonselektif
sodyum (Na*) ve potasyum (K*) kanallarmm karismmidir (Baruscotti ve ark., 2005).
HCN kanali tek degerli katyonlara gecirgen iken iki degerli katyonlara geg¢irgen
degildir (Biel ve ark., 1998). HCN kanalinin Na* ve K¥ iyonlarina gegirgenlik
oranlar1 birbirinden farklidir ve K* iyonuna gegirgenligi Na* iyonuna gegirgenliginin
4 katidir (4:1) (Ludwig ve ark., 1998). HCN kanali fizyolojik kosullarda Na*’nin

hiicre i¢ine; K*’nin ise hiicre digina gegisini saglamaktadir (DiFrancesco, 1981).



Ivabradin, HCN kanalma hiicre i¢i baglanma bélgesinden ve kanal agikken
baglanmaktadir. Membran potansiyeli -20 milivolt (mV)’tan yiiksekse, HCN
kanalinda K* hiicre disina ¢ikmaktadir. Bu disar1 akim, ivabradini kanalin agikligina
dogru ilerleterek baglanma noktasina sikica oturmasina neden olmaktadir. Sekil
1.5°te  HCN kanalinin ivabradin ile etkilesimi gdsterilmistir (Diyastolik
depolarizasyona katkisi olan 6teki akimlar burada gosterilmemistir) (Postea ve Biel,
2011).

Tvabradin O
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Sekil 1.5. HCN Kanaliin Ivabradin ile Etkilesmesi
(Postea ve Biel, 2011)

1.2.1. HCN Kanallarimin Fizyolojisi ve Aktivasyonu

“Funny” akim ya da ‘“pacemaker” (If) akimi, memelilerin sinoatriyal
diigiimlerindeki kardiyak pacemaker hiicrelerinde bulunmaktadir. Pacemaker
hiicreler kendi kendine uyar1 olusturan odaklardir. Kalbin primer pacemaker odagi
sinoatriyal diigiimiidiir ve bu bdlge diizenli kardiyak impulsun baslamasindan
sorumludur (Nerbonne ve Kass, 2005). HCN kanali, funny akimin gegisine olanak
vermektedir. Bu akmm, aksiyon potansiyelinin Faz 4 asamasindaki yavas
depolarizasyondan, bir diger deyisle spontan diyastolik depolarizasyondan sorumlu

en 6nemli akimdir (Parakh ve Bhargava, 2011).

If “funny” akim olarak tanimlanir ¢iinkii olagandis1 6zellikleri bulunmaktadir.

Bunlardan biri bu kanal aktivasyonunun diger iyon kanallarinda oldugu gibi



fosforilasyon mekanizmasiyla olmamasidir ve ayni zamanda 6teki iyon kanallarindan
farkli olarak bu kanalin aktivasyonu voltaj bagimlidir. Ifkanali sinoatriyal diigiimiin
yaklasik -50/-60 mV esik degerinde hiperpolarize olmasiyla aktive olmaktadir
(DiFrancesco, 1993). Sekil 1.6.’da pacemaker hiicrelerde membran potansiyelinin

olusumu gosterilmektedir.
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Sekil 1.6. Pacemaker Hiicrelerde Membran Potansiyeli
(Singh ve ark., 2016)

HCN kanalinin aktivasyonu hem membran hiperpolarizasyonu ile hem de
kanala siklik niikleotid baglanmasi ile gergeklesmektedir (Craven ve Zagotta, 2006).
HCN kanalinin voltaja bagimli olarak a¢ilmasi, yani aktive olmasi direkt olarak
CAMP ile diizenlenmektedir (Biel ve ark., 2002). Kanala cAMP baglanmas1t HCN
proteininde konformasyonel bir degisikliZe neden olmakta ve kanalin
hiperpolarizasyon sirasinda agik kalma olasihgmi artrmaktadir. Sempatik
stimiilasyon sonucu hiicre i¢i cAMP konsantrasyonu artmaktadir ve CAMP, kanal
aktivasyonunu daha pozitif (depolarize) olacak sekilde degistirerek diyastolik
depolarizasyonun hizin1 artirmaktadir. Béylece CAMP hem kanalin a¢ik kalma hizini
hem de maksimum akim seviyesini yiikselterek Kkalp atim hizini artirmaktadir
(Parakh ve Bhargava, 2011). Kolinerjik stimiilasyon ise cAMP seviyesini azalttigi
icin kanali aktive edemez ve kalp atim hiz1 azalmaktadir (DiFrancesco ve Tortora,
1991).
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HCN kanali sinir sisteminde de pacemaker akiminin olusmasma aracilik
etmektedir. Sinir sisteminde bu kanalin agilma kinetigi Kkalptekinden daha hizli
olmaktadir. Cilinkii ndronal aksiyon potansiyeli kardiyak aksiyon potansiyelinden
daha hizlidir (Ono ve ark., 2003 ve Stein ve ark., 2005). Kalpte oldugu gibi sinir
sisteminde de cAMP, HCN kanalmini aktivasyon kinetigini ve maksimum akim
seviyesini artirmaktadir. Kalptekine benzer sekilde ndrotransmitterler cAMP
seviyesini degistirerek bu kanalin aktivasyon kinetigini etkilemektedir (Banks ve
ark., 1993; Cuttle ve ark., 2001; Ingram ve Williams, 1996 ve Saitow ve Konishi,
2000).

HCN kanali aktive oldugu zaman hiicre i¢ine Na* iyonu girisiyle bir akim
olusmakta ve membran potansiyeli daha depolarize olarak voltaj duyarli Ca*2
kanallarinin aktivasyonuna aracilik etmektedir. Bu depolarizasyon HCN kanalini
deaktive etmektedir. Daha sonra depolarizasyona baglh olarak K* kanallar1 agilmakta
ve hiicre disina K* ¢ikis1 gergekleserek membran potansiyeli azalmaktadir. Bu durum
bir diger aksiyon potansiyelinin olusmasini saglamaktadir (Altomare ve ark., 2003 ve
DiFrancesco, 1991). Sekil 1.7.’de sinoatriyal diigiimde HCN kanalinin aktive olmasi,
pacemaker potansiyelinin olusumuna katki saglayan iyon kanallarmin aktivasyonu

ve membran potansiyelindeki degisim gosterilmektedir.

Sinoatriyal
diigiim

e

Sekil 1.7. Sinoatriyal Diigiimde Pacemaker Potansiyelinin Olusmasima Katki Saglayan Iyon
Kanallar1 ve Membran Potansiyelindeki Degisim
(Craven ve Zagotta, 2006).
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Kardiyak miyositlerin normal aksiyon potansiyeli negatif (-85-90 mV) olup
yatik diiz dinlenme fazindadir (Faz 4). Membran potansiyeli her atim sirasinda
yaklagik +20 mV degerine c¢ikmaktadir. Hizli depolarizasyon fazinda (Faz 0)
miyokardda hiicrenin Na* iyonuna Kkars1 gegirgenligi artmaktadir ve boylece hiicre i¢i
potansiyeli ani bir sekilde pozitif voltaj degerine yiikselmektedir. Erken
repolarizasyon fazi olan Faz 1°de hiicrenin K* iyonuna karsi gegirgenligi artarak
hiicre disma K* ¢ikisi olmaktadir. Aym1 zamanda bu fazda Na® kanallari
kapanmaktadir. Plato fazi olan Faz 2 asamasinda yavas Ca*? kanallar1 agilarak hiicre
icine Ca*™? iyonunun girisi olmaktadir. Geg repolarizasyon asamasi olan Faz 3’te
dinlenme potansiyeline doniis olmaktadir ve K* kanallar1 agilarak hiicre disina K*
cikig1 gerceklesmektedir. Ayni zamanda bu fazda hiicre i¢inde Na® iyonlari
birikmektedir. Dinlenme fazi ya da diastolik depolarizasyon fazi olarak bilinen Faz
4’te Na" ve Ca' iyonlarmin hiicre i¢ine yavas bir sekilde sizmas1 s6z konusudur

(Shih, 1994).

Sekil 1.8.’de kardiyak miyositlerde aksiyon potansiyelinin olusumu ve iletimi

gosterilmektedir.
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Sekil 1.8. Kardiyak Miyositlerde Aksiyon Potansiyeli
(Jung, 2012)
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1.2.2. HCN Kanalnin izoformlar ve Bu izoformlarin Lokalizasyonu

HCN kanalinin cAMP’ye duyarliliklarin, voltaj bagimli aktivasyonlarmin ve
dagilimlarinin farkliliklarina gore smiflandirilmis dort farkli izoformu bulunmaktadir
(HCN1-4)(Santoro ve ark., 2000). Genomik smiflandrmaya gore ayrilmig HCN
izoformlarinin aktivasyon hizlarina gore siralamasi: HCN1> HCN2> HCN3> HCN4
seklindedir (Accili ve ark., 2002; Altomare ve ark., 2001; Moosmang ve ark., 2001,
Stieber ve ark., 2005 ve Stieber ve ark., 2003). HCN2 ve HCN4 izoformlarinin
cAMP'ye duyarliligt HCN1 ve HCN3 izoformlarindan daha fazladwr. Yapilan bazi
calismalarda HCN kanalinin cAMP'ye duyarliligmmin C lifli néronlarda A lifli
noronlara gore daha fazla bulunmustur. HCN1 izoformu sadece A lifli noronlarda
bulunur ve gérece cAMP'ye duyarlilig1 daha azdir (Doan ve ark., 2004 ve Kaupp ve
Seifert, 2001). HCN2 ve HCN4 izoformlari ise hem A lifli hem de C lifli néronlarda
bulunmaktadir. Izoformlarin lokalizasyonunun farkli olmas: farkli roller
iistlenmelerine neden olmaktadir (Doan ve ark., 2004). Ornegin; A lifli nronlarda
hizli aktivasyon, C lifli néronlarda ise yavas aktivasyon hizi gézlenmektedir (Doan

ve Kunze, 1999).

HCN izoformlar1 sinoatriyal diigiim disinda atriyoventrikiiler diigim ve
purkinje lifleri gibi diger pacemaker dokularda da bulunmaktadir (Dobrzynski ve
ark., 2003; Munk ve ark., 1996 ve Shi ve ark., 1999). Bu bolgelerdeki I+ kanallarinin
aktivasyon kinetigi sinoatriyal diiglimdekinden farklidr ve bu bolgelerdeki

aktivasyon daha depolarize voltajda gergeklesmektedir (Baruscotti ve ark., 2005).

HCN izoformlar1 kalpte, retinada ve noronal dokularda lokalize olmustur. Fetal
ve neonatal kalpte HCN izoformlarinin ekspresyonu fazlayken yetiskin
miyokardiyumunun ¢ogu bolgesinde belirgin bir sekilde azalmistir (Roubille ve
Tadif, 2013). HCN kanalinin bilinen dort izoformundan HCN4’iin kalpte siniis ve
atriyoventrikiiler diiglim hiicrelerinde yogun olarak bulundugu bilinmektedir. HCN3
izoformu ise bu bolgelerde minimum bir sekilde eksprese edilmektedir (Murray,
2013). Cizelge 1.1.°de HCN izoformlarmin lokalizasyonu, cAMP duyarliligi,
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aktivasyon hizi ve voltaj degeri gosterilmektedir (Moosmang ve ark., 1999 ve
Santoro ve ark., 2000).

Cizelge 1.1. HCN Izoformlarmin Lokalizasyonu, cAMP Duyarhiligi, Aktivasyon Hizi ve
Voltaj Degeri
(Moosmang ve ark., 1999; Santoro ve ark., 2000 ve Yavuz ve Onat, 2018)

Izofom Lokalizasyonu cAMP Aktivasyon hiz1 Aktivasyon voltaji
duyarhhg:
HCN1 Korteks, hippokampiis, Diisiik Hizl1 (30-300 ms) -70 mV

serebellum, talamus, arka kok
gangliyon, sinoatriyal diigiim,
atriyoventrikiiler diigiim, Purkinje
lifleri, fotoreseptorler

HCN2 Talamus, beyin kok hiicresi, Yiiksek Orta (200-400 ms) -95 mV
kortets, hippokampiis, serebellum,
sinoatriyal diigiim,
atriyoventrikiiler diigim, arka kok
gangliyonu, bazal gangliyon

HCN3 Hipotalamus, koku siniri, kalp | - Yavas (400 ms-S) (-77)-(-95) mV
kasi, karaciger, akciger, bobrek
HCN4 Talamus, bazal gangliyon, Yiksek Yavas (400 ms-S) -100 mV

sinoatriyal diigiim,
atriyoventrikiiler diigiim, Purkinje
lifleri, testis, iskelet kasi, akciger

1.3. Ivabradinin Fizyolojik ve Pleiotropik Kardiyovaskiiler Etkileri

Pacemaker kanallarin1 bloke eden pek ¢ok molekiil gelistirilmistir. Bu
molekiiller; silobradin (Faz 1), alinidin (ST567), zatebradin (Faz 3), ivabradin ve
7ZD7288’dir. Bu molekiillerden sadece ivabradin klinik faz agamalarindan basariyla
gecebilmistir ve kullanimdaki tek If kanal blokeridir (Van Bogaert ve Pittoors, 2003
ve Vilaine, 2006).

Ivabradinin bilinen tek etki mekanizmasi I+ kanalim selektif ve spesifik olarak
bloke ederek sinoatriyal diigiimdeki diyastolik depolarizasyon fazmnin egimini
azaltarak ardisik aksiyon potansiyelleri arasindaki interval siiresini uzatmaktir.
Boylece kalp atim hizin1 azaltmaktadir (Sekil 1.9) (Franke ve ark., 2011).
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Sekil 1.9. Ivabradinin Etki Mekanizmasi
(Komajda, 2016)

Ivabradin etkisini doza ve voltaja bagimli olarak gerceklestirmektedir.
Ivabradinin etkinligi kanalin acik olmasma baghdir ve kanalin agilip kapanma hizi
arttik¢a (kalp atim hiz1 ne kadar yiiksekse) I+ kanalin1 daha kuvvetli inhibe etmektedir
(kullanima bagli etki) (Scicchitano ve ark., 2012). Kalp atim hizmin yavas oldugu

durumlarda ise It kanalinin inhibisyonu daha zayif olmaktadir (Bucchi ve ark., 2002).

Sekil 1.10.’da ivabradinin kalp atim hizininda olusturdugu azalmaya bagh

olarak gergeklestirdigi fizyolojik etkileri sematize edilmistir.

ivabradin
Kalp Hiza 0
4
Oksijen Diyastolik ﬁ Koroner kan Ventrikiiler Endotel
talebi {} dolus zamam akisi ﬁ remodelling stres 0

Sekil 1.10. Ivabradinin Fizyolojik Etkileri
(Parakh ve Bhargava, 2011)
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Ivabradinin asil etki mekanizmasmndan bagimsiz olarak gosterdigi yararli
etkilerini (pleiotropik etkiler) gosteren pek ¢ok g¢alisma bulunmasina ragmen bu
etkilerinin mekanizmasi hala tam olarak aydinlatilamamistir. Bu ¢alismalar asagida

Ozetlenmistir.

Heusch ve ark.’larinin (2008) yaptigi deneysel bir ¢caligmada anestezi altindaki
domuzlara 90 dakika (dak) hipoperfliizyon/reperfiizyon uygulanmis ve
hipoperfiizyondan 6nce, iskemi sirasinda ve hatta reperflizyonun hemen oncesinde
ivabradin uygulanmasmin miyokard hasarimi1 (infarkt alam1 ve area at risk
degerlendirmesi ile) azalttig1 bildirilmistir. Bunun yanisira, hipoperfiizyon sirasinda
uygulanan ivabradinin koroner kan akimini artirdigi gosterilmistir (Heusch ve ark.,
2008). Ivabradin tedavisi ile azalan atriyal atim hizi, pacing ile tedavi dncesine
yiikseltildiginde bu etkiler azalmig olsa da infarkt alanindaki azalma kismen
korunmaktadir. Bu veri, ivabradinin kardiyoprotektif etkisinin yalnizca kalp atim

hizin1 azaltmasindan kaynaklanmadigini diisiindiirmektedir (Heusch, 2008).

Baska bir calismada, anestezi Oncesinde tek doz ivabradin ya da plasebo
verilmis farelere koroner okliizyon-reperfliizyon uygulanmistir. Ivabradin tedavili
farelerde kalp atim hiz1 pacing ile plasebo grubunun degerlerine yiikseltildiginde bile
ivabradinin infarkt alanini azaltic1 etkisinin korundugu goriilmiistiir. Ayni ¢alismada,
fare  ventrikiilinden izole edilmis kardiyomiyositlere iskemi-reperfliizyon
simiilasyonu (swrastyla hipoksik ve normoksik kiltlir ortami ile) yapilmis ve
ivabradin uygulamasimin kardiyomiyosit canliligini korudugu, buna hem intraselliiler
hem de ekstraselliller reaktif oksijen tiirleri (ROS) azalmasinin eslik ettigi

bildirilmistir (Kleinbongard ve ark., 2015).

Yapilan klinik ve deneysel ¢aligmalarda ivabradinin antiinflamatuvar etkisinin
oldugu gosterilmistir. Walcher ve ark. (2010) tarafindan ivabradinin CD4
(farklilasma kiimesi 4, Cluster of Differentiation 4) pozitif lenfosit migrasyonunu
kemokinle indiiklenen fosfoinositid-3 kinaz (PI13K, Phosphoinositide 3-Kinase)/
protein kinaz B (Akt) aktivitesini inhibe ederek azalttigi bulunmustur (Walcher ve
ark., 2010).
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Drouin ve ark. (2008) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada dislipidemik
farelerin (insan ApoB-100 geni tasiyan transjenik model) igme sularina ivabradin
veya bir B-bloker olan metoprolol eklenerek fareler {i¢ ay siireyle tedavi edilmis,
renal ve serebral damarlarda olusan endotel disfonksiyonunun (bozulmus asetilkolin
gevsemelerinin) ivabradin tedavisi ile engellendigi bildirilmistir (Drouin ve ark.,
2008).

ApoE”" (Apolipoprotein E Eksik, hiperkolesterolemik, dislipidemik) farelerin
yemlerine katilarak verilen ivabradin endotelde olusan disfonksiyonu ve artmis
aterosklerotik plak biiytikliigiinii belirgin olarak azaltmistir. Bu ¢alismada ivabradin
endotel hiicre proliferasyonunu, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve vaskiiler
proliferasyona isaret eden proteinlerin miktarin1 degistirmeksizin indirgenmis
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz aktivitesini, aortada
siiperoksit  iiretimini ve lipid peroksidasyonunu azaltmistir. Ivabradinin
antiaterosklerotik etkilerinin vaskiiler oksidatif stresin azalmasindan kaynaklandigi

bildirilmistir (Custodis ve ark., 2008).

fvabradin tedavisinin ApoE” farelerde bozulmus olan aortik endotelyal
gevsemeleri diizelttigi, bu etkinin kalp atim sayisini azaltan bir diger ajan olan

metoprololle gergeklesmedigi gosterilmistir (Schirmer ve ark., 2012).

ApOE™ farelerde bozulmus olan endotel fonksiyonunun 20 haftalik ivabradin
tedavisi ile diizeldigi ve buna ROS azalmasinin eslik ettigi gosterilmistir.
Arastiricilar ivabradin ile tedavi edilen ApoE” farelerde diisiik olan endotelyal ROS
sinyalinin L-NAME (No-Nitro-L-Arjinin Metil Ester Hidrokloriir) inkiibasyonu
sonrasinda yiikseldigini gdzlemisler ve bunun da ivabradinin eNOS ile kenetlenmeyi
koruyucu etkinliginden kaynaklandigin1  diisiinmiislerdir. Ayni1 c¢alismada
anjiyotensin-II ile olusturulmus endotel disfonksiyon modelinde ivabradinin
endotelyal fonksiyonu koruyucu etkinlik gostermedigi gézlenmistir. Arastiricilar bu
farkliligin model ve tedavi farkindan kaynaklandigini bildirmislerdir (Kroller-Schon
ve ark., 2011).
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Ivabradin iyi tolere edilebilen bir ilagtir (Tardif, 2007). En sik goriilen yan
etkisi fosfen benzeri gorme rahatsizligidir. Bu rahatsizlikta gérme alaninda 1s1kli
alanlar (kisa siireli artmig parlaklik, genellikle ani 151k yogunlugundaki degisimlere
bagli olusan) olusmaktadir (Speranza ve ark., 2012). Fosfen insidanst %10-15
arasindadir (Parakh ve Bhargava, 2011). Semptomlar doza baghdir ve ilacin
kullanimmin kesilmesinden sonra ortadan kalkmaktadir. ivabradin bu etkisini
retinada bulunan ve yapisal olarak If kanalina ¢ok benzeyen In kanalin1 inhibe ederek
gostermektedir (Demontis ve ark., 2002). Ivabradinin bradikardi (<55 bpm)
olusturma insidans1 %3,2’dir. Hastalarin %0,3’tinden daha azinda ciddi bradikardi
(<40 bpm) gdzlenmektedir. ivabradinin diger yan etkileri ise bas agris1, bas ddnmesi,
ventrikiiler ekstrasistol, bulanti, diyare, bas donmesi, kas krampi, hiperiirisemi,
eozinofili ve serum kreatinin artisidir (Parakh ve Bhargava, 2011). Ivabradin
hidrofilik bir molekiil oldugu i¢in kan beyin bariyerini gegememektedir ve boylece
santral sinir sistemi ndronlarinda bulunan Iy kanalini etkilememektedir (Riccioni,

2012).

1.4. Diyabet ve Kardiyovaskiiler Komplikasyonlari

Diabetes mellitus (diyabet) pankreastan insiilin saliverilmesindeki eksiklige ya
da dokularin insiiline duyarliliginin azalmasma bagli olarak gelisen metabolik bir
hastaliktir (Atkinson ve ark., 2014). Diyabet, ciddi bir halk saghgi sorunudur (Li,
2013).

Diyabette insiilin rezistansi, hiperglisemi ve insiilin eksikligi olmaktadir.
Diyabete bagli olarak c¢esitli kardiyovaskiiler disfonksiyonlar olusmaktadir.
Bunlardan bazilar1 endotel disfonksiyonu, ateroskleroz gelisimi, zayif kollateral
vaskiiler olusum ya da anjiogenezis, kardiyomiyopati ve fibrozis gelisimidir (Kitada
ve ark., 2010).
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1.4.1. Diyabet ve Vaskiiler Fonksiyon Bozuklugu Arasindaki fliski

Diyabetik vaskiiler komplikasyonlar biiyiik arterleri ve kapilleri etkilemesine
gore mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlar olarak smiflandirilmaktadir. Bu
durum patogenezin anlasilmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Rask-Madsen ve King,
2013).

Vaskiiler diiz kas ve kan arasinda mekanik bir bariyer oldugu diisiiniilen
endotel tabakasinin fiziksel ve kimyasal uyaranlara cevap olarak vaskiiler tonus,
adezyon, proliferasyon ve inflamasyon gibi siirecleri diizenleyen ¢ok sayida faktor
rettigi bilinmektedir. Vaskiiler endotelyum bu nedenle kompleks bir endokrin ve
parakrin organ olarak kabul edilmektedir (Furchgott ve Zawadzki, 1980; Rajendran
ve ark., 2013 ve Xu ve Zou, 2009).

Endotel hiicrelerden saliverilen en 6nemli vazodilator madde olan nitrik oksit
(NO), eNOS araciligiyla L-arjininden sentezlenmekte ve vaskiiler diiz kasa difilize
olarak guanilat siklaz enzimini aktive etmektedir. Bunun sonucu olarak artan siklik
guanozin monofosfat (¢cGMP), vazodilatasyona neden olmaktadir (Forstermann ve
Munzel, 2006). Vazodilatasyona endotel hiicreler tarafindan saliverilen endotel
kaynakli hiperpolarizan faktor (EDHF) ve prostasiklin katkida bulunurken (Halcox
ve ark., 2001 ve Moncada ve ark., 1977) yine bu hiicrelerden saliverilen endotelin ve
bazi prostanoidler ile endotel yiizeyinde gergeklesen anjiyotensin II olusumu ise
vazokonstriksiyona aracilik etmektedirler (Kinlay ve ark., 2001 ve Saye ve ark.,
1984). NO; inflamasyon, proliferasyon ve trombozisi Onlemede primer roli
iistlenmekte ve bunu niikleer faktor-kappa B (NFkB) gibi transkripsiyon faktorleri,
hiicre siklusu ve doku faktorii olusumunu kontrol eden proteinlerin biyolojik
aktivitesini diizenleyerek gergeklestirmektedir (Stamler ve ark., 2001). Uzun siire
diyabet gibi kardiyovaskiiler risk faktorlerine maruz kalindiginda endotel tabakasi
disfonksiyonel olmakla kalmayip endotel hiicreler biitiinliiklerini kaybetmekte ve
hatta koparak dolasima ge¢mektedirler (Woywodt ve ark., 2002). Endotel fonksiyonu
gerek in vivo gerekse dolasimdaki bazi belirteglerin  6lgiimii  yoluyla

belirlenebilmektedir. Bu amagcla, e-selektin, vaskiiler adhezyon molekiilii-1 (VCAM-
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1, Vascular Cell Adhesion Molecule-1), p-selektin ve hiicre i¢i adhezyon molekiilii-1
(ICAM-1, Intercellular Adhesion Molecule-1) gibi molekiillerin miktar tayinleri

immiinolojik yontemlerle yapilmaktadir (Ridker ve ark., 2004).

Diyabette hem koroner hem de periferik arterlerde endotel disfonksiyonun bir
gostergesi olarak vazodilator yanitlarm azaldigi bilinmektedir (Johnstone ve ark.,
1993; McVeigh ve ark., 1992; Nicolls ve ark., 2007; Steinberg ve ark., 1996 ve
Williams ve ark., 1996). Diyabette insiilin aracili eNOS fosforilasyonunun inhibe

olmasi sonucu NO {iretimi azalmaktadir (Huang, 2009).

Bozulan vazodilator yanitlara ek olarak diyabette yukarida s6zii edilen endotel
kaynakli adhezyon molekiilleri ile plazminojen aktivator inhibitor-1’in dolasimdaki
miktarlar1 artmaktadir (Keaney ve ark., 2004; Meigs ve ark., 2004 ve Meigs ve ark.,
2000). Endotel disfonksiyonun en énemli nedenleri arasinda eNOS fonksiyonunun
bozulmasina neden olan PI3K/Akt gibi sinyalizasyon yolagi bozukluklar1 (Kim ve
ark., 2006; Montagnani ve ark., 2002 ve Wheatcroft ve ark., 2003) ve artan oksidatif
stres sayilmaktadir (Gao ve Mann, 2009; San Martin ve ark., 2007 ve Tesfamariam
ve Cohen, 1992).

Insiilinin fizyolojik seviyeleri endotel hiicrelerde insiilin reseptor substrati
(IRS)/PI3K/Akt yolagi araciligi ile VCAM-1 ekspresyonunu azaltmakta ve
antiaterojenik etki gostermektedir. Bu nedenle diyabet ya da insiilin rezistansi
durumunda insiilin seviyesinin yiikseltilmesi ateroskleroz gelisimini, Kollateral

damar olusumunu ve kardiyomiyopatiyi azaltmaktadir (King ve ark., 2016).

Nodoz gangliyonlarda lokalize olmus aortik baroreseptor ndronlar, arteriyal
barorefleksin primer afferent bilesenidir. Arteriyal barorefleks normalde kan
basmcini ve kalp atimini diizenlemektedir. Arteriyal barorefleks kan basincindaki
biiyiikk dalgalanmalar1 6nleyerek otonom sinir sisteminin hem sempatik hem de
parasempatik yanitlarinda rol oynamaktadir. Streptozotosin (STZ) ile indiiklenmis

Tip 1 diyabet modelinde noéronlardaki fonksiyonel degisiklikler nedeniyle arteriyel
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barorefleks disfonksiyonu gelismektedir ve bu durum hastalarinin mortalitesini
arttirmaktadir (Li, 2013).

Burada yalnizca bir kismi 6zetlenen pek ¢ok klinik ve deneysel ¢alismada,
antioksidanlar, anjiyotensin inhibitorleri ve antiinflammatuar ilaglarin diyabetik
kardiyovaskiiler yararli etkilerinin oldugu gdsterilmistir. Ayn1 zamanda, endotel
disfonksiyonunun diizeltilmesini hedefleyen yaklagimlar da tedavide Onemli

kullanim alani1 bulmaktadir.

Sekil 1.11.’de diyabet ve wvaskiiler fonkiyon bozuklugu arasindaki iliski

gosterilmistir.

Diyabet ve Endotel Disfonksiyonu

Glukoz
Endotel Hiicre ‘ ‘

NO Prostonaidler,
Prostasiklin l ROS,

Ang-2, endotelin-1|

: .
R N N B

Vazokonstriksiyon '

Diiz kas
hiicresi €

Sekil 1.11. Diyabet ve Vaskiiler Fonksiyon Bozukluklari
(Knapp ve ark., 2019)
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1.4.2. Diyabet ve Kardiyak Fonksiyon Bozuklugu Arasindaki Iliski

Kardiyovaskiiler komplikasyonlar diyabetin en sik rastlanan ve zarar veren
sonuglaridir. Diyabetik hastalarda goriilen morbidite ve mortalitenin baslica nedeni
diyabetik kardiyovaskiiler komplikasyonlardir (Altabas, 2015 ve Riddle, 2011).
Diyabetik kardiyomiyopati; sistolik, diyastolik ve miyokardiyal fonksiyon
bozukluklar: ile karakterizedir. Koronar arter hastaliklari, hipertansiyon ve diger
kardiyovaskiiler hastaliklardan bagimsiz olarak da gézlenmektedir (Ma ve ark., 2017,
Pan ve ark., 2014 ve Qin ve ark., 2016).

Diyabetik kardiyomiyopati gelisiminin mekanizmasi oldukca komplekstir ve
sebep olan pek ¢ok molekiiler mekanizma bulunmaktadir (Bugger ve Abel, 2014 ve
Zhang ve ark., 2012). Diyabetik kardiyomiyopatinin erken evreleri diyastolik
fonksiyon bozuklugu ile karakterizedir. Kardiyomiyosit hipertrofisi, miyokardiyal
fibrozis, apoptozis ve kardiyak remodelling gelisimi de gézlenmektedir (Huynh ve

ark., 2014). Sekil 1.12.’de diyabetik kardiyomiyopati gelisiminin mekanizmasi

gosterilmektedir.
Diyabet
{tSerbest Yag Asidi Hiperglisemi .
L.Ghkoz Oksidasyom Hiperinsiilinemi ioztﬂmm . (I:a
/ Insiilin Rezistanst omestazist
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l Proinflamatuvar Sitoldnler
\mpy Kardiyak Metabolizma Olesidatif Stres/
Degisimi 3 Inflamasyon
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Apoptozis
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sl Divastolik Disfonksivon

Sekil 1.12. Diyabet ve Kardiyak Fonksiyon Bozukluklar1
(Borghetti ve ark., 2018)
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Kardiyak hipertrofi belirteci olan atriyal natriiiretik peptid (ANP) ekspresyonu
diyabetik fare kalbinde artmaktadir. Arastirmacilar diyabette miyokardiyal fibrozis

ve apoptozis ile kollajen birikimi oldugunu gézlemlemislerdir (Liang ve ark., 2015).

Bagka bir ¢alismada STZ-diyabetik hayvanlarda sag atrium ve izole kalbin
spontan pacemaker hizinin azaldigi, sinoatriyal diigiimdeki aksiyon potansiyeli
zamaninin uzadigi bulunmustur. Bu durum sinoatriyal diigiimiin fonksiyonlarini
azaltmistir (Howarth ve ark., 2007 ve Kofo-Abayomi ve Lucas, 1988). Diyabetik
sinoatriyal diigiimdeki elektriksel remodelling’e yol agan molekiiler mekanizma hala

tam olarak bilinmemektedir (Huang ve ark., 2016).

1.5. Diyabet ve Ivabradin Cahsmalar

Stabil anjina pektoris hastalarinin 6nemli bir alt grubunu diyabetik hastalar
olusturmaktadir. Bu nedenle, diyabetik hasta grubunda ivabradinin kardiyovaskiiler

pleiotropik etkilerinin degerlendirilmesi son derece dnemlidir.

Diyabetik farelerde ivabradin (10 mg/kg/giin, 3 ay) ile ekokardiyografik
bulgularin diizeldigi, buna matriks metalloproteinaz-2 miktar ve aktivitesinde
azalmanm eslik ettigi bildirilmisti. Bu ¢alismada ivabradinin miyokardiyal

apoptozisi ve kardiyak disfonksiyonlar1 azalttigi bulunmustur (Chen ve ark., 2014).

Reil ve ark.’nin (2013) ¢alismasinda Tip II diyabet modeli olan db/db fareler
ve non-diyabetik heterozigot kontrollerinin (db/+) i¢me sularmna ivabradin (20-50
mg/kg/giin, 4 hafta) eklenmistir. Kalbin kontraktil fonksiyonuna iligkin baz1
parametreler ile damarlarin ivabradin tedavisinden nasil etkilendigi incelenmistir.
Diyabetik grupta fibrozisin arttigi, bu durumun ivabradin ile diizeldigi bildirilmistir.
db/db farelerde bozulmus ventrikiil fonksiyonunun ivabradin tedavisi ile kismen
diizeldigi bulunmustur. Histolojik incelemelerde ise kontrole kiyasla db/db grupta
aortadaki kollajen miktarmm yaklasik ti¢ katmna ve dihidroetidyum (DHE) miktarina
gore belirlenmis oksidatif stresin bir buguk katina yiikseldigi; buna karsin 4,5-
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diaminoflorosein diasetat (DAF-2DA) miktarma gore belirlenmis olan NO
miktarinin azaldig1 gosterilmistir. Bu degerler, ivabradin tedavili db/db grupta
kontrollerle ayni diizeylerde bulunmustur. Bu veriler 1s1ginda arastiricilar db/db
modelde ivabradin tedavisinin vaskiiler sertligi, sol ventrikiil kontraktilitesini ve
diyastolik fonksiyonu diizelttigi sonucuna ulasmiglardir (Reil ve ark., 2013). Bu
calisgma, Tip I diyabet modelinde olusacak endotel hasarinin da ivabradin ile
engellenebilecegine temel olusturmaktadir. Ne var ki, db/db fare modeli, metabolik
belirtiler agisindan insiilin-bagimli olmayan Tip Il diyabet modeli olarak kabul edilse
de bu modele artmis kalp atim hiz1 eslik etmektedir. Bu tez calismasinda tasarlanan
Tip | diyabet modelinde ivabradinin kardiyovaskiiler etkileri farklilik

gosterebilecektir.

Kalp yetmezligi progresyonunu Yyansitan esansiyel norohormonlarm en
onemlileri noradrenalin ve beyin natriiiretik peptid (BNP)’dir. Cao ve ark. (2016)
tarafindan yapilan bir ¢alismada STZ-diyabetik ve diyabetik olmayan si¢anlarda
kronik iskemik kalp yetmezliginden sonra ivabradin injeksiyonunun (i.p,
intraperitonal) kardiyak fonksiyonlar, plazma noradrenalin ve BNP-45 seviyesi
tizerine etkisi arastirilmistir. Kronik kalp yetmezliginden sonra diyabetik ve
diyabetik olmayan siganlarda artmus olan noradrenalin ve BNP-45 seviyelerinin
ivabradin injeksiyonu ile 6nemli bir sekilde azaldigi ve sol ventrikiil fonksiyonlarmin
iyilestigi bulunmustur. Ivabradinin bu etkilerinin diyabetik sicanlarda daha az oldugu
tespit edilmistir (Cao ve ark., 2016).

Inflamasyon, diyabetik kardiyomiyopati gelisiminde énemli rol oynamaktadir
ve diyabetik hastalarda kalp yetmezligi gelisimi igin temel risk faktorlerindendir.
Ivabradin tedavisinin antiinflamatuvar etkisinin olup olmadig1 STZ-diyabetik
C57BL/6J farelerde incelenmistir. Oniki haftalik tedaviden sonra ivabradinin kan
glukoz seviyesini degistirmedigi, tiimor nekrotik faktor alfa (TNF-a), interlokin-1
(IL-1) B ve IL-2 ekspresyonlarmi azalttig1 bulunmustur. Ivabradinin antiapoptotik ve
antiinflamatuvar etkisine C-Jun N-Terminal Kinaz (JNK), p38 mitojenle etkinlesen
protein kinaz (MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinase) aktivasyonunu inhibe

etmesinin aracilik ettigi gosterilmistir. ivabradinin kardiyak yararli etkilerinin kalp
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atim hizinda olusturdugu azaltici etkiye bagl oldugu ifade edilmistir. Bu sonuglar
ivabradinin diyabetik kardiyomiyopatinin Onlenmesi ve tedavisinde potansiyel
onemli bir terapotik ajan olabilecegini disiindiirmektedir (Zuo ve ark., 2018).
Arastirmacilar daha sonra yaptiklar: bagka bir ¢aligmada ise ivabradinin antiapoptotik
etkisinin mekanizmasini daha ayrintili bir sekilde arastirmiglardir. STZ-diyabetik
C57BL/6J farelerde ivabradinin direkt olarak protein fosfataz 2A Kkatalitik alt
iinitesini (PP2Ac) aktive ettigini, boylece NFkB sinyal aktivasyonunu azalttigini ve
bunlara bagli olarak da antiapoptotik ve antifibrotik etkileri oldugunu
gostermiglerdir. Ayni ¢alismada ivabradinin antiapoptotik etkisinin I¢ kanal
inhibisyonundan bagimsiz olup olmadigi arastirilmistir. Bunun i¢in yiiksek glukozlu
hiicre kiiltiirii ortaminda HCN2 ve HCN4 izoformlarinin genleri susturucu
riboniikleik asit (siRNA) teknigi ile susturulmus ve apoptozis parametrelerinin
degismedigi bulunmustur. Boylece ivabradinin diyabetteki antiapoptotik etkisinin I¢

kanal inhibisyonundan bagimsiz oldugu sonucuna varilmistir (Zuo ve ark., 2019).

Tip |1 (STZ) ve Tip Il (db/db) diyabetik farelerde HCN2 kanalinin diyabetik
agrinin kontroliinde rol oynayip oynamadigmin arastirildigi bir ¢alisgmada HCN2
kanalinin bloke edilmesinin diyabetik ndropati tedavisi igin analjezik etki

gosterebilecegi 6ne stirtilmiistiir (Tsantoulas ve ark., 2017).

STZ-diyabetik ve kontrol siganlarin sinoatriyal diigiimlerindeki HCN
izoformlarinin ekspresyonlarindaki degisimin arastirildigi bir calismada STZ-
diyabetik siganlarin kontrol grubuna kiyasla intrinsik kalp atim hizinin azaldigi,
sinoatriyal iletim zamanin uzadig1 bulunmustur. STZ-diyabetik siganlarda HCN2 ve
HCN4 izoformlarmin azaldigi tespit edilmistir. Langendorff sisteminde perfiize
edilen kalplere ivabradin (3 pM) uygulanmas: ile STZ-diyabetik sigcanlarda dongii
uzunlugu (CL, Cycle Lenght) %18, kontrol siganlarda ise %26 uzamustir.
Aragtirmacilar  STZ-diyabetik siganlarda HCN izoformlarinin  ekspresyonunun
azalmasi ile sinoatriyal diiglim fonsiyonlarminin kotiilesmesi arasinda iliski
olabilecegini One siirmiislerdir. Sonuglarin1 dogrulayabilmek ic¢in elektrofizyolojik

fonksiyonel testlerin yapilmasina ihtiya¢ oldugu belirtilmistir (Huang ve ark., 2016).
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Randomize, ¢ok merkezli, ¢ift-kor olarak gergeklestirilmis Sekiz kontrollii
klinik arastirma verisinin meta analizinde diyabetin; ivabradinin ve aktif
metabolitlerinin farmakokinetik 6zelliklerini, kalp atim hizin1 azaltict 6zelligini ve
antianjinal etkisini degistirmedigi bildirilmistir. Ilging olarak bu analizde, ivabradin
tedavisi ile diyabetik hastalarin hemoglobin Alc (HbALc) ve aclik kan sekeri
diizeyinin azaldigi tespit edilmistir (Borer ve Tardif, 2010).

Diyabetik hastalarda kalp atim hizinin azaltilmasinin endotel fonksiyonlar
tizerine etkisinin incelendigi bir ¢alismada 66 Tip II diyabet hastasina dort hafta
slireyle atenolol, ivabradin ya da plasebo verilmistir. Tedavi siiresinin sonunda
yalnizca atenolol tedavili grupta akis aracili dilatasyon (FMD, Flow-Mediated
Dilation) artmistir. Endotel bagimsiz dilatasyon (NMD, Nitroglycerin-mediated
Dilation) ise biitiin gruplarda benzer bulundugu i¢in diyabetik hastalarda ivabradinin
endotel fonksiyonlara etki gostermedigi bildirilmistir (Nerla ve ark., 2012).

Kondrat'ev ve ark.’larmm (2010) yaptig1 klinik bir ¢alismada akut koroner
sendrom tanisi olan Tip II diyabet hastalarinda stabil anjina pektoris tedavisine
ivabradin eklenmesi kalp atim hizi ve MI ataklarmin sayisini azaltmistir. Ayrica
ivabradin ile tedavi edilen grupta LVEF’de artis oldugu ve yan etkilerin
gbzlenmedigi bulunmustur. Ivabradinin iyi tolere edilebilen bir ajan oldugu yorumu

yapilmistir (Kondrat'ev ve ark., 2010).

Cizelge 1.2.’de diyabet ve ivabradin ¢alismalarinin sonuglar1 6zetlenmistir.

Cizelge 1.2. Diyabet ve ivabradin Calismalari

Calismanin ada Calismanin yazarlarn Calismanin en 6nemli sonucu
ve yili

I(f) current channel inhibitor (ivabradine) | (Chenve ark., 2014) | -Diyabetik farelerde ivabradin (10
deserves cardioprotective effect via down- mg/kg/gin, 3 ay) tedavisi
regulating the expression of matrix antiapoptotik etkilidir ve kardiyak
metalloproteinase (MMP)-2 and fonksiyonlarda énemli bir iyilesme
attenuating apoptosis in diabetic mice saglar.

Heart rate reduction by If inhibition (Reil ve ark., 2013) | -db/db farelerde 4 haftalik ivabradin
improves vascular stiffness and left tedavisi  vaskiiler sertligi, sol
ventricular systolic and diastolic function ventrikill ~ kontraktilitesini  ve
in a mouse model of heart failure with diyastolik fonksiyonu diizeltir.

preserved ejection fraction
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Cizelge 1.2. Diyabet ve Ivabradin Calismalar1 (Devam)

Calismanin ad1

Calismanin yazarlari
ve yii

Calismanin en 6nemli sonucu

The Effects of Ivabradine on Cardiac
Function after Myocardial Infarction are
Weaker in Diabetic Rats

(Cao ve ark., 2016)

-Kronik kalp yetmezliginden sonra
STZ-diyabetik ve diyabetik
olmayan sicanlarda artmis olan
noradrenalin ve BNP-45 seviyesi
ivabradin injeksiyonundan sonra
azalir ve sol ventrikiil fonksiyonlar1
iyilesir. Bu etkiler STZ-diyabetik
siganlarda daha azdir.

Inhibition of JNK and p38 MAPK-
mediated inflammation and apoptosis by
ivabradine improves cardiac function in
streptozotocin-induced diabetic
cardiomyopathy

(Zuo ve ark., 2018)

-STZ-diyabetik farelerde 12 haftalik
ivabradin tedavisi kan glukoz
seviyesini degistirmez, TNF a, IL-1
B ve IL-2 ekspresyonlarini azaltir.
-Ivabradinin  antiapoptotik  ve
antiinflamatuvar ~ etkisinde JNK,
p38 MAPK aktivasyonunun inhibe
etmesi aracilik eder.

Activation of the PP2A catalytic subunit by
ivabradine attenuates thedevelopment of
diabetic cardiomyopathy

(Zuo ve ark., 2019)

-STZ-diyabetik farelerde ivabradin
direkt olarak PP2Ac’1 aktive eder,
NF«B sinyal aktivasyonunu inhibe

eder. Boylece miyokardiyal
antiapoptotik ve antifibrotik etki
gosterir.

-Ivabradinin antiapoptotik etkisi I
kanal inhibisyonundan bagimsizdir.

Hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide—gated 2 (HCN2) ion channels
drive pain in mouse models of diabetic
neuropathy

(Tsantoulas ve ark.,
2017)

-Tip | (STZ-diyabetik) ve Tip Il
diyabet (db/db) farelerde HCN2
kanalmin bloke edilmesi diyabetik
agrinin kontroliinde rol oynar.

Reduced expression of HCN channels in
the sinoatrial node of streptozotocin-
induced diabetic rats

(Huang ve ark., 2016)

-STZ-diyabetik siganlarda HCN2 ve
HCN4  izoformlar1  azalmustir.
Langendorff sisteminde perfiize
edilen kalplerde ivabradin (3 uM)
STZ-diyabetik sicanlarda CL’yi
%18, kontrol sicanlarda ise %26
uzatmustir.

Efficacy of Ivabradine, a Selective If
Inhibitor, in Patients With Chronic Stable
Angina Pectoris and Diabetes Mellitus

(Borer ve Tardif,
2010)

-Diyabet; ivabradinin ve aktif
metabolitlerinin farmakokinetik
ozelliklerini, kalp atim hizimi
azaltict  ve antianjinal etkisini
degistirmez.

-ivabradin  diyabetik  hastalarin
HbAlc ve aglik kan sekeri diizeyini
azaltir.

Differential effects of heart rate reduction
by atenolol or ivabradine on peripheral
endothelial function in type 2 diabetic
patients

(Nerla ve ark., 2012)

-Tip Il diyabet hastalarda 4 haftalik
ivabradin tedavisi endotel
fonksiyonlar1 etkilemez.

Efficacy of ivabradine in combination
therapy for complicated acute coronary
syndrome in patients with type 2 diabetes
mellitus

(Kondrat'ev ve ark.,
2010)

-Akut koroner sendrom tanisi olan
Tip Il diyabet hastalarda stabil
olmayan anjina pektoris tedavisine
ivabradin eklenmesi kalp atim
hizim ve MI ataklarini azaltir.
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1.6. HCN Kanallarinin Ekspresyonlarimin Degistigi Durumlar

HCN izoformlarin dagilimlar1 ve ekspresyonlar tiire, yasa, dokuya, hiicreye ve
patolojik duruma (hipertansiyon, hipertrofi, kalp yetmezligi) gore degiskenlik
gostermektedir (Herrmann ve ark., 2011).

Kardiyak hipertrofi, iskemi ve kalp yetmezligi olusturulmus hayvan
modellerinde ve klinik ¢alismalarda ventrikiiler miyositlerde bulunan I kanallarnin
ekspresyonlarinin arttigin1 destekleyen pek ¢ok c¢alisma bulunmaktadir (Cerbai ve
ark., 1994; Cerbai ve ark., 1996; Cerbai ve ark., 2000; Fernandez-Velasco ve ark.,
2003; Sartiani ve ark., 2006 ve Stilli ve ark., 2001).

Hipertrofik sican ventrikiil miyositlerinde I+ dansitesinin daha yiiksek oldugu

bulunmustur (Cerbai ve ark., 1996 ve Stilli ve ark., 2001).

Yapilan bir ¢galismada kontrol ve hipertrofik siganlardan izole edilen ii¢ farkli
ventrikiil bolgesinde (septum, duvar icermeyen sag ve sol ventrikiil) HCN2 ve HCN4
izoformlarinin mesajc1 riboniikleik asit (MRNA) seviyelerindeki ve I+ akimindaki
degisimler arastirilmigtir. Sol ve sag ventrikiil bolgeleri epikardiyal hiicrelerden
olusurken, septum bolgesi endokardiyal hiicrelerden olusmaktadir. Bu galismada
hipertrofik siganlarda kontrole kiyasla HCN2 ve HCN4 mRNA seviyesinin septum
ve sol ventrikiil bolgelerinde arttigi, sag ventrikiil bolgesinde ise degismedigi
bulunmustur. Ayni zamanda bu ¢alismada HCN1 izoformunun da varlig1 arastirilmis
fakat, bu izoformun kontrol ve hipertrofik siganlarin ventrikiil miyositlerinde varligi
tespit edilmemistir (Fernandez-Velasco ve ark., 2003). Ustelik &nceki ¢alismalarda
kardiyak hipertrofi (Cerbai ve ark., 1994; Cerbai ve ark., 1996 ve Stilli ve ark., 2001)
ve kalp yetmezligi (Cerbai ve ark., 1997 ve Hoppe ve ark., 1998) modellerinde HCN
izoformlarmin arttig1  gosterilmis olmasma ragmen hipertrofik ventrikiiler
miyositlerde HCN2 ve HCN4 izoformlarinin mRNA seviyeleri ve I akimindaki
degisim ilk kez bu calismada gosterilmistir. Yani ilk kez bu ¢alisma ile I+ akimindaki
upregiilasyon ile HCN2 ve HCN4 upregiilasyonu arasinda bir iliski oldugu

gosterilmistir (Fernandez-Velasco ve ark., 2003).
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Fizyolojik kosullarda ventrikiillde HCN2 ve HCN4 izoformlar1 baskin olarak
bulunmaktadir. Arastwrmacilar hipertrofik hayvanlarim ventrikiillerinde HCN1
ekspresyonun kontrole kiyasla fazla oldugunu bulmuslardir. Yapilan 6teki
caligmalarin aksine hipertrofi modelinde kontrole kiyasla HCN2 ve HCN4
izoformlarinin mRNA seviyelerinde anlamli bir artis gdzlenmemistir. Bu sonuglar
daha once yapilmis olan hayvan (Fernandez-Velasco ve ark., 2003 ve Hiramatsu ve
ark., 2002) ve insan ¢aligmalarmin (Borlak ve Thum, 2003 ve Stillitano ve ark.,
2008) sonuglari ile ¢elismektedir. Hiramatsu ve ark. (2002) ilk kez hipertrofik sican
kalbinde HCN2 ve HCN4 izoformlarinin ekspresyonlarinin daha fazla oldugunu
ortaya koymuslardir (Hiramatsu ve ark., 2002). Bu c¢aligmalarin sonuglarinin
birbirinden farkli olmasmin sebebi kullanilan hayvan tiiriiniin ya da ventrikiiler
hipertrofi modellerinin  degisken olmas:1 ile iliskili olabilecegi seklinde
yorumlanmigtir (Hofmann ve ark., 2012).

Pek ¢ok ¢alismada pacemaker If akiminin hipertrofik kalpte aritmi olusumuna
katkida bulundugu bildirilmistir (Cerbai ve ark., 1996; Cerbai ve ark., 2001 ve Stilli
ve ark.,, 2001). I+ akimi primer Ve sekonder otomasite olusturan bolgeler
(DiFrancesco, 1995) ile otomasite olusturmayan bdlgelerde bulunmaktadir. Insan
(Hoppe ve ark., 1998), guinea pig (Yu ve ark., 1993), kopek (Yu ve ark., 1995) ve
sican (Cerbai ve ark., 1994 ve Robinson ve ark., 1997) ventrikiiler miyositlerinde I+

akiminm bulundugu gosterilmistir (Fernandez-Velasco ve ark., 2003).

I+ kanalinin kardiyak hipertrofi ve yetmezlikte aritmojenik etkiye katki
sagladigini gosteren yapilan caligmalar da bulunmaktadir (Cerbai ve ark., 1994,
Cerbai ve Mugelli, 2006 ve Hoppe ve ark., 1998). Bu durumun mekanizmasi tam

olarak belirlenememistir.

Hipertrofik ya da yetmezlikli kalpte HCN2 ve HCN4 izoformlarmnin artigina
baglt olarak aritmi insidansinmn arttig1 tespit edilmistir (Borlak ve Thum, 2003 ve

Fernandez-Velasco ve ark., 2003).
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HCN kanal aktivitesinin hipertrofik miyositlerde artmasi, ventrikiiler aksiyon
potansiyelinin repolarizasyonunu uzatmis ve boylece aritmojenik etki olusturmustur
(Hofmann ve ark., 2012).

Baska bir klinik ¢aligmada atriyal fibrilasyonu olan hastalarda atriyal dokuda
HCN4 izoformununun mRNA diizeyi azalirken protein seviyesinin degismedigi

bulunmustur (Murray, 2013).

Stillitano ve ark.’larmin  (2008) ¢alismasinda yetmezlikli insan atriyal
dokusunda HCN2 ve HCN4 izoformlarinin mRNA ve protein seviyelerinin arttigi
tespit edilirken, ventrikiil dokusunda yalnizca HCN4 seviyesinin arttig1 gosterilmistir

(Stillitano ve ark., 2008).

2008 wyilinda yapilan bir c¢alismada aortik baroreseptdor noronlarin
eksitabilitesinin  STZ-diyabetik siganlarda baskilanip baskilanmadigi ve HCN
izoformlarmnin ekspresyonundaki degisim arastirilmistir. STZ-diyabetik sicanlarda
HCN akiminin dansitesinin sham grubu ile karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu
bulunmustur. HCN kanal blokerleri olan CsCl ve ZD7288 molekiilleri hem sham
hem de diyabetik grupta HCN akimini anlamli bir sekilde azaltmistir. Bu sonuglar A
lifli aortik baroreseptdr ndronlarin eksitabilitenin diizenlenmesinde HCN kanallarmin
rol oynadigmi gostermektedir. Sham grubunda HCN kanallarinin varligr A lifli
noronlarda tespit edilmemistir. A lifli  néronlarda HCN2 izoformunun
ekspresyonunun diyabetik si¢anlarda arttigi bulunmustur. Diyabetik sicanlarin A lifli
aortik baroreseptér noronlarin eksitabilitesinin sham grubuna kiyasla baskilandigi
tespit edilmistir. Ayrica diyabetik grupta HCN kanallarmin cAMP'ye duyarliginin
arttig1 gézlenmistir (Li ve ark., 2008).

Tu ve ark. (2010) bir ¢alismada sham ve STZ-diyabetik siganlarin nodoz
gangliyon afferent noronlarinda (A ve C lifli) HCN izoformlarinmn elektrofizyolojik
karakterizasyonlar1 ve ekspresyonlart arastirilmistir. Kontrol A lifli néronlarda
HCN1, HCN3 ve HCN4; C lifli noronlarda ise HCN2, HCN3 ve HCN4

izoformlarinin eksprese edildigi bulunmustur. STZ-diyabetik sicanlarm A lifli
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noronlarmda HCN2 varligi tespit edilmis ve bu noronlarda HCN1 ve HCN3
ekspresyonlarinin arttigi bulunmustur. STZ-diyabetik sicanlarin C lifli ndronlarinda
HCN2 ve HCN3 ekspresyonlar1 artarken, A ve C lifli néronlarda HCN4 izoformunun
ekspresyonun degismedigi gozlenmistir. Sonug olarak, diyabetik siganlarda HCN
izoformlarmin ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir. Diyabet A lifli ndronlarda HCN
kanallar1 cAMP ile modiile edildigi, sham grubunda cAMP ile modiile edilmedigi
tespit edilmistir. C lifli ndronlarda ise HCN kanallarinin cAMP'ye duyarliligin iki
grupta da degismedigi gozlenmistir (Tu ve ark., 2010).

Deneysel arastirmalar ve klinik caligmalar ivabradinin kardiyovaskiiler
sistemdeki  faydali etkilerinin sadece kalp atim hizim azaltmasindan

kaynaklanmadigmi desteklemektedir. Bu tez ¢aligmasimnim temel amact,

e lvabradinin pleiotropik etkilerinin tespit edilmesi ve bu etkilerinin
molekiiler mekanizmasininin ortaya konmasi,

e Ivabradinin saglikli, kontrol damarlarda dogrudan etkisinin
arastirilmast,

e Damarlardaki etkilere endotel katkisinin arastirilmasi i¢in endotel hasar
olusumunun goézlendigi diyabet modelinde hasarin tedavi edilmesi ya
da engellenmesi,

e JIvabradinin olas1 antihipertrofik etkisinin  diyabetik  deney
hayvanlarinda ve kardiyomiyosit hiicrelerde olusturulan hipertrofi
modelinde incelenmesi,

e HCN izoformlarinin lokalizasyon ve ekspresyonlarinin diyabet ve/veya
kronik ivabradin tedavisinden nasil etkilendiginin kalp ve damar
dokularinda arastirilmasi,

e Endotel hiicre serilerinde, HCN izoformlarinin varligmin ve
eksprespresyonundaki degisimin gosterilmesi,

e Sicanlarda ivabradin tedavisinin NO ve oksidatif strese {izerine

etkisinin arastirilmasidir.
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Boylece ivabradinin kardiyovaskiiler pleiotropik etkileri ve bu etkilerine
aracilik eden mekanizmalar hayvan ve hiicre kiltiri c¢aligmalar1 ile tespit
edilebilecektir. Bu tez caligmasi, ivabradinin endotel disfonksiyonuna yol agan

herhangi bir kardiyovaskiiler hastalikta kullanilabilmesi i¢in temel olusturacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

Calismalar Sprague Dawley siganlarda, insan Umblikal Ven Endotel Hiicresi
(HUVEC, Human Umblical Vein Endothelial Cell) ve sican miyosit hiicresi olan

H9c2 hiicre hatlarinda gergeklestirilmistir.

Bu tez galigmasinda “Giris” baslig1 altinda anlatilan hedeflere yonelik olarak;

-Saglikli ve diyabetik damarlarda ivabradinin endotel fonksiyonlar {izerine

etkisi,

-Diyabetik sicanlarda ve hipertrofi modeli olusturulmus hiicre hattinda

ivabradinin olas1 antihipertrofik etkisi,

-Endotel hiicre serilerinde ve damarlarda HCN izoformlarinin lokalizasyon ve

ekspresyonlarinin ivabradin uygulamasindan nasil etkilendikleri,

-Damarlarda STZ diyabet ve/veya ivabradin tedavisinin NO ve oksidatif strese

etkileri degerlendirilmistir.

Sekil 2.1.’de tez ¢alismasinda ivabradinin kardiyovaskiiler yararh etkilerinin

mekanizmasini aydinlatmak amaciyla incelenen parametreler gosterilmektedir.
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IVABRADIN
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CH,0 CH, |
+ HCI
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OCH,

-Endotel fonksiyonlar iizerine etkisi
-Vaskiiler mekanizmann aydmlatiimasi
-Antihipertrofik etkinin arastmlmasi

-HCN izoformlarmn varhg ve
ekspresyonundaki degisim

-NO ve oksidatif stres iizerindeki etki

-Antihipertrofik ve/veya protektif
etkilerinin arastirilmasi

-HCN izoformlarmn varhg ve
ekspresvonundaki degisim

Sekil 2.1. Ivabradinin Kardiyovaskiiler Yararli Etkilerinin Hayvan ve Hiicre Kiiltiirii

Calismalari ile Incelenmesi

2.1. Kullanilan Geregler

2.1.1. Cihazlar

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar Cizelge 2.1°de listelenmistir.
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Cizelge 2.1. Cihazlar

Kullamlan Cihaz

Marka-Model

Tail-cuff kan basinci ve kalp atim hizi 6l¢tim sistemi

Commat

Veri kayit ve analiz sistemi

MP30B-CE Biopac System, Inc., Santa Barbara, CA

Izole organ banyosu (Dértlii)

May 10BS 99

%95 O2 %5 COz igeren gaz karisim tiipii

Antgaz

Kan sekeri 6l¢lim cihazi

ACCU-CHEK® Performa

Buz makinesi Hoshizaki FM120DE
Otoklav ALP
Santriftj Hettich, Rotina 35R

Santrifiij (sogutmali)

Hettich, Micro200R

Dikey elektroforez Bio-Rad
Gii¢ kaynagt Bio-Rad
Orbital ¢alkalayici Yellow Line

Kuru sitici

Major Science

Laminar akig kabini

Holten

Inkiibator

Sanyo, Nuve EN 500P

Mikroplak okuyucu

Spektramax 190

pH metre Isolab, Mettler Toledo
Manyetik karistirici Isolab, Heidolph
Kaba terazi Scaltec, SBA61

Hassas terazi

Kern

Etiv

Blue Pard, PHO50A

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler

Eppendorff, Gilson, Microlit

Inverted mikroskop

Leica

Isik mikroskobu

Leica, DM2500

Floresan mikroskop

Leica, DMI8

Vortex

Velp Scientifica

Hiicre kaziyic1 (Cell Scraper)

Greiner

Mikrotom cihazi

Leica, RM2125 RTS
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2.1.2. Kimyasal Maddeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 2.2.

Cizelge 2.2. Kimyasal Maddeler

’de listelenmistir.

KIMYASAL MARKA KATALOG NUMARASI
Sigan yemi Purina -
STZ Sigma #S0130
Coralan®tablet Servier -
Potasyum kloriir (KCI) Sigma #12636
Sodyum klortir (NaCl) Merck #M106404
D-glukoz monohidrat Sigma #16301
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO4.7Hz20 ) Merck #M105886
Potasyum fosfat monobazik (KH2PO4) Merck #M104873
Sodyum bikarbonat (NaHCO3) Sigma #31437
Kalsiyum kloriir (CaClz) Sigma #12022
Fenilefrin hidrokloriir Sigma #P6126
Asetilkolin kloriir Sigma #A6625
Ivabradin hidrokloriir Sigma #SML0281
Propranolol hidrokloriir (PROP) Sigma #P0884
Tetraetilamonyum kloriir (TEA) Sigma #T-2265
L-NAME Sigma #N5751
Izoprenalin hidrokloriir Sigma #15627
Sodyum nitroprussid (SNP) Sigma #71778
Ketamin hidrokloriir Ketalar, Pfizer -
Heparin Nevparin, Mustafa -
Nevzat
Dimetil siilfoksit (DMSO) Merck #317275
Proteaz inhibitor kokteyli (PIK) Cell Signaling #5871
Technologies
Sodyum ortovanadat (NasVOs) Sigma #450243

Radyoimmiinopresipitasyon tampon ¢ozeltisi
(RIPA, Radioimmunoprecipitation Assay Buffer)

VWR Life Science,
Sigma

#97063-270, #R0278

Bikinkoninik asit (BCA) protein miktar tayini kiti Thermo Fisher #23225
Scientific

%30 Akrilamid/Bis soliisyonu (5:1) Bio-Rad #161-0158

Yiikleme jel soliisyonu Bio-Rad #161-0799

Ayirict jel soliisyonu Bio-Rad #161-0798

Protein standardi Bio-Rad #161-0374
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Cizelge 2.2. Kimyasal Maddeler (Devam)

KiMYASAL MARKA KATALOG NUMARASI
Tween20 Bio-Rad #161-0781
Tetrametiletilendiamin (TEMED) Bio-Rad #1610801
Amonyum persiilfat (APS) Bio-Rad #1610700
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Bio-Rad #1610302
Gliserol Sigma #15524
Trisle tamponlanmig salin (TBS, Tris-Buffered | Bio-Rad #1706435
Saline)
Tris/Glisin (TG) Bio-Rad #161-0734
Tris/Glisin/SDS (TGS) Bio-Rad #161-0732
Metanol LiChrosolv, Merck #67-56-1, # 106018
Polivinilidin floriir (P\VDF) membran Bio-Rad #162-0177
Nitroseliiloz membran Bio-Rad #162-0112
Sigir serum albumini  (BSA, Bovine Serum | Equitech-Bio #BAHG6
Albumin)
Artirilmig  Kemiliiminesans (ECL, Enhanced | Bio-Rad #1705060
Chemiluminescence) reaktifi (Clarity)
ECL (Clarity max) Bio-Rad #1705062
Rontgen film Fuji Film #47410
Developer ¢ozeltisi (Otomatik Konsantre Rontgen | Konix -
Banyo Soliisyonu)
Fixer ¢ozeltisi (Otomatik Konsantre Rontgen | Konix -
Banyo Soliisyonu)
Norepinefrin hidrokloriir Sigma #AT256
Fetal sigir serumu (FBS, Fetal Bovine Serum) Biowest #S1810
Fosfat tamponlu salin (PBS, Phosphate-Buffered | Biological Industries # 02-020-1A
Saline)
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, | Biowest #0103
yiiksek glukoz)
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, | Biowest #0066
diistik glukoz)
Penisilin-streptomisin ¢ozeltisi Biowest #0018
Tripsin EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) HyClone #SH30042.01
Tripan mavisi Lonza #17-942E
Super oksit dismutaz (SOD) 6l¢iim kiti Cayman #706002
Rat p-selektin ELISA (immiinoenzimatik Yéntem, | Elabscience #E-EL-R0828
Enzyme-linked Immunosorbent Assay) Kiti
Rat VCAM-1 ELISA Kiti Elabscience #E-EL-R1061
4',6-diamidino-2-fenilindol dikloriir (DAPI) boyas1 | Sigma #D9542
DAF-2DA boyast Merck #251505
DHE boyasi Thermo Fisher #D11347

37




Cizelge 2.2. Kimyasal Maddeler (Devam)

KiMYASAL MARKA KATALOG NUMARASI

Formaldehit Merck #103999
%100 etil alkol Merck #100983
Entellan Merck #107961
p-Ksilen Merck #108684
Anilin mavisi Sigma #415049
Fuksin boyas1 Merck #115937
Orange G Merck #115925
Hematoksilin Merck #104302
Tissue Plus OCT Compound Fisher Scientific #23-730-571
Triton X-100 Merck #108603
Tungstofosforik asit hidrat Merck #100582
Fluoroshield mounting medium Abcam #ab104135
Parafin Merck #107337
HO9c¢2 hiicre hatt1 ATCC #CRL-1446
HUVEC hiicre hatt ATCC #CRL-1730

2.1.3. Antikorlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan antikorlar Cizelge 2.3.’te listelenmistir.

Cizelge 2.3. Antikorlar

ANTIKOR MARKA KATALOG NUMARASI
HCN1 Alomone Labs #APC-056
HCN2 Alomone Labs #APC-030
HCN3 Alomone Labs #APC-057
HCN4 Alomone Labs #APC-052
Fosforile eNOS (p-eNOS) Thermo Fisher Scientific #MA5-14957
eNOS Thermo Fisher Scientific #PA3-031A
Fosforile Akt (p-Akt) Cell Signaling Technologies #9271
Akt Cell Signaling Technologies #9272
ANP Novus Biologicals #NBP2-14872

HRP (Horseradish Peroksidaz) bagl anti-

tavsan sekonder antikoru Cell Signaling Technologies #7074
Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz A .

(GAPDH) Cell Signaling Technologies #2118
B aktin Cell Signaling Technologies #4967
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2.2. Sicanlarda Gergeklestirilen Calismalar

Caligmalarda  kullanilan sicanlar ~ “Bilkent  Universitesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Unitesi”nden temin edilmistir. Sicanlar ¢alisma boyunca
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’'nde sabit
kosullarda (22+1°C sicaklik, % 30-70 nem, aydinlik/karanlik dongiisii 12/12 saat
(sa)) barmdirilmistir. Hayvan ¢alismalarina baslamadan 6nce “Ankara Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul”’undan etik kurul onayr alimmistir (Etik kurul
karar no: 2016-5-58, Ek-1).

Sekiz haftalik 200-250 gram (g) agirhginda Sprague Dawley erkek siganlar
kullanilmistir. Deney gruplar1 hayvanlarm beden agirliklarma gore eslestirilerek ve

her gruptaki beden agirlig1 ortalamasi benzer olacak sekilde olusturulmustur.

Gruplarin dagilimi agagida belirtilen sekilde yapilmistir:

Grup 1: Kontrol grubu (K), (higbir uygulama yapilmamistir)
Grup 2: STZ-diyabetik (D)
Grup 3: Kontrol +ivabradin tedavisi (KI)

Grup 4: STZ-diyabetik +ivabradin tedavisi (DI)

Calismada toplam 68 hayvan kullanilmistir. Hayvanlarin bir boliimiine literatiir
bilgilerine uygun olarak 0,1 M sitrat tamponunda (pH: 4,5) ¢6ziilmiis STZ (40
mg/kg, i.p injeksiyon) tek doz olacak sekilde uygulanmustir (Liu ve ark., 2012).
Kontrol siganlara da ayn1 hacimde sitrat tamponu uygulanmustir. STZ
injeksiyonundan 72 sa sonra si¢anlarin kuyruklarindan alinan kanla kan sekeri
Olciilerek diyabet olusumu dogrulanmistir. Kan sekeri 300 mg/dl ve iizeri olan
hayvanlar diyabet kabul edilmistir. Diyabet olusturulduktan sonra 12 hafta
beklenerek sicanlarda kardiyovaskiiler bozukluklarin olusmas1 saglanmistir.

Sekizinci haftadan itibaren dort hafta siireyle oral yolla ivabradin (10 mg/kg/giin,
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distile suda ¢o6ziilmiig) (Custodis ve ark., 2008) tedavisi uygulanmistir. Deney

hayvanlarinin tedavi protokolii Sekil 2.2.’de sematize edilmistir.

.U- hafta 8. hafta 12. hafta

| |
Sakrifikasyon
Tail-Cuff Olciimleri G

|
STZ > |

KontroHIVA (Grup 3)

Kontrol (Grup 1)

Diyabet+IVA (Grup 4)

STZ

4 hafta ivabradin tedavisi-i'—l

Sekil 2.2. Siganlarm Tedavi Protokoliiniin Sematik Gosterimi

Ik sette, endotel hasar1 ya da ivabradin ile tedavi edici etkinlik
belirlenememesi durumunda diyabet ya da tedavi siiresini uzatabilmek gibi deneysel
diizenlemeler yapilabilmesi amaciyla calismalar iki set halinde tasarlanmistir.
Yapilan degerlendirmeler sonucunda gruplarda ve tedavi protokoliinde degisiklik
yapilmasia gerek duyulmamustir. Degisiklik yapilmadigi i¢in analizler her iki sette
elde edilen verilerin birlestirilmesi ile gerceklestirilmistir. Birinci ve ikinci sette
kullanilan hayvan sayilarinin gruplara goére dagilimi cizelge 2.4’te sematize

edilmistir.

Cizelge 2.4. Deney Gruplarindaki Hayvanlarm Dagilimi

Deney Gruplar 1.Set 2.Set
Kontrol grubu (K) (Grup 1) 6 7
STZ-diyabetik (D) (Grup 2) 9 8
Kontrol+ ivabradin tedavisi (KI) (Grup 3) 8 8
STZ-diyabetik + ivabradin tedavisi (DI) (Grup 4) 13 9
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Ozetle bu tez calismasi kapsaminda siganlarda gergeklestirilen ¢alismalar:

- STZ-diyabet ve ivabradin tedavisinin beden agirligi, kan sekeri, kan basinci
ve kalp atim hiz1 tizerine etkisinin arastirilmasi,

- STZ-diyabet ve ivabradin tedavisinin damarlardaki vaskiiler etkilerini
degerlendirmek i¢in izole organ banyosu ¢alismalari,

- STZ-diyabet ve ivabradin tedavisinin hipertrofi, NO ve oksidatif strese
etkisini degerlendirmek i¢in damar ve kalp kesitlerinde histolojik incelemeler,

- Endotel fonksiyon ve oksidatif stres belirteg¢lerinin STZ-diyabet ve ivabradin
tedavisinden nasil etkilendiklerinin  belirlenmesi i¢in  biyokimyasal
incelemeler,

- HCN izoformlarmin ekspresyonlar, eNOS ve Akt proteinlerinin
fosforilasyonlar1 ve ayrica hipertrofi belirteci olan ANP proteinin
ekspresyonlar1 degerlendirmek igin Western blot yontemi ile protein miktar

tayini caligmalari.

2.2.1. Beden Agirhklar: ve Kan Sekeri Olciimleri

Dort deney grubundaki siganlarm haftalik olarak beden agirliklar1 ve kan sekeri
Olciimleri yapilmistir. Kan sekeri dlgtimleri konvansiyonel olarak bulunan strip ve

Ol¢iim cihaz1 yardimiyla gergeklestirilmistir.

2.2.2. Kan Basma ve Kalp Atim Hizi Parametrelerinin Olgiimii

Sicanlarin kan basinci ve Kalp atim hizlar1 tedaviden Once, tedavinin 1. ve
3.haftalarinda Tail-Cuff sistemi ile diizenli olarak Olglilmiistiir. Bu yonteme gore
sicanlar dncelikle 15 dak 35°C’lik 6zel dolaplarda bekletilmis ve ardindan hareketsiz
kalmalarin1 saglayacak kiigiik bolmelere (restrainer) alinmistir. Manset siganlarin
kuyruklarmma takilmig ve sistem otomatik kan basinci aletine baglanmistir. Cuff

otomatik olarak sisirildikten sonra bosalma esnasinda sistolik ve diyastolik kan
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basinci kaydedilmistir. Her 6lgiim beser kez tekrarlanmis ve Olglimlerin ortalamasi

iizerinden analiz yapilmistir.

2.2.3. Izole Organ Banyosu ile Damar Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Sakrifikasyondan yaklasik 10 dak 6nce heparin injeksiyonu (3000 U/kg, i.p)
yapilmis siganlar ketamin (90 mg/kg)/ksilazin (10 mg/kg, i.p) kombinasyonu ile
anestezi edilmis ve gogiis kafesleri agilarak torasik aortalari g¢ikarilmistir. Daha
onceden oksijenlendirilmis soguk Krebs-Henseleit (Krebs: NaCl 120, NaHCOs 25,
Glukoz 10, KCI 4,8, KH2POa4 1,2, MgS0a4 1,25, CaCl2 1,25 mmol/L) ¢ozeltisi iginde
endoteli hasar gormeyecek sekilde yag ve bag dokusundan temizlenerek (Sekil 2.3)
3-5 mm uzunlugunda halkalar seklinde kesilip ¢elik teller araciligiyla organ
banyosuna (10 ml) asilmistir (Sekil 2.4). Herhangi bir madde uygulanmadan 6nce
organ banyosu i¢inde bir ucu izometrik transducer’a baglanan dokular, ortama uyum
saglamalar1 i¢in 2 g pasif gerim altinda 1 sa inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda
dokularin stabilizasyonu i¢in damar preparatlar1 bir kez izotonik KCI (60mM) ile
kastirilmistir. Yikamadan sonra bazal gerime inen preparatlarda kiimiilatif olarak
fenilefrin (10°-10*° M) ile konsantrasyon-yanit egrisi ¢ikarilmistir. Bundan sonra
dokular yikanmis ve submaksimal fenilefrin konsantrasyonuyla (maksimum yanitin
%70-80’ini olusturan) 6n kasilma elde edilmis ve sonra asetilkolin (10°-10*° M) ile
endotel fonksiyonlar1 degerlendirilmistir. Sonrasinda tekrar yikanarak bazal gerime
inen preparatlar, submaksimal fenilefrin konsantrasyonuyla kasilma elde edilmis ve
baz1 kontrol ve diyabetik damarlarda ivabradinin endotele bagh gevsetici etkisinin
olup olmadigmin incelenmesi igin ivabradin (10°-10* M) ile kiimiilatif olarak
konsantrasyon-yanit egrisi olusturulmustur. Ivabradinin gevsetici etkisine aracilik
eden mekanizmalarin tespit edilmesi igin saglikli ve diyabetik damarlarda bazi
inkiibatorlerin ~ varliginda  ivabradinin  konsantrasyon-yanit  egrileri  tekrar
olusturulmustur. Ivabradinin gevsetici etkisinin NO aracili olup olmadiginin
degerlendirilmesi icin bazi damarlar L-NAME (10° M) ile 30 dak inkiibe edildikten
sonra submaksimal fenilefrinle ©6n kasilma elde edilmis ve ivabradin ile

konsantrasyon-yanit egrisi olusturulmustur. Gevsetici etkiye B-AR’lerin katkisinin
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belirlenmesi amaciyla bazi damarlar p1 ve B2-AR blokeri propranolol (PROP, 107
M) ile inkiibe edildikten sonra ivabradin ile konsantrasyon-yanit egrisi
olusturulmustur. Ivabradinin gevsetici etkisine K* kanallarmin katkis1 olup
olmadiginin belirlenmesi igin ise K* kanal blokeri olan tetraetilamonyum Kloriir
(TEA, 10* M) varliginda ivabradinin konsantrasyon-yanit egrisi ¢ikarilmistir. STZ-
diyabet ve ivabradin tedavisinin izoprenalin ve sodyum nitroprussid (SNP) gevseme
yanitlarina etkisini degerlendirmek icin izoprenalin (10°-10*° M) ve SNP (10!-10°
M) ile konsantrasyon-yanit egrileri ¢ikarilmigtir. Organ banyosu calismalarindan
sonra damar preparatlarinin uzunluklar1 ve agirliklar1 6l¢iilmiistiir. Deney siiresince
perfiizyon sivisimin sicakligi sirkiilatorlii su banyosu ile 37°C’de, pH’s1 ise %95 O2 +
%5 CO2 gaz karigimi ile 7,4’te sabit tutulmus ve veriler veri-kayit sistemi ile

kaydedilip sonrasinda analizler yapilmistir.

Sekil 2.3. Torasik Aortanin Yag ve Bag Dokusunun Temizlenmesi

43



‘|

Sekil 2.4. Torasik Aortanin Organ Banyosuna Asilmasi

2.2.4. Histolojik incelemeler

Siganlarin sakrifikasyonundan sonra her deney grubundan belirli sayida siganin
aort ve kalp dokular1 %10’luk tamponlu (NaH2PO4.H.O, Na;HPO4 ve distile su
pH:7) formaldehit soliisyonunda 24 sa bekletilerek tespit islemi gergeklestirilmistir.
Tespit isleminden sonra sirasiyla dokularin yikama, suyunu giderme (dehidrasyon),
saydamlastirma, parlatma ve blokaj islemleri ile doku takip prosediirii
tamamlanmistir. Parafinle blokaji yapilan aort ve kalp dokulari mikrotom cihazi
yardimiyla 5 pm kalinhgnda kesilmistic. Elde edilen kesitler su banyosu
muamelesinden sonra iglii boyama islemi i¢in rodajli lamlara, floresan boyama
islemi i¢in ise polilizin kapli lamlarin tizerine alinmistir. Kesitler 6nce 30 dak oda
sicakliginda, daha sonrasinda da 24 sa 37°C’lik etiivde bekletilerek kurutma iglemi
tamamlanmigtir. Bu Kesitlerde Crossman’in iiglii boyamas: ve floresan boyamasi
yapilmugtir. Aort ve kalp Kkesitlerinde floresan 6zellikteki DHE ile siiperoksit, DAF-
2DA boyamasi ile NO yogunluklar1 Olgiilmiistiir. Boylece kalp ve damardaki
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stiperoksit radikallerinin ve  NO miktarlarinin STZ-diyabet ve/veya ivabradin
tedavisinden nasil etkilendikleri belirlenmistir (NOT: Tez o6nerisinde histolojik
incelemelere iligkin c¢alismalarin yapilacagi bildirilmemis olmasma ragmen
gerceklestirilen  histolojik incelemeler ve bu incelemelerin  sonuglarma tez

caligmasinda yer verilmistir).

2.2.4.1. Crossman’m Uclii Boyamasi

Aort ve kalp dokularmin etrafindaki parafinin saf ksilolle deparafinizasyon
islemi gergeklestirildikten sonra kesitler sirasiyla %100, %96 %80, %70 etil alkol
bulunan salelerde {icer dak bekletilmistir. Daha sonra bes dak distile suda yikanan
doku kesitleri sirasiyla Weigert’in demirli hematoksileni, asit fuksin ve anilin mavisi
boyalar1 ile muamele edilmistir. Weigert’in demirli hematoksilen boyasi hiicrelerin
¢ekirdeklerini, asit fuksin boyasi hiicre sitoplazmasini ve anilin mavisi boyasi bag
dokunun boyanmasi saglamaktadir. Dokularin boyalardan armdirilmasi igin Kesitler
sirayla %96, %100 etil alkole ve ardindan da saf ksilole alinmistir. Ksilolle bagdasan
bir kapatict ortam olan entellan kullanilarak doku kesitleri lamelle kapatilmis ve
kurumaya birakilmistir (Crossmon, 1937). Kuruma isleminden sonra 1s1k
mikroskobunda aort Kkesitlerinin fotograflar1 40X, kalp kesitlerinin fotograflar1 ise
1,25X biiyiitmeli objektifle ¢ekilmistir. Sol ventrikiil ve aort dokularinin duvar
kalinliklarmm 6l¢timii i¢in Leica gOriintii analiz sistemi (Leica Image Analysis
System (LAS)) kullanilmustir.

2.2.4.2. DAF-2DA Boyamasi

Aort ve kalp kesitlerinde saf ksilolle deparafinizasyon islemi
gerceklestirildikten sonra bu kesitler sirasiyla %100, %96 %80, %70 etil alkol
bulunan salelerde beser dak bekletilmistir. Kesitler bes dak distile suda bekletildikten
sonra ii¢ defa bes dak boyunca fosfat tamponu olan PBS (pH:7,4) ile yikanmistir.

Yikama isleminden sonra fikse edilmis olan hiicrelerin membran gecirgenligini
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(permeabilizasyonunu) saglamak i¢in kesitler 90,2’lik PBS-Triton ile oda
sicakliginda 10 dak muamele edilmistir. Ardindan dokular ii¢ defa bes dak siireyle
PBS ile yikanmistir. Hidrofobik doku smirlandirma kalemi ile etrafi sinirlandirilan ve
nemli bir kap icerinde bulunan doku kesitlerinin iizerine karanlik ortamda 10
pmol/ml DAF-2DA floresan boyasi eklenmis ve kesitler 37°C’lik etiivde 90 dak
bekletilmistir (Koyama ve ark., 2002). Daha sonra fazla boyanin uzaklastirilmasi igin
kesitler yine karanlik ortamda ii¢ defa bes dak siireyle PBS ile yikanmistr.
Hiicrelerin ¢ekirdeklerini boyamak i¢in karsit boya maddesi olarak bilinen floresan
ozelikteki DAPI boyamasi (30 saniye) yapilmis ve fazla boya uzaklastirilmistir.
Kesitler distile suda bes dak bekletildikten sonra suyla bagdasan ve floresan 1g1manin
solmasini engelleyen bir kapatici ortam (fluoroshield mounting medium) kullanilarak
kesitlerin tizeri lamelle kapatilmis ve kurumasi i¢in bekletilmistir. Aort ve kalp
kesitlerinin fotograflar1 40X biiyiitmeli objektif kullanilarak floresan mikroskobunda
cekilmistir. Aort damar duvarindaki ve kalp kasi hiicrelerindeki NO miktarlarmin

Ol¢timii LAS ile yapilmistir.

2.2.4.3. DHE Boyamasi

Aort ve kalp kesitlerinin yikama ve fikse etme islemleri gergeklestirildikten
sonra kesitlere karanlik ortamda 20 pumol/ml DHE floresan boyasi eklenmis ve
kesitler 37°C’lik etiivde 75 dak bekletilmistir (Gil-Ortega ve ark., 2014). Kesitlerdeki
fazla boya uzaklastirilmis ve kesitlerin kurumasi saglanmustir. Aort ve Kkalp
kesitlerinin fotograflar1 40X biiyiitmeli objektif kullanilarak floresan mikroskobunda
¢ekilmistir. Aort damar duvarmndaki ve kalp kasi hiicrelerindeki siiper oksitler

radikallerinin 6lgtimii LAS ile yapilmistir.

2.2.5. Biyokimyasal incelemeler

Deney hayvanlarmin sakrifiye edilmeleri sirasinda toplanan kanlar iki ayri

santrifiij tlipline aktarilmistir. Kan Orneklerinden plazma elde etmek igin
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antikoagiilan bir madde olan EDTA igeren tiiplere kan aktarimistir. Serum elde
etmek i¢in ise herhangi bir madde igermeyen tiiplere alinan kanlar 15 dak 1800 g’de
santrifiij edilmistir. Elde edilen plazma ve serumlarda antioksidan 6zellikte bir enzim
olan SOD aktivitesi, plazma Orneklerinde ise p-selektin ve VCAM-1 seviyeleri
Olgiilmiistiir. Bu oOlglimler sican plazma ve serumunda 6lglim yapmaya elverisli
standart kitler yardimiyla gergeklestirilmistir. SOD 6l¢limii ise kolorimetrik 6lgiim
yontemine dayanan bir kit yardimiyla spektrofotometrik olarak yapilmistr VCAM-1
ve p-selektin Gl¢limleri antijen-antikor etkilesmesi esasina dayanan ELISA Kitleri

yardimiyla spektrofotometrik olarak gerceklestirilmistir.

2.2.6. Western Blot

Svi nitrojen (-196°C) ile dondurulan ve -80°C’de saklanan dokular sivi
nitrojen ile toz edilerek icinde RIPA, fosfataz inhibitdrii (NasVOs, 200 nM) ve PiK,
(1:100) bulunan tiiplere alinmistir. Dokular ultrasonik homojenizator ile homojenize
edildikten sonra +4°C’de 2 sa c¢alkalanmistir. +4°C’de 16 000 g’de 30 dak santrifiij
edildikten sonra siipernatant ayrilmis ve sonraki analizler i¢in -80°C’de saklanmustir.
Hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda ise hiicrelerin homojenizasyon iglemi i¢in hiicreler
kiiltiir plaklarindaki kuyulardan kaziyici (cell scraper) yardimi ile kaldirilmus, pipetaj
yapilarak par¢alanmalar1 saglanmistir. Bu islemin sonrasinda +4°C’de 16 000 g’de
30 dak santrifiij edildikten sonra siipernatant ayrilmistir. Bu lizatlarin protein miktar

tayinleri kolorimetrik esasa dayanan BCA yontemi ile yapilmistir.

Ornek lizatlar1 ve denatiirasyon ¢dzeltisinin (Laemmli Sample Buffer) karisimi
jele yiiklenecek her Ornekte esit miktarda protein olacak sekilde hazirlanmistir.

Denatiirasyonun gerceklesmesi i¢in 6rnekler 37°C’de 30 dak bekletilmistir.

SDS jel elektroforezi igin, lizat ve denatiirasyon ¢ozeltisinin karigimi,
incelenecek proteinin molekiil agirligina uygun olarak %8, %10 ya da %15
konsantrasyonlarda hazirlanmig poliakrilamid jele yiiklenmistir. Elektroforezde

kullanilan jeller iki asamada hazirlanmaktadir. Orneklerin yiiklendigi yiikleme jeli
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iken orneklerin molekiil agirliklarina gore ayrildigi jel ise ayirict jeldir. Ayirict ve
yikleme jellerinin formiilasyonlar1 sirasiyla Cizelge 2.5’te ve Cizelge 2.6.’da

gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Ayirici Jel Formiilasyonu

Ayiriet jel (1,5 mm) (2 jel igin)

%8 (ml) %10 (ml) %615 (ml)
Bidistile su 10,20 8,74 4,94
Gliserol 0,56 0,56 0,56
Tris.SDS (1,5 M, pH: 8,8) 5,63 5,63 5,63
Akrilamid/bisakrilamid (%30:%0,8) 6,00 7,50 11,25
APS (%10) 0,11 0,11 0,11
TEMED 0,01 0,01 0,01

Cizelge 2.6. Yiikleme Jel Formiilasyonu

Yiikleme jeli %4-5 (1,5 mm) (2 jel igin) (ml)
Bidistile su 5,895
Tris.SDS (1,5 M, pH: 6,8) 2,34750
Akrilamid/bisakrilamid (%30:%0,8) 1,03125
APS (%10) 0,09375
TEMED 0,00938

Elektroforez ile ornekler jel iizerinde molekiil agirliklarina gore ayrilmis ve
sonrasinda antikorla muamele edilmeye elverisli PVDF ya da nitroseliiloz
membranlara  transfer edilmistir. Membranlar spesifik olmayan antikor
baglanmalarini en aza indirmek i¢in % 3-5 BSA ya da yagsiz siit tozu igeren tampon
¢ozeltide (TBS-Tween20 (TBS-T)) calkalanarak 1 sa bekletilmis (bloklama islemi)
ve sonrasinda yikanmistir. Membranlar, primer antikorla iretici firma Onerileri
dogrultusunda %5 BSA igeren TBS-T tampon ¢6zeltisinde 1/500, 1/750 ya da 1/1000

konsantrasyonda gece boyunca +4°C’de ¢alkalanmustir. Inkiibasyon ve rutin yikama
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islemleri sonrasinda membranlar bu kez primer antikora uygun sekonder antikorla 1

sa inkiibe edilmistir. Yikanan membranlar ECL reaktif karisimi 1-2 dak muamele

edilmis ve

goruntiinin

kaset icinde karanlik odada rontgen filmine basilmistir. Filmde

olusmasindan sonra filmler yikanmis (developer/fixer muamelesi),

kurutulan filmdeki goriintiiler taranarak Image J® programui yardimiyla analiz

edilmistir.

Cizelge 2.7.°de Western blot ile incelenen proteinler ve c¢alismanin

gerceklestirildigi lizatlar gosterilmistir.

Cizelge 2.7. Western Blot ile incelenen Proteinler ve Incelendikleri Dokular

Sican Hiicre
Aort Kalp HUVEC H9c2
HCN1-4 HCN1-4 HCN1-4 ANP
eNOS, p-eNOS ANP eNOS, p-eNOS
Akt, p-Akt

Western blot ¢alismalari ile;

Kalpte STZ-diyabet ve ivabradin tedavisinin HCN izoformlar1 ve ANP
protein miktar1 iizerine etkisi,

Aortta HCN izoformlarmin varliginin berlirlenmesi, STZ-diyabet ve
ivabradin tedavisinin eNOS ve Akt proteininin fosforilasyonlarma
etkisi,

HUVEC’lerde eNOS proteinin fosforilasyonu ve HCN izoformlarmnin
varligi,

H9c2 hiicrelerde ANP proteinin tayini ile ivabradinin antihipertrofik

etkisi arastirilmustir.
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2.3. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalar

Hiicreler, tiretici firmanin onerileri dogrultusunda %10 (v/v) serum, 100 U/ml
penisilin G ve 100 ug/ml streptomisin igeren ve bu hiicreler i¢in optimize edilmis
ortamda (yiiksek ya da diisiik glukozlu DMEM) ve 25 cm? yiizey alanma sahip
plastik flasklarda 37°C ve %5 CO2’lik etiivde inkiibe edilmistir. Yiizeye tutunma
ozelliginde olan hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve pasajlama islemi i¢in flasktaki kullanilmis
besiyeri dokiilmiis, hiicrelerin ylizeyden kaldirilmasi i¢in 0,4 ml tripsin eklenmis ve
bu islem iki kez gergeklestirilmistir. Daha sonra yiizeye yapisan hiicrelerin kalkmasi
icin flasklar etiivde 3-4 dak bekletilerek hiicreler flask yiizeyinden ayrilmistir. Yeni
flaska aktarilan hiicrelere taze besiyeri eklenmistir. Hiicre pasaji laminar akimli
kabinde steril olarak gergeklestirilmistir. Hiicre kiltiirii ¢alismalar1 iki ayr1 hiicre

hattinda yapilmaistir.

2.3.1. HUVEC’lerde Gerg¢eklestirilen Cahsmalar

Hiicreler 12 kuyulu kiiltiir plagina, her kuyuya esit sayida hiicre gelecek sekilde
antibiyotik icermeyen besiyeri ile ekilmis (Sekil 2.5) ve 24 sa boyunca bu
besiyerinde bekletilmistir. Bu siirenin sonunda hiicrelere ivabradin (3 uM) ve/veya
L-NAME (100 uM) (30 dak) uygulanmistir. Daha sonra hiicreler PBS ile yikanmis
ve RIPA ile parcalanmistir (lizis). BCA yontemi ile protein miktar tayinleri yapilmis

ve Ornekler Western blot protokoliine hazir hale getirilmislerdir.

HUVEC’lerde gergeklestirilen ¢aligmalar:

e HCN izoformlarinin miktar tayini

e eNOS ve p-eNOS miktar tayini
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Sekil 2.5. Laminar Akimli Kabinde Hiicrelerin Kiiltiir Plagina Bolinmesi

HUVEC’lerde olusturulan deney gruplari:

Grup 1: Kontrol grubu (K),
Grup 2: Ivabradin uygulanan grup (1)
Grup 3: L-NAME uygulanan grup (L)

Grup 4: L-NAME ve ivabradinin birlikte uygulandig1 grup (LI)

2.3.2. H9¢2 Hiicrelerde Gergeklestirilen Cahsmalar

H9c¢2 hiicreler 12 kuyulu kiiltiir plagmma her kuyuya esit sayida hiicre gelecek
sekilde antibiyotik igermeyen besiyeri ile ekilmis ve 24 sa boyunca bu besiyerinde
bekletilmistir. Noradrenalin uygulamasi (48 sa) ile hipertrofi modeli olusturulmustur.
Noradrenalin (5 uM) ile birlikte ve noradrenalinden 24 sa sonra ivabradin (5 uM)
uygulamasi yapilan farkli deney gruplar1 olusturulmustur. Bdylece ivabradin
tedavisinin hem protektif hem de antihipertrofik etkisi arastirilmistir. Deneysel

hipertrofi, ANP marker proteini ve morfolojik incelemelerle karakterize edilmistir.
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Morfolojik incelemeler noradrenalin uygulamasindan 24 ve 48 sa sonra mikroskopta
alnan goriintiilerinin Image J® programi kullanilarak analiz edilmesi ile
gerceklestirilmistir.  Hipertrofi modelinin olusmasindan sonra hiicreler PBS ile
yikanmig ve RIPA ile parcalanmistir. BCA yontemi ile protein miktar tayinleri

yapilmis ve 6rnekler Western blot protokoliine hazir hale getirilmislerdir.

HO9c2 hiicrelerde olusturulan deney gruplari:

Grup 1: Kontrol grubu (K),
Grup 2: ivabradin uygulanan grup (IVA)
Grup 3: Noradrenalin ile hipertrofi modeli olusturulan grup (NA)

Grup 4: Noradrenalin ve ivabradinin birlikte uygulandigi1 grup (PRO), protektif

etki grubu (48 sa ivabradin inkiibasyonu yapilmis)

Grup 5: Noradranelinden 24 sa sonra ivabradin uygulanan grup (AH),

antihipertrofik etki grubu (24 sa ivabradin inkiibasyonu yapilmis)

2.4. istatistiksel Analizler

Veriler ortalama + standart hata olarak belirtilmistir. Grafiklerin olusturulmasi
ve istatistiksel analizler icin GraphPad Prism5® programi kullanilmistir. Coklu
kiyaslarda tek-yonlii (One-WAY) ANOVA ve ardindan post-hoc Bonferroni analizi
yapilmigtir. Konsantrasyon-yanit egrilerinin anlamlilik diizeylerini belirlemek i¢in iki
yonli (Two-WAY) ANOVA analizi gergeklestirilmistir. Anlamlilik diizeyleri (p)
asagidaki gibi belirtilmistir:

* p<0,05 ; ** p<0,001; ***p<0,0001
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2.5. Yazim ve Grafiklerin Olusturulmasi

Bu tez c¢alismasinin Yyazimmda Microsoft Office® Word programi
kullanilmistir. Kaynaklarin diizenlenmesinde EndNote® (Siiriim 8), grafiklerin
ciziminde GraphPad Prism5® ve goriintiilerin analiz edilmesinde Image J®

programlar1 kullanilmastir.
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3. BULGULAR

3.1. Sicanlarin Genel Ozellikleri

Sicanlarin genel 6zelliklerini degerlendirmek i¢in her deney grubunun kan
sekerleri ve beden agirliklar1 diizenli araliklarla olgiilmiistiir. Sekil 3.1.°de STZ-
diyabetin ve kronik ivabradin tedavisinin siganlarin genel 6zellikleri tizerine etkisi
Olim aninda olgiilen parametreler iizerinden gosterilmektedir. Beklendigi gibi STZ-
diyabetik sicanlarin kan sekerleri kontrol grubuna kiyasla belirgin bir sekilde yiiksek
¢ikmistir ve ivabradin tedavisinin kan sekeri lizerinde etkisinin olmadigi bulunmustur
(Sekil 3.1A). Benzer sekilde 6liim aninda sicanlarin beden agirliklar1 6l¢iilmiistiir.
Diyabetik hayvanlarin beden agirliklari kontrole gore azalmis ve ivabradin tedavisi
kontrol ve diyabetik sicanlarin beden agirhigini degistirmemistir (Sekil 3.1B). Kalpte
hipertrofi gostergelerinden biri olan kalp agirligmin beden agirligma orani dl¢iilmiis,
bu oranin STZ-diyabetik si¢anlarda kontrole gore daha yiiksek oldugu ve ivabradin
tedavisinin diyabetik siganlardaki bu artis1 diizeltemedigi bulunmustur (Sekil 3.1C).
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Sekil 3.1. Sicanlarin Genel Ozellikleri

Deney gruplarinin 6lim aninda olgiilen kan sekerleri (A); beden agirliklar1 (B); kalp
agirligi/beden agirhigi oranlar1 (C). Her gruptaki ornek sayist grup adimin yaninda parantez
icinde belirtilmistir.

3.2. STZ-Diyabet ve Ivabradinin Kan Basinci ve Kalp Attm Hiz1 Uzerine EtKisi

Dort deney grubunun kan basinci ve kalp atim hizi parametreleri tedavinin 1.
ve 3. haftalarinda &lgiilmiistiir. Ivabradin tedavisi 1. haftada yalnizca diyabetik
sicanlarin kalp atim hizin1 kontrole kiyasla azaltmis, kontrol sicanlarin kalp atim
hizin1 degistirmemistir. Tedavinin 1. haftasinda sistolik, diyastolik ve ortalama arter
basinci agisindan gruplar arasinda farklilik gézlenmemistir. ilging olarak, tedavinin
3. haftasinda ivabradin tedavili diyabetik siganlarin sistolik, diyastolik ve ortalama

arter basmnci degerlerinin hem kontrol hem de diyabetik gruplara kiyasla daha diisiik
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oldugu tespit edilmistir. Ayrica ivabradin tedavili diyabetik siganlarda tedavinin 3.
haftasinda kalp atim hiz1 kontrol ve diyabetik gruba gore daha diisiiktiir. Beklendigi
gibi 1. ve 3. haftada diyabetik si¢anlarin kalp atim hizlar1 kontrole gore daha diisiik
¢ikmustir. Ivabradin tedavisi kontrol sicanlarm kalp atim hizin1 1. ya da 3. haftalarda

degistirmemistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Tedavinin 1. ve 3. Haftalarindaki Kan Basinci ve Kalp Atim Hiz1 Degerleri
(Hemodinamik Olgiimler)

Tedavinin 1. Haftas: Tedavinin 3. Haftasi

K D Kl DI K D Kl DI

Sistolik Kan | 151,90+ | 144,90+ | 155,00+ | 139,40+ | 167,40 | 167,50+ | 154,80 | 126,60+

Basinci 1,71 8,96 6,02 3,65 +1,34 4,81 +4,57 5,41* &,
n=3 n=4 n=5 n=8 n=5 n=6 n=6 #
n=10

Diyastolik 137,70+ | 113,90+ | 135,20+ | 116,00+ | 143,80 | 149,30+ | 131,50 | 112,20+3
Kan Basma | 1,82 10,59 4,67 3,76 +2.59 3,25 +3,54# | ,19* & #
n=3 n=4 n=5 n=8 n=5 n=6 n=6 n=10

Ortalama 145,00+ | 143,40+ | 145,10+ | 128,40+ 154,30 | 159,00+ | 142,70 121,80+4
Arter 0,99 6,36 5,12 4,13 +1,25 4,52 +3,58 ,50 *, & #
Basinci n=3 n=4 n=5 n=8 n=5 n=6 n=6 n=10

Kalp Atim 368,20+ | 279,00+ | 329,30+ | 264,00+ 364,90 | 328,90+ | 367,80 | 271,50+5
Hiz 25,34 16,66* 9,86 7,67*& | £6,38 11,86* +8.85# | ,97*&#
n=3 n=4 n=5 n=8 n=5 n=6 n=6 n=10

* K’ya gore anlamlilik; # D’ye gore anlamlilik; & Kl‘ya gore anlamhilik. Her grubun
ortalama degerleri ve standart hatalar1 gosterilmistir. Her gruptaki 6rnek sayisi 6l¢iim
degerlerinin altinda belirtilmistir.

3.3. STZ-Diyabet ve Ivabradinin Aort Kasilma Yamtlar1 Uzerine Etkileri

Izole organ banyosu calismalariyla tiim deney gruplarmn torasik aortasinda
kasilma fonksiyonlar1 degerlendirilmistir. Bunun i¢in damar preparatlar1 tek doz
izotonik KC1 (60 mM) (Sekil 3.2A) ile kastirilmis ve yikamadan sonra bazal gerime
inen preparatlarda kiimiilatif olarak fenilefrin (10°-10*° M) ile konsantrasyon-yanit

egrisi cikarilmistir (Sekil 3.2B). Fenilefrin kasilmalarinin konsantrasyon-yanit
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egrileri arasindaki farkliliklar da belirtilmistir (Sekil 3.2C). Kasilma yanitlar1 doku
agirhigt  basma kasilma degerleri kaydedilerek oOl¢lilmiistir. Bu  sonuglar
incelendiginde KCI kasilmalarinin gruplar arasinda benzer oldugu gozlenmistir.
Fenilefrin ile elde edilmis kasilma yanitlar1 incelendiginde ise diyabetik grupta
kontrole kiyasla kasilma yanitlarinda artma egilimi gozlenmistir. Ayrica
fenilefrininin yiiksek konsantrasyonlarinda ivabradin tedavili diyabetik damarlarda
fenilefrin kasilmalarin kontrole kiyasla daha fazla oldugu tespit edilmistir. Cizelge
3.2.’de fenilefrin kasilmasmin  maksimum etkinin  %50’sini  olusturan
konsantrasyonun negatif logaritmasi (pECso) ve maksimum etki (Emax) degerleri

tablo halinde gosterilmektedir.
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Sekil 3.2. Torasik Aortanin Kasilma Yanitlari
KCI (60 mM) (A); Fenilefrin (10°-10*° M) (B) ile elde edilen kasilma yanitlar;; . Her

gruptaki 6rnek sayist grup adinin yaninda parantez i¢inde belirtilmistir.
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Cizelge 3.2. Fenilefrin ile Elde Edilen Kasilma Yanitlarinin pECso ve Emax Degerleri

PECso Emax (g/g doku)
K 6,90+0,09 (n=12) 306,00+9,69 (n=12)
D 6,65+0,07 (n=12) 359,30+9,89 (n=12)
Kl 6,59+0,09 (n=8) 358,10+12,30 (n=8)
DI 6,85+0,07 (n=15) 399,30"+9,87 (n=15)

*K’ya gore anlamlhilik.

3.4. STZ-Diyabet ve Ivabradinin Aort Gevseme Yamtlar1 Uzerine Etkileri

Izole organ banyosu ¢alismalar1 ile tiim deney gruplarmnin torasik aortasmin
gevseme yanitlar1 degerlendirilmistir. Bunun igin damar preparatlar1 submaksimal
fenilefrin konsantrasyonuyla 6n kasilma elde edilmis, ardindan asetilkolin (10-°-104°
M) ile endotel bagimli gevseme yanitlar1 elde edilmistir (Sekil 3.3A). STZ-diyabetin
ve ivabradinin endotel bagimsiz gevseme yanitlarmi degerlendirmek igin
submaksimal fenilefrin konsantrasyonuyla o6n kasilma elde edilmis damar
preparatlarinda sirasiyla izoprenalin (10°-104°% M, Sekil 3.3B) ve SNP (101-10° M,
Sekil 3.3C) ile konsantrasyon-yanit egrileri ¢ikarilmistir. Asetilkolin, izoprenalin ve
SNP ile elde edilen gevsemelerin konsantrasyon-yanit egrileri arasindaki farkliliklar
da belirtilmistir. Gevseme yanitlar1 fenilefrin kastirilmasmndan sonra % gevseme
olarak gosterilmistir. Asetilkolinin ¢ogu konsantrasyonunda endotel bagimli gevseme
yanitlar1 diyabetik damarlarda kontrole kiyasla daha az bulunmustur. Asetilkolinin
diisiik konsantrasyonlarinda ivabradin tedavili diyabetik damarlarda gevseme
yanitlar1 kontrole kiyasla daha az olsa da, ¢ogu konsantrasyonda ivabradin tedavili
diyabetik damarlar ile kontrol grubunun gevseme yanitlarinin benzer olmasi
ivabradinin diyabetik damarlarda bozulmus olan endotel bagimli gevseme yanitlarmi
iyilestirme egilimi oldugunu gostermektedir. Diyabetik damarlarda izoprenalinin
cogu konsantrasyonunda elde edilen gevseme yanitlar1 kontrollere gore daha
diisiiktiir. Ivabradin tedavili diyabetik damarlar ile kontrol damarlarin izoprenalin
gevseme yanitlarmin benzer olmasi, ivabradinin diyabette bozulmus olan endotel

bagimsiz gevsemeleri (izoprenalin gevsemeleri) iyilestirme egilimi oldugunu
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gostermektedir. SNP ile elde edilen gevsemeler ise gruplar arasi farklilik
gostermemektedir. Cizelge 3.3.’te asetilkolin, izoprenalin ve SNP gevsemelerinin

PECso ve Emax degerleri tablo halinde gosterilmektedir.
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Sekil 3.3. Torasik Aortada Asetilkolin, Izoprenalin ve SNP ile Elde Edilen Gevseme

Yanitlar1

Asetilkolin (10°-10*° M) (A); Izoprenalin (10°-10*° M) (B); SNP (10™-10° M) ile elde
edilen gevseme yanitlari. Her gruptaki 6rnek sayisi grup adinin yaninda parantez i¢inde
belirtilmistir.
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Cizelge 3.3. Asetilkolin, Izoprenalin ve SNP ile Elde Edilen Gevseme Yanitlarinin pECso Ve
Emax Degerleri

Asetilkolin izoprenalin SNP
PECso Emax PECso Emax pECso Emax
K 7,52+0,09 89,58+2,05 | 6,04+0,09 70,79+2,51 | 9,34+0,12 97,49+2,52
(n=11) (n=11) (n=12) (n=12) (n=8) (n=8)
D 6,95+0,05° | 85,76+1,42 | 528+0,15" | 54,62+4,77° | 9,31+0,07 96,73+1,80
(n=12) (n=12) (n=10) (n=10) (n=12) (n=12)
Kl 7,36+0,06 89,14+1,56 | 6,12+0,19 51,45+3,46 | 8,78+0,09 96,77+2,56
(n=9) (n=9) (n=8) (n=8) (n=9) (n=9)
DI 7,14+0,05 88,35+1,34 | 5,80+0,10 60,15+2,61 | 8,84+0,06 98,35+1,82
(n=16) (n=16) (n=14) (n=14) (n=15) (n=15)

“K’ya gore anlamlilik.

3.5. Ivabradinin Damar Gevsetici Etkisinin Degerlendirilmesi ve

Mekanizmasinin Aydinlatilmasi

[zotonik KCI1 (60 mM) (Sekil 3.4A) ve submaksimal fenilefrin konsantrasyonu
ile 6n kasilma elde edilmis damar preparatlarinda (Sekil 3.4B) ivabradininin damar
gevsetici etkisi degerlendirilmistir. Bunun i¢in KCI ve fenilefrin ile 6n kasilma elde
edilmis damar preparatlarinda ivabradin (10°-10* M) ile kiimiilatif konsantrasyon-
yanit egrisi ¢ikarilmistir. Ivabradin ile elde edilen gevsemelerin konsantrasyon-yanit
egrileri arasindaki farkliliklar da belirtilmistir. KCI1 ile 6n kasilma elde edilmis
damarlarda ivabradin her grupta gevseme yanit1 olusturmustur. Ivabradin gevseme
yanitinin diyabetik damarlarda kontrole kiyasla daha fazla oldugu bulunmus ve
ivabradinin bazi konsantrasyonlarinda bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edilmistir. Fenilefrin ile 6n kasilma elde edilmis damarlarda da ivabradin tim
gruplarda belirgin gevseme olusturmustur. Gevseme yanitlar1 agisindan gruplar

arasinda farklilik olmadig1 gozlenmistir.
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Sekil 3.4. Torasik Aortada Ivabradin ile Elde Edilen Gevseme Yanitlar:

KCl ile 6n kasilma elde edilmis damarlarda ivabradinin (10°-10* M) gevseme yanitlar1 (A);
Fenilefrin ile 6n kasilma elde edilmis damarlarda ivabradinin (10°-10* M) gevseme yanitlart
(B). Her gruptaki 6rnek sayis1 grup adiin yaminda parantez i¢inde belirtilmistir.

Ivabradinin gevsetici etkisinin NO aracili olup olmadigmn tespit edilmesi i¢in
baz1 kontrol ve diyabetik damarlar L-NAME (10° M) ile 30 dak inkiibe edilmistir.
Bu siirenin sonunda damarlar submaksimal fenilefrin konsantrasyonu ile 6n kasilma
elde edilmis ve ivabradin (10°-10% M) ile kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrisi
olusturulmustur (Sekil 3.5A). Gevsetici etkiye B-AR’lerin katkisinin belirlenmesi
amaciyla bazi kontrol ve diyabetik damarlar PROP (10° M) ile 30 dak inkiibe
edilmistir. Fenilefrin ile 6n kasilma elde edilmis damarlarda ivabradin (10°-10* M)
ile konsantrasyon-yanit egrisi ¢ikarilmistir (Sekil 3.5B). Son olarak ivabradinin
gevsetici etkisine K* kanallarmin aracilik edip etmediginin belirlenmesi i¢in ise bazi
kontrol ve diyabetik damarlar K* kanal blokeri olan TEA (10* M) ile 30 dak inkiibe
edilmis ve fenilefrin ile 6n kasilma elde edilmis damarlarda ivabradin (10°-10* M)
ile konsantrasyon-yamit egrisi ¢ikarilmustir (Sekil 3.5C). Ivabradin ile elde edilen
gevsemelerin konsantrasyon-yanit egrileri arasindaki farkliliklar da belirtilmistir. L-
NAME inkiibasyonu yapilan kontrol ve diyabetik damarlarda ivabradinin gevsetici
etkisinin ortadan kalktig1 gozlenmistir. PROP ile inkiibe edilen kontrol ve diyabetik
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damarlarda ise ivabradin ile elde edilen gevseme yanitlarinin degismedigi tespit
edilmistir. TEA ile inkiibe edilen kontrol damarlarda ivabradinin bazi ara
konsantrasyonlarinda gevseme yanitlart TEA ile inkiibe edilmeyen damarlara kiyasla
azalmistir. TEA ile inkiibe edilen diyabetik damarlarda da ivabradin gevsemeleri
azalma egilimi gostermis ancak fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu
sonuclar ivabradinin gevsetici etkisine NO’nun, kismen de (yalnizca saglikli kontrol
damarlarda) K" kanalinin aracilik ettigini ortaya koymaktadir. B-AR’lerin ise

ivabradin gevseme yanitlarina katkis1 bulunmamaktadir.
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Sekil 3.5. Torasik Aortada Ivabradin ile Elde Edilen Gevseme Yanitlarinin Mekanizmasi
Kontrol ve diyabetik damarlarda L-NAME (A), PROP (B) ve TEA (C) inkiibasyonundan
sonra elde edilen ivabradin (10°-10* M) gevseme yamitlari. Her gruptaki drnek sayis1 grup
adinin yaninda parantez i¢inde belirtilmistir.
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3.6. Histolojik Incelemelerin Sonuclar

3.6.1. Crossman’in Uclii Boyamasi ile Elde Edilen Sonuclar

Dort deney grubuna ait aort ve sol ventrikiil dokularindan elde edilen kesitlerde
Crossman’m Ug¢li boyama yontemi uygulanarak sol ventrikiil ve aort duvar
kalinliklar1 6l¢iilmiistiir. Kontrol ve diyabetik siganlarmn aort duvar kalinliklari
arasinda farklilik bulunmamustir. Ivabradin tedavili diyabetik sicanlarin aort duvar
kalinliginin kontrol ve diyabet gruplara kiyasla daha az oldugu bulunmustur. Kontrol
sicanlarda ise ivabradin tedavisi aort duvar kalinligin1 degistirmemistir (Sekil 3.6).
Diyabetik siganlarin sol ventrikiil duvar kalmlhiginin kontrole kiyasla arttigi tespit
edilmistir. Ivabradin tedavisi diyabetik sicanlarin sol ventrikiil duvar kalmlhgin
azaltma egilimi gdstermistir. Ivabradin tedavisi kontrol siganlarm sol ventrikiil duvar

kalmhgini degistirmemistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.6. Aort Kesitlerinde Crossman’mn Uglii Boyamasi

Her gruptaki 6rnek sayisi grup adinin yaninda parantez iginde belirtilmistir (40X biiyiitme).
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Sekil 3.7. Sol Ventrikiil Kesitlerinde Crossman’n Uglii Boyamasi
Her gruptaki 6rnek sayis1 grup adinin yaminda parantez i¢inde belirtilmistir (1,25X biiyiitme).
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3.6.2. DAF-2DA Boyamasi ile Elde Edilen Sonuclar

Dort deney grubuna ait aort ve sol ventrikiil dokularindan elde edilen kesitlerde
DAF-2DA boyamasit NO yogunluklari belirlenmistir Ayni1 zamanda hiicrelerin
cekirdeklerini belirlemek i¢in de DAPI boyamasi yapilmistir. Gorlintiiler hem ayr1
ayrt hem de iki boyamanin birlestirilmis hali ile olusturulmustur. Diyabetik si¢anlarin
aortlarmda NO miktar1 kontrole gdore belirgin bir sekilde azalmustir. Ivabradin
tedavisi diyabetik sicanlarin NO miktarini artirarak kontrole yaklastirmistir. Kontrol
damarlarin ivabradin ile tedavi edilmesi kontrole kiyasla aorttaki NO miktarini
arttirsa da bu artis anlamli bulunmamistir (Sekil 3.8). Diyabetik ve kontrol siganlarin
sol ventrikiillerindeki NO miktar1 benzerdir. Ivabradin tedavili diyabetik siganlarin
sol ventrikiillerindeki NO miktarinin kontrol ve diyabete kiyasla daha yiiksek oldugu
gbzlenmistir. (Sekil 3.9).
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Sekil 3.8. Aort Kesitlerinde DAF-2DA Boyamasi
Her gruptaki 6rnek sayis1 grup adinin yaninda parantez i¢inde belirtilmistir (40X biiyiitme).

68



DAPI+DAF-2DA

150 | , = !
- T * 1
EES v
ENS
- = 5 100
=
GRS . j—_t
: >-' ;':' L v
|53 504 —— " _:"E T
s X 501 .
@ (1] y
£3 S
= .
c T 1 T 1
D 2 D 2
@ﬁ & @* &
- ® & N

Sekil 3.9. Sol Ventrikiil Kesitlerinde DAF-2DA Boyamast
Her gruptaki 6rnek sayisi grup adinin yaninda parantez iginde belirtilmistir (40X biiyiitme).
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3.6.3. DHE Boyamasi ile Elde Edilen Sonuclar

Dort deney grubuna ait aort ve sol venrikiil dokularindan elde edilen kesitlerde
DHE boyamasi ile siiper oksit radikallerinin miktar1 belirlenmistir. Diyabetik
sicanlarin aortunda siiper oksit radikallari kontrollere kiyasla belirgin bir sekilde
artmustir.  Ivabradin tedavisi diyabetik sicanlarda artnus olan siiper oksit
radikallerinin miktarin1 azalarak kontrol seviyeye indirmistir (Sekil 3.10). Benzer
sekilde diyabetik si¢anlarin sol ventrikiillerindeki siiper oksit radikal miktar1 da
kontrolden daha yiiksektir ve ivabradin tedavisi ile bu durum kontrol diizeylere kadar
azalmustir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.10. Aort Kesitlerinde DHE Boyamasi
Her gruptaki 6rnek sayis1 grup adinin yaninda parantez iginde belirtilmistir (40X biiyiitme).
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Sekil 3.11. Sol Ventrikiil Kesitlerinde DHE Boyamasi
Her gruptaki 6rnek sayis1 grup adinin yaninda parantez iginde belirtilmistir (40X biiyiitme).
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3.7. Biyokimyasal Incelemelerin Sonuclar

Sicanlarin sakrifiye edilmeleri sirasinda elde edilen plazma ve serumlarda
STZ-diyabet ve ivabradinin SOD, p-selektin ve VCAM-1 diizeylerine etkisi
degerlendirilmistir. VCAM-1 ve p-selektin plazmada, SOD ise hem serum hem de
plazmada Ol¢iilmiistiir. SOD aktivitesi gruplar arasinda benzer bulunmustur. Serum
ve plazmada o6lclilen SOD aktivitesi benzer c¢iktig1 icin sadece serumdaki SOD
aktivitesinin sonuglar1 gosterilmistir (Sekil 3.12A). p-selektin diizeyi diyabette
kontrole kiyasla artmus, ivabradin tedavisi ile kontrol diizeye inmistir (Sekil 3.12B).
Benzer sekilde diyabette VCAM-1 seviyesi kontrole kiyasla yiiksek bulunmustur.

Ivabradin tedavisi bu artis1 azaltma egilimi gostermistir (Sekil 3.12C).

B.
101 Rk *%
1507 | | | |
Rk
3- I I
== : :
§ ~ & E 100 .

E [ g -E' E L
<. ;8 N
@ St L]

v E o n

g 0 == - T
2] Ay H & M
l] T T T T u 1 T T T
2 2 A =) A P ) )
& Q// Q// & & Q\“ & \6/

2 Q & > hat < Q

C.

5004 | 1
4004
3004

2004 % v

1001 —

Plazma VCAM-1
(pg/ml)

Y
== .
- .
0 T T T T
N b N N
& & & 2
- o < >

Sekil 3.12. SOD, p-selektin ve VCAM-1 Olgiimleri
Serum SOD (A), Plazma p-selektin (B) ve VCAM-1 (C) dl¢timleri. Her gruptaki ornek sayisi
grup adinin yaninda parantez i¢inde belirtilmistir.
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3.8. Sicanlarda Gerceklestiren Western Blot Calismalarinin Sonuclar

3.8.1. Aort Dokusundaki Western Blot Calismalarinin Sonuglari

Sakrifikasyon sonrasinda -80°C’de saklanan aort dokularindan “Gere¢ ve
Yontem” bashigi altinda anlatildigi sekilde lizat hazirlanmig, BCA ol¢iim kiti
araciligiyla protein miktar1 Glgiilerek 6rnekler Western blot protokoliine hazir hale
getirilmistir. Aortta HCN izoformlarmin varhigi arastirilmig, eNOS ve Akt proteinleri
Olgilmiistir. Aym1 zamanda diyabet ve/veya kronik ivabradin tedavisinin bu
proteinler iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Yapilan 6lctimler sonucunda HCN
izoformlarmin aortta bulunduklari tespit edilmistir. Diyabetik damarlarda HCN1 ve
HCN2 izoformlarmm miktari kontrole kiyasla artmustr. HCN3 ve HCN4
izoformlarinda diyabette gozlenen artis egilimi ise istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir. Diyabette artmis olan HCN1 izoformu ivabradin tedavisi ile azalarak
kontrol seviyeye inmistir. Benzer sekilde ivabradin tedavili diyabetik damarlarin
HCN3 ve HCN4 izoformlarmmn miktar1 diyabetik damarlara kiyasla azalmistir.
Diyabette artmis olan HCNZ2 izoformu ise ivabradin tedavisi ile azalsa da bu azalma
anlamli bulunmamustir. Sekil 3.13.’te aort dokusundaki HCN izoformlarinm Western

blot sonuglar1 gosterilmektedir.
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Sekil 3.13. Aort Dokusunda HCN izoformlarinmn Miktari
Aorttaki HCN ekspresyonlar1 ve temsili Western blot goriintiileri. Veriler f Aktin proteini ile
normalize edilmistir. Her gruptaki 6rnek sayist grup adinin yaninda belirtilmistir.

Beklendigi gibi diyabetik damarlarda eNOS ve Akt proteinlerinin
fosforilasyonlar1 kontrole kiyasla belirgin olarak azalmistir. Bu veri, eNOS ve Akt
aktivitelerinin diyabette azaldigmna isaret etmektedir. Ivabradin tedavisi diyabetik

damarlarda azalmis olan eNOS fosforilasyonu artirarak kontrol grubuna
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yaklastrmistir. Ivabradin tedavisi kontrol ve diyabetik sicanlarda Akt proteinin
fosforilasyonuna etki etmemistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Aort Dokusunda eNOS ve Akt Fosforilasyonlari

Aorttaki p-eNOS ve p-Akt ekspresyonlart ve temsili Western blot goriintiileri. Veriler
sirastyla total eNOS ve Akt proteinleri ile normalize edilmistir. Her gruptaki 6rnek sayisi
grup adinin yaninda belirtilmistir.

3.8.2. Kalp Dokusundaki Western Blot Calismalarimin Sonuglari

Sakrifikasyondan sonra -80°C’de saklanan kalp dokular1 (sol ventrikiil ve
atrium) Western blot protokoliine hazir hale getirilmistir. Hazirlanan lizatlarda HCN
izoformlarmmn varhgi ve bunlarin STZ-diyabet ve/veya ivabradinden nasil
etkilendikleri arastirilmigtir. Ayrica atrium dokusunda ANP proteinin ekspresyonu

Olclilmiistiir.

Diyabetik siganlarin sol ventrikiilde dokusundaki tim HCN izoformlarmin
miktar1 kontrole kiyasla artmustir. Ivabradin tedavisi diyabetik sicanlarda artmis olan
HCN1, HCN3 ve HCN4 ekspresyonunu azaltarak kontrole yaklastirmistir. Ivabradin
tedavili diyabetik sicanlarda HCN2 izoformunun miktari azalsa da bu azalis anlamli
bulunmamistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Sol Ventrikiil Dokusunda HCN izoformlarmin Miktarlar:
Sol ventrikiildeki HCN ekspresyonlar1 ve temsili Western blot goriintiileri. Veriler f Aktin
proteini ile normalize edilmistir. Her gruptaki 6rnek sayisi grup adinin yaninda belirtilmistir.

Atrium dokusunda yapilan Western blot incelemeleri sonucunda diyabetik
sicanlarda HCN1-4 izoformlarinin ekspresyonunlar1 kontrole gore artis egilimi
gostermis, ancak HCN3 izoformundaki artig istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir. ivabradin tedavili diyabetik sicanlardla HCN2 ve HCN4
izoformlarmin azaldig1 ve kontrol degere yaklastigi tespit edilmistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. Atrium Dokusunda HCN izoformlarinin Miktarlari
Atriumdaki HCN ekspresyonlar1 ve temsili Western blot goriintiileri. Veriler f Aktin proteini
ile normalize edilmistir. Her gruptaki 6rnek sayis1 grup adinin yaninda belirtilmistir.

Atrium dokusunda ANP proteinin ekspresyonu diyabetik siganlarda kontrole
kiyasla anlamli olarak artmistir. Diyabette artmig olan ANP ekspresyonunun
ivabradin tedavisi ile azaldig: tespit edilmistir. Sekil 3.17.’de atrium dokusunda ANP

proteinin Western blot sonucu gosterilmektedir.
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Sekil 3.17. Atrium Dokusunda ANP Miktar1
Atriumdaki ANP ekspresyonu ve temsili Western blot goriintiisii. Veriler B Aktin proteini ile
normalize edilmistir. Her gruptaki 6rnek sayis1 grup adinin yaninda belirtilmistir.

3.9. HUVEC’lerde Gergeklestirilen Calismalarin Sonuclan

HUVEC’lerden hazirlanan lizatlar Western blot protokoliine hazir hale
getirildikten sonra bu hiicrelerde HCN izoformlarmnin varhg: arastirilmis ve eNOS
proteinin tayini yapilmistir. HUVEC’lerde tiim HCN izoformlarmin bulundugu tespit
edilmistir. Caligma bir asama daha ileri gotiiriilerek bu izoformlarin ivabradin ve L-
NAME uygulamasindan nasil etkilendigi degerlendirilmistir. Ivabradinin tek basma
uygulanmast HCN izoformlarmmm miktarini degistirmemistir. Tek basina L-NAME
uygulamasi yapilan hiicrelerde kontrole kiyasla HCN1 degismemis, HCN2 azalmus,
HCN3 ve HCN4 izoformlarinin miktarlar1 ise artmistir. L-NAME inkiibasyonu ile
azalan HCN2 miktar1 ve artan HCN3 miktar1 ivabradin varligindan etkilenmemistir.
Son olarak L-NAME inkiibasyonu ile artan HCN4 miktar: ivabradin uygulamasindan
sonra azalarak kontrol degere yaklagmistir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. HUVEC’lerde HCN izoformlarinin Miktarlari

HUVEC hiicrelerde HCN ekspresyonlart ve temsili Western blot gorintiileri. Veriler
GAPDH ve B Aktin proteinleri ile normalize edilmistir. Her gruptaki 6rnek sayist grup
admin yaninda belirtilmistir.

HUVEC’lerin bazal kosullardaki ve ivabradin uygulamasidan sonraki eNOS
ve p-eNOS proteinlerinin ekspresyonlari bu ¢aligma kapsaminda incelenmistir (Sekil
3.19). Aymi zamanda bu proteinlerin ekspresyonlarinin L-NAME ve ivabradin
uygulamasindan nasil etkilendigi de arastirilmigtir. Tek bagina ivabradin uygulamasi
eNOS fosforilasyonu kontrole gore degistirmezken, L-NAME uygulamasi yapilan
grupta bu proteinin fosforilasyonu kontrole gére belirgin olarak azalmistir. L-NAME

grubunda azalmis olan eNOS fosforilasyonu ivabradin tedavisi ile diizelmemistir.
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Sekil 3.19. HUVEC’lerin p-eNOS ve eNOS Protein Miktarlari

HUVEC’lerde p-eNOS, eNOS ekspresyonlar1 ve temsili Western blot goriintiileri. Veriler
total eNOS proteini ile normalize edilmistir. Her gruptaki 6rnek sayisi grup adinin yaninda
belirtilmistir.

3.10. H9¢2 Hiicrelerde Gerg¢eklestirilen Calismalarin Sonuclar:

HO9c¢2 hiicrelerde noradrenalin ile hipertrofi modeli olusturulduktan sonra
ivabradinin olas1 antihipertrofik ve/veya protektif etkileri arastirilmistir. Morfolojik
incelemeler noradrenalin inkiibasyonundan 24 ve 48 sa sonra mikroskopta
gorlintiilerinin  alinmasmin ardindan yapilmustir.  Sekil 3.20.’de noradrenalin
uygulamasindan 48 sa sonra elde edilen temsili goriintiiler (40X biiylitmeli) ve
morfolojik analizlerin sonuglar1 gosterilmistir. H9c2 hiicrelerde noradrenalin
uygulamasiyla hiicre biiylikligii kontrole kiyasla belirgin bir sekilde artmis ve
hipertrofi modelinin olusumu dogrulannustir. Ivabradinin protektif ve antihipertrofik
etkisini degerlendirmek i¢in farkli zamanlarda (swrasiyla noradrenalinle eszamanli
olarak ve noradrenalinden 24 sa sonra) ivabradin uygulamasi yapilan gruplarda hiicre
biiylikligiiniin kontrol grubu ile benzer oldugu tespit edilmistir. Yani ivabradin
noradrenalin grubunda artmis olan hiicre biiyiikliigiinii azaltmustir. Ivabradinin tek

basina uygulamasi kontrol hiicrelerin biiyilikligiinii degistirmemistir.
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Sekil 3.20. H9¢2 Hiicrelerde Hipertrofi Modelinin Olusturulmasi ve ivabradinin Etkileri
Her gruptaki 6rnek sayisi grup adinin yaninda parantez i¢inde belirtilmistir (40X biiyiitme).
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H9c2 hiicrelerden elde edilen lizatlar Western blot protokoliine hazir hale
getirildikten sonra ANP proteinin miktar tayini yapilmistir. Morfolojik incelemelerin
sonuclarma benzer sekilde ivabradinin tek basina uygulanmasi ANP miktarmi
degistirmemistir. Noradrenalin uygulamasi ANP ekspresyonunu belirgin bir sekilde
artrmustir. Ivabradinin protektif ve antihipertrofik etkilerinin degerlendirildigi
gruplarda noradrenalin grubunda artmis olan ANP miktarinin ivabradin uygulamasi

ile azaldig1 bulunmustur (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. H9c2 Hiicrelerde ANP Protein Miktar:
H9¢2 hiicrelerde ANP ekspresyonu ve temsili Western blot goriintiisii. Veriler GAPDH ile
normalize edilmistir. Her gruptaki 6rnek sayis1 grup adinin yaninda belirtilmistir.

Ozet olarak; bu tez calismasi kapsaminda yapilan hayvan ve hiicre kiiltiirii

calismalarinin sonuclar1 Sekil 3.22.’de sematize edilmistir.
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Sekil 3.22. Hayvan ve Hiicre Kiiltiirii Calismalarimin Sonuglarinin Sematik Gosterimi
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4. TARTISMA

Bu tez calismasinda ivabradinin saglikli ve diyabetik damarlardaki dogrudan
etkisi degerlendirildikten sonra damar tonusunun diizenlenmesine aracilik eden
yolaklardaki etkisi arastirilmistir. Endotel hasari olusturulmus diyabetik modelde
kronik ivabradin tedavisinin endotel hasarmi Onleyici ya da tedavi edici etkinligi
degerlendirilmistir. STZ-diyabet ve ivabradinin oksidatif stres, NO ve endotel hasar
iizerine etkileri histolojik ve biyokimyasal incelemelerle arastirilmistir. Ayni
zamanda ivabradinin olas1 antihipertrofik etkisi hem diyabetik si¢an kalbinde hem de
hipertrofi modeli olusturulmus H9¢2 hiicrelerde incelenmistir. HCN izoformlarinin
lokalizasyon ve ekspresyonlarmin  STZ-diyabetten ve ivabradinden nasil
etkilendikleri sican aortasmmda ve kalbinde arastirilmistir. Benzer sekilde
HUVEC’lerde de bu izoformlarin varligi, ivabradin ve/veya L-NAME uygulamasinin

bu izoformlar {izerine etkisi degerlendirilmistir.

STZ-diyabet ve kronik ivabradin tedavisinin hemodinamik parametreler
iizerindeki etkileri incelendiginde STZ-diyabetik siganlarm kalp atim hizi ve kan
basincin1 degerlerinin tedavinin 1. haftasinda degismedigi, diyabetik si¢anlarda
yalnizca kalp atim hizinin tedavinin 3. haftasinda azaldig1 tespit edilmistir. Tedavinin
1. ve 3. haftalarinda kontrol sicanlarin kalp atim hizi ve kan basinci ivabradin
tedavisi ile degistirmemistir. Ivabradin diyabetik sicanlarin kalp atim hizini ise
tedavinin 1.ve 3. haftalarinda azaltmistir. Ivabradinin kalp atim hizin1 azaltici
etkisinin yalnizca diyabetik siganlarda gézlenmesi, bu durumun HCN izoformlarinin
ekspresyonunun  diyabetik  siganlarda artmasi ile iligkili  olabilecegini

diistindiirmiistiir.

Ivabradin kalbin kontraktilitesini etkilemeksizin kalp atim hizin1 azaltan bir
ilagtrr. Ilging sekilde tedavinin 3. haftasinda ivabradin tedavili diyabetik siganlarin
kan basmci degerleri hem kontrol hem de diyabetik gruplara kiyasla daha diisiik
bulunmustur. Histolojik inceleme sonuglarina bakildiginda da ivabradin tedavisi

diyabetik sicanlarin aort duvar kalinligi hem kontrol hem de diyabetik gruplara

85



kiyasla belirgin bir sekilde azaltmistir. Arthur-Ataam ve ark. (2019) tarafindan
hipertansif siganlarda aort duvar kalmliginin daha fazla oldugu gosterilmistir
(Arthur-Ataam ve ark., 2019). Ivabradin tedavisi ile diyabetik sicanlarn kan
basincinin azalmasi ivabradinin kardiyovaskiiler pleiotropik etkileri (aort duvar

kalinligin1 azaltic1 etki) nedeniyle ger¢eklesmis olabilecegini diistindiirmiistiir.

Bu tez calismasinda ivabradinin kan basincini diisiiriicii etkisine benzer sekilde
Simko ve ark. (2018), L-NAME ile olusturulmus hipertansif Wistar erkek siganlarda
dort haftalik kronik ivabradin tedavisinin ortalama sistolik kan basincini
diiglirdiiglinii ve kontrol siganlarda ise degistirmedigini bulmusglardir. Ayrica

ivabradinin kontrol ve hipertansif si¢anlarda kalp atim hizin1 azalttig1 gosterilmistir
(Simko ve ark., 2018).

Bu tez calismasinda KCI kasilmasinin gruplar arasinda benzer oldugu
bulunmustur. Diyabetik si¢anlarda fenilefrin kasilmalar1 kontrole kiyasla artma
egilimi gostermistir. STZ-diyabetik sicanlarda damar fonksiyonlarindaki bozulmaya
bagl olarak fenilefrin kasilmalarinin artmasi beklenmektedir. Diyabetik sicanlarda
fenilefrin kasilmasmin kontrol grubu ile benzer bulunmasi diyabetik grupta damar
fonksiyonlarmin bozulmadigimi sdylemek i¢in tek basina yeterli degildir. Bu tez
calismasinda STZ-diyabetik siganlarin damar fonksiyonlar1 degerlendirmek i¢in ¢ok
sayida deneysel c¢alisma gergeklestirilmis ve bu c¢alismalarda endotel
disfonksiyonunun gelisimi dogrulanmistir. Bu ¢alismada ivabradin tedavili diyabetik
damarlarda fenilefrinin yiiksek konsantrasyonlarinda fenilefrin kasilmalarinin
kontrole gore daha fazla oldugu bulunmustur. Bu sonug diyabetik sican aortasinda
artmis olan HCN2 izoformunun ivabradin tedavisi ile azalmamasina bagh olarak

HCN2 izoformunun kasilma yanitlarina aracilik edebilecegini diistindiirmiistiir.

[zole organ banyosu calismalarinda diyabetik damarlarda endotel bagimli
(asetilkolin) ve endotel bagimsiz (izoprenalin) gevseme yanitlarmin kontrole kiyasla
azaldig1 gézlenmistir. Azalan bu gevseme yanitlarmimn ivabradin tedavisi ile diizelme
egiliminde oldugu bulunmustur. Diiz kas aracili (SNP) gevsemelerin ise tiim deney

gruplarinda benzer oldugu goézlenmistir. Bu sonuglar, STZ-diyabetik sicanlarda
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diyabetik vaskiiler disfonksiyon gelistigini gostermektedir. Yapilan ¢ok sayida
calisgmada bu tez caligmasinin bulgularini destekleyen nitelikte STZ-diyabetik
hayvanlarda endotel disfonksiyonun gelistigi gézlenmistir. Giris bolimiindeki “1.4.1.
Diyabet ve Vaskiiler Fonksiyon Bozuklugu Arasindaki iliski” bashgi altinda da
detaylandirildig: gibi diyabet ve vaskiiler fonksiyon bozuklugu gelisimi arasinda siki
bir iliski bulunmaktadir. Diyabette, hem koroner hem de periferik arterlerde endotel
disfonksiyonunun bir gdstergesi olarak vazodilatér yanitlarin azaldigi bilinmektedir
(Johnstone ve ark., 1993; McVeigh ve ark., 1992; Nicolls ve ark., 2007; Steinberg ve
ark., 1996 ve Williams ve ark., 1996).

Tez ¢aligmasinda STZ-diyabetik endotel disfonksiyonu gelisimini destekler
sekilde diyabetik siganlarda kontrole kiyasla eNOS ve Akt proteinlerinin
fosforilasyonlarinin belirgin olarak azaldig1 gozlenmistir Diyabetik siganlarda kronik
ivabradin tedavisi Akt fosforilasyonunu degistirmezken, eNOS fosforilasyonunu
artirarak  kontrol degere yaklastrmistir. Histolojik incelemelerde diyabetik
damarlarimn NO miktarinin azaldig1 ve ivabradin tedavisi ile NO miktarinin kontrol
degere yaklastig1 gosterilmistir. Bu bulgular, ivabradinin STZ-diyabetik si¢anlarda
endotel disfonksiyonu eNOS yolagi iizerinden diizeltebildigini diistindiirmiistiir.
Diyabetik ve kontrol si¢anlarin sol ventrikiillerindeki NO miktar1 benzerdir.
Ivabradin tedavili diyabetik sicanlarin sol ventrikiillerindeki NO miktarmin kontrol
ve diyabete kiyasla daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Ivabradin tedavisi kalpte NO
olusumunu artrrarak diyabete bagli gelisen kardiyovaskiiler komplikasyonlari

tyilestirmektedir.

Custodis ve ark. (2008) tarafindan ApoE™" farelerin aort preparatlarinda endotel
bagimli (karbakol), endotel bagimsiz (gliseroltrinitrat) gevseme ve kasilma yanitlari
izole organ banyosu calismalari ile degerlendirmistir. Ivabradinin ApoE” farelerde
bozulmus olan endotel bagimli gevseme yanitlarmi iyilestirdigi ancak endotel
bagimsiz gevseme yanitlarini degistirmedigi bulunmustur. Yine bu caligmada
fenilefrin ve KCl kasilma yanitlarinin gruplar arasinda benzer oldugu gdsterilmistir.
Ozetle, bu calismada ivabradinin ApoE7/ farelerde kalp atim hizinin azaltmasma

bagl olarak endotel disfonksiyonunu iyilestirdigi bulunmustur (Custodis ve ark.,
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2008). Benzer sekilde anjiyotensin II ile olusturulmus hipertansif Wistar siganlarda
ve ApoE” farelerde kronik ivabradin (10 mg/kg/giin) tedavisi ile bu modellerde
bozulmus olan asetilkolin ve nitrogliserin gevsemelerinin diizeldigi gosterilmistir
(Kroller-Schon ve ark., 2011). Baska bir deneysel ¢alismada ise ivabradinin ApoE™
farelerde aterosklerotik lezyon olusumu ve erektil disfonksiyon fizerine etkisi
arastirilmistir. Ivabradin tedavisi ile ApoE”" farelerde aortik aterosklerotik lezyon
biiytikliigliniin azaldig1 bulunmustur. Korpus kavernozum dokusunda endotel bagimli
gevseme (karbakol gevsemeleri) yanitlar1 ApoE” farelerde azalmis, ivabradin
tedavisi bunu 6nlemis ya da geri ¢evirmistir. Ayni zamanda penis dokusunda DHE
boyamasi ile ivabradinin siiperoksit iiretimini azalttig1 bulunmustur. Son olarak,
ivabradin tedavili hayvanlarin penis dokusunda eNOS miktarmnin arttigi, kollajen
iceriginin ise azaldig1 tespit edilmistir. Arastirmacilar tarafindan ivabradinin oksidatif
stresi azaltarak penis endotel fonksiyonlar1 diizelttigi ifade edilmistir (Baumhakel ve
ark., 2010). Yukarida 6zetlenen galismalarin sonuglar1 bu tez ¢alismasmin bulgulari
ile paralellik gostermektedir. STZ-diyabetik siganlarda bozulmus olan gevseme

yanitlarinin ivabradin tedavisi ile iyilesme gdsterdigi ortaya konmustur.

Yirmibir koroner arter hastasinda intrakoroner Doppler ile akis 6lgiilmiis ve
ivabradin (giinde 2 kez 5 mg) tedavisi ile koroner akis hizi ve rezervininin tedavi
oncesine kiyasla diizeldigi bildirilmistir. Buna goére, ivabradinin koroner damarlarda
endotel fonksiyonu iyilestirici etkisi olabilecegi yorumu yapilmis, ancak bunun

mekanizmasi incelenmemistir (Skalidis ve ark., 2011).

RIVENDEL (Heart Rate Reduction by Ivabradine for Improvement of
Endothelial Function in Patients with Coronary Artery Disease) ¢alismasinda stabil
koroner arter hastalarinda ivabradin tedavisinin FMD ve NMD parametrelerini

diizelttigi tespit edilmistir (Mangiacapra ve ark., 2017).

Gegtigimiz yil yapilan bir ¢alismada kronik stabil anjina (siniis ritminde ve
dinlenme sirasindaki kalp atim hiz1>70 bpm) hastalarinda ivabradin (giinde 2 kez 7,5

mg) tedavisinin etkileri aragtirilmistir. {lk 6. ve 12. aylarm sonunda brakiyal arterde
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FMD o6lglilmiistiir. Tedavinin sonunda ivabradinin plasebo grubuna kiyasla FMD

degerini artirdig1 gézlenmistir (Hohneck ve ark., 2019).

Farkli deneysel hayvan modellerinde ve klinik ¢alismalarda ivabradinin endotel
disfonksiyonu gelisimini 6nledigi ya da ortadan kaldirdigi gosterilmistir. Bu tez
caligmasinda da ilk kez kronik ivabradin tedavisinin diyabetik endotel

disfonksiyonunu diizelttigi bulunmustur.

2006 yilinda yayinlanan bir derlemede ivabradinin kalp atim hizini azaltirken
miyokardiyal kontraktiliteyi korudugu, diyastolik dolumu artirdigi ve egzersiz
sirasinda kiiciik ve biiylik koroner arterlerde vazodilatasyon sagladigi belirtilmistir
(Cargnoni ve ark., 2006). Fakat arastirmacilar ivabradinin dogrudan vazodilatasyon
yapip yapmadigmi belirlemek i¢in herhangi bir ¢alisma yapmamislardir. Bu tez
calismasinda ise ilk kez ivabradinin dogrudan aort gevsetici etkisinin olup olmadigi

incelenmis ve bu etkisinin mekanizmasi aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

Bu tez calismasinda ivabradinin dogrudan gevsetici etkisinin olup olmadig1 ve
bu etkisinin mekanizmasi arastirilmistir. KCI ve fenilefrin ile 6n kasilma elde edilmis
damarlarda ivabradinin dogrudan gevsetici etkisinin oldugu tespit edilmistir. Yapilan
bu tez ¢alismasinda ilk kez artan konsantrasyonlarda akut ivabradin uygulamasimnin
farkli ajanlarla 6n kasilma elde edilmis saglikli kontrol ve STZ-diyabetik damarlarda
dogrudan gevsetici etkili oldugu gosterilmistir. KCI ile 6n kasilma elde edilmis
diyabetik damarlarda ivabradinin gevsetici etkisi kontrole goére daha fazla
bulunmustur. HCN kanali Na* ve K* kanallarmin karigmmdir. Bu kanal fizyolojik
kosullarda Na"’nm hiicre igine, K”’nin ise hiicre disina gegisini saglamaktadir
(DiFrancesco, 1981). Diyabetik siganlarda artmis olan HCN ekspresyonlar1 -KClI
uygulamasi ile aktivasyonun azalmasma bagli olarak- KCI ile 6n kasilma elde
edilmis diyabetik damarlarda ivabradinin daha fazla gevsetici etki olusturmasina
sebep olmus olabilir. Fenilefrin ile 6n kasilma elde edilmis damarlarda, ivabradinin
gevsetici etkisi tiim gruplarda benzer bulunmustur. Bu sonuglar, ivabradinin gevsetici

etkisine farkli yolaklarin aracilik etmesi ile a¢iklanabilir.
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Ivabradinin gevsetici etkisinin mekanizmasimi aydinlatmak amaciyla kontrol ve
diyabetik damarlar ¢esitli ajanlarla (L-NAME, TEA ve PROP) inkiibe edilerek
ivabradinin gevsetici etkisi degerlendirilmistir. L-NAME ile inkiibe edilmis kontrol
ve diyabetik damarlarda ivabradinin gevsetici etkisinin ortadan kalktigi, PROP ile
inkiibe edilen damarlarda ise ivabradin gevseme yanitlarmin degismedigi tespit
edilmistir. TEA ile inkiibe edilen kontrol damarlarda ivabradin gevsemelerinin bazi
konsantrasyonlarda kontrole kiyasla daha az oldugu bulunmustur. TEA ile inkiibe
edilen diyabetik damarlarda da ivabradin gevsemeleri azalma egilimi gostermis
ancak fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Sonug¢ olarak, ivabradininin
kontrol ve diyabetik damarlarda gevsetici etkisine NO’nun aracilik ettigi
sOylenebilir. Bu calisma ile ivabradinin gevsetici etkisinin kontrol ve diyabetik
damarlarda farkli mekanizmalarla olabilecegi, kontrol damarlarda K" kanalmin
aracilik ettigi gosterilmistir. Ayrica kontrol ve diyabetik damarlarda ivabradinin
gevsetici etkisinde B-AR’lerin ise katkisinin olmadigi gosterilmistir. Yine bu tez
caligmasinda ilk kez ivabradinin dogrudan gevsetici etkisinin mekanizmasi ortaya

cikarilmustir.

Crossman’m {i¢lii boyamasi ile kontrol ve diyabetik si¢anlarin aort duvar
kalnliklar1 arasinda fark bulunmazken, sol ventrikiil duvar kalinligi diyabetik
sicanlarda kontrole kiyasla belirgin sekilde artmistir. Bu sonug¢ diyabetik sican
atriumunda ANP ekspresyonun artmasi, kalp agirhiginin beden agirligma oranmin
diyabetik sicanlarda daha yiiksek ¢ikmasi ile paralellik gostermektedir. Baska bir
ifadeyle STZ-diyabetik siganlarda hipertrofi gelistigi birden fazla parametre
iizerinden dogrulanmustir. Ivabradin tedavisi kontrol siganlarin aort ve sol ventrikiil
duvar kalinhigini degistirmemistir. Ivabradin tedavili diyabetik siganlarm aort duvar
kalmliginin kontrol ve diyabetik gruplara kiyasla belirgin olarak az oldugu
bulunmustur. Bu durum ivabradin tedavili diyabetik si¢anlarda kalp atim hizinin
azalmas: ile agiklanabilir. Ivabradin tedavisi diyabetik sicanlarin sol ventrikiil duvar
kalinligin1 azaltma egilimi gostermistir. STZ-diyabetik si¢anlarda hipertrofi
gelisiminin tespit edilmesi ve ivabradinin olasi antihipertrofik etkisinin gosterilmesi
icin atriumda ANP ekspresyonu Western blot ¢alismasi ile Sl¢iilmiistiir. Diyabette

artmig olan ANP ekspresyonun kronik ivabradin tedavisi ile azalmig olmasi
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ivabradinin STZ-diyabetik si¢anlarda antihipertrofik etkisinin olabilecegini ortaya
koymaktadir. Deneysel hipertrofi modeli olusturulmus H9c2 hiicrelerde de
ivabradinin antihipertrofik ve protektif etkili oldugu ortaya konmustur.

STZ-diyabetik sicanlarm aort duvar kalnhigmin kontrol grubu ile benzer
olmasi1 dikkat c¢ekmektedir. Asagida bu konuda yapilan calismalardan bazilari
Ozetlenmistir. Bu ¢alismalarda bir grup arastirmaci STZ-diyabetik siganlarda aort
duvar kalinliginin azaldigini, baska bir grup arastirmaci ise artigini bulmustur. Sonug
olarak, STZ-diyabette aort duvar kalinligmin ne yonde degistigi ile ilgili bir fikir

birliginin olmadig1 gézlenmistir.

Deneysel bir ¢alismada erkek Sprague Dawley STZ-diyabetik si¢anlarda aort
duvar kalinhiginin kontrole gore azaldigi bulunmustur (Fiordaliso ve ark., 2006).
Benzer sekilde baska bir ¢alismada da erkek Sprague Dawley STZ-diyabetik
sicanlarda aort duvar kalinliginin kontrole gore anlamli bir sekilde azaldig:
gosterilmistir (Kinoshita ve ark., 2006). 2016 yilinda yapilan bir ¢alismada ise Wistar
erkek STZ-diyabetik siganlarin histolojik incelemelerinde aort duvar kalnligmnin
kontrole gore arttigr tespit edilmis ve bu durum ateroskleroz gelisimi ile
iliskilendirilmistir (Kesavan ve ark., 2016). Jing ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir
calismada da erkek Sprague Dawley STZ-diyabetik siganlarda aort duvari
hematoksilen eozin ile boyanmis ve aort duvar kalinhigmnin kontrole gore arttigi

gosterilmistir (Jing ve ark., 2010).

Bu tez ¢alismasi ile plazma ve serum Orneklerinde SOD aktivitesi dl¢tilmiistiir.
Hem serum hem de plazmada olgiilen SOD enzim aktivitesi acisindan gruplar
arasinda farklilik bulunmamistir. Incelemelerin hem serum hem de plazma
orneklerinde yapilmasi nedeniyle n sayist yetersiz kalmistir. Tez c¢alismasinda
diyabet ve/veya ivabradinin oksidatif stres {lizerine etkisini baska deneysel yontemler
(histolojik incelemeler) incelendigi i¢in farkli bir 6l¢lim kiti ile SOD aktivitesi
yeniden incelenmemistir. Histolojik incelemelerle (DHE boyamasi) diyabetik
siganlarin aort ve sol ventrikiil kesitlerinde siiper oksit radikal miktarinin kontrole

kiyasla daha fazla oldugu ve ivabradin tedavisi ile siiper oksit radikal miktarinin
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kontrol degere indigi bulunmustur. Bu sonug, ivabradin tedavisi ile STZ-diyabetik

sicanlarda ortaya ¢ikan oksidatif stresin ortadan kalktigini gostermektedir.

ApOE™ farelerde alt1 haftalik ivabradin (10 mg/kg/giin) tedavisinin monosit
kemotaktik protein-1 mRNA seviyesini azaltarak oksidatif stresi ortadan kaldirdigi
bulunmustur. Ayrica yine bu ¢alismada ivabradin tedavisi ile aort duvarinda vaskiiler
NAPDH oksidaz aktivitesinin, sliperoksit iiretiminin ve lipid peroksidasyonunun
azaldig1 gosterilmistir (Custodis ve ark., 2008). Hiperkolesterolemik tavsanlarda
artmig olan oksidatif stresin ivabradin tedavisi ile azaldig1 gosterilmistir (Koniari ve
ark., 2016). Baska bir deneysel ¢alismada da siganlarda doksurobusin ile indiikklenmis
kardiyoktoksisitede ivabradin tedavisinin (10 mg/kg) kalpteki SOD ve katalaz
aktivitelerini artirdigi, glutatyon peroksidaz aktivitesi ve malondialdehit seviyesini
azalttig1 gosterilmistir (Colak ve ark., 2012). Ozetle; ivabradinin farkli deneysel

modellerde oksidatif stresi azaltic1 etkisinin oldugu gosterilmistir.

Gergeklestirilen Western blot incelemeleri ile aort ve kalp dokusunda HCN
izoformlarinin  varhi@i ve ekspresyonunun STZ-diyabet ve/veya ivabradin
tedavisinden nasil etkilendigi arastirilmistir. Diyabetik damarlarda HCN1 ve HCN2
izoformlarinin miktar1 kontrole kiyasla artmistir. HCN3 ve HCN4 izoformlarinda
diyabette gozlenen artis egilimi ise istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
Diyabette artmis olan HCNI1 izoformu ivabradin tedavisi ile azalarak kontrol
seviyeye inmistir. Benzer sekilde ivabradin tedavili diyabetik damarlarin HCN3 ve
HCN4 izoformlarinin miktar1 diyabetik damarlara kiyasla azalmistir. Diyabette
artmis olan HCN2 izoformu ise ivabradin tedavisi ile degismemistir. Kalp dokusunda
(sol ventrikiil ve atrium) ise; HCN izoformlarinin kontrole kiyasla diyabette arttigi
gosterilmistir. Yalnizca atriumda HCN3 miktaridaki artis anlamli bulunmamustir.
Diyabetik siganlarin sol ventrikiil dokusunda artmis olan HCN1, HCN3 ve HCN4
ekspresyonlarinin ivabradin tedavisi ile azaldigi gozlenmistir. Yine benzer sekilde
HCN2 izoformunun ivabradin tedavisi ile degismedigi bulunmustur. Atriumda ise;
diyabette artmis olan HCN2 ve HCN4 izoformlarmin ivabradin tedavisi ile azaldig1
tespit edilmistir.
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Insan koroner arter endotelinde HCN2 ve 4 izoformlarmm varligi ve bunlarmn

akim geriliminden etkilendikleri gosterilmistir (Kefaloyianni ve Coetzee, 2011).

Girig bolimiinde “HCN Kanallarmin Ekspresyonun Degistigi Durumlar”
bashiginda detaylandirildig1 gibi yapilan arastirmalarda patolojik durumlarda HCN
izoformlarinin ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Bu tez ¢alismasinda da ilk kez
STZ-diyabetik sicanlarin damar ve kalp dokularinda bu izoformlarin diyabet ve/veya

ivabradinden nasil etkilendikleri tespit edilmistir.

Bu c¢alisma kapsaminda HCN izoformlarinm HUVEC’lerde varligi tespit
edilmistir. Ivabradinin tek basma uygulanmasi HCN izoformlarinm miktarmi
degistirmemistir. Tek basma L-NAME uygulamas: yapilan hiicrelerde kontrole
kiyasla HCN1 degismemis, HCN2 azalmig, HCN3 ve HCN4 izoformlarinin miktar1
ise artmustir. L-NAME inkiibasyonu ile azalan HCN2 miktar1 ve artan HCN3 miktar1
ivabradin varligindan etkilenmemistir. Son olarak L-NAME inkiibasyonu ile artan
HCN4 ivabradin uygulamasi ile azalarak kontrol degere yaklagmistir. Bu ¢alismada
L-NAME inkiibasyonu sonucu HCN3 ve HCN4 miktarinin artmasi ivabradinin
endotel bagimli gevsemelerine bu izoformlarinin katkisinin daha fazla olabilecegini

diistindliirmiistiir.

HUVEC’lere tek basmma ivabradin uygulanmasi eNOS fosforilasyonunu
degistirmezken, L-NAME uygulamasi ile eNOS fosforilasyonunun kontrole kiyasla
azaldig1 tespit edilmistir. L-NAME grubunda azalan bu fosforilasyon ivabradin
uygulamasi ile diizelmemistir. Akut ivabradin uygulamasinin azalmig olan eNOS
fosforilasyonunu artiramamis olmasi inkiibasyon siiresinin yetersiz olabilecegini
diistindiirmistiir. Clinkii kronik ivabradin tedavisi ile diyabette azalmis olan eNOS
forsforilasyonunu belirgin bir sekilde artmistir. HUVEC’lerde L-NAME ile azalmis
olan eNOS aktivasyonun ivabradin inkiibasyonu ile degismemesi, diyabetik
sicanlarda ise ivabradin tedavisinin eNOS aktivasyonunu artirmasma bagli olarak

ivabradinin sistemik etki gosterdigini gostermektedir.
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2012 yilinda dislipidemik si¢anlardan elde edilen endotel hiicre kiiltiirlerinde
16 sa ivabradin (0,2-200 uM ) inkiibasyonun eNOS ya da onun aktif formu olan p-
eNOS miktarmi degistirmedigi bulunmustur. Benzer sekilde, yine aynt modelde
(wild type ile karsilastirmali olarak dislipidemik ApoE™ fareler) uygulanan ivabradin
tedavisinin ApoE” farelerde bozulmus olan aortik endotelyal gevsemeleri diizelttigi,
bu etkinin kalp atim sayisini azaltan bir diger ajan olan metoprololle ger¢ceklesmedigi
gosterilmistir. Tlging olarak, femoral arter ligasyonunu izleyen alt1 haftalik ivabradin
tedavisi transjenik farelerde pro-arteriojenik etki gostererek kollateral perflizyonun
diizelmesine neden olmus, bu etki eszamanli olarak L-NAME uygulanmasiyla
ortadan kalkmistir. Yine transjenik grupta ivabradin tedavisinin hem eNOS hem de
p-eNOS ekspresyonunu artirdigi gozlenmistir. Bu c¢alismada ivabradinin in vitro
dogrudan etkileri yalnizca HUVEC’lerde incelenmistir. HUVEC’lerde akut ivabradin
uygulamasinin eNOS ekspresyonu ya da aktivasyonunu degistirmedigi bildirilmistir

(Schirmer ve ark., 2012).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi, ivabradinin pleiotropik kardiyovaskiiler etkilerini ve bu
etkilerinin molekiiler mekanizmasimi ortaya koymak amaciyla tasarlanmistir. Bu
calisma kapsaminda ivabradinin endotel hasar olusumunun gozlendigi diyabet
modelinde, endotel hasarmi1 tedavi edici ve/veya engelleyici etkilerinin
degerlendirilmesi, ivabradinin olasi antihipertrofik ve antioksidatif etkilerinin
incelenmesi, HCN ekspresyonlarmin ivabradin tedavisinden ve diyabetten nasil

etkilendiginin arastirilmasi1 hedeflenmistir.

Bu hedefe yonelik olarak ivabradinin saglikli ve diyabetik damarlarda
dogrudan etkisi tespit edilmis ve bu etkisinin mekanizmasi aydnlatilmistir. Endotel
hasar1 olusturulmus diyabetik modelde kronik ivabradin tedavisinin endotel hasarini
onleyici tedavi edici etkinligi oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda ivabradinin olas1
antihipertrofik etkisi hem diyabetik sican kalbinde hem de hipertrofi modeli
olusturulmus H9c2 hiicre hattinda ortaya konmustur. Ayrica sicanlarda histolojik
incelemelerle aort ve kalp kesitlerindeki duvar kalinhigi, NO ve oksidatif stres
parametreleri  incelenmistir. = HCN  izoformlarinin  lokalizasyonlar1  ve
ekspresyonlarinin STZ-diyabetten ve ivabradin tedavisinden nasil etkilendikleri

belirlenmistir. HUVEC’lerde de bu izoformlarin varligi tespit edilmistir.

STZ-diyabet modelinde  kronik  metoprolol  tedavisinin  diyabetik
kardiyomiyopatide diizelme sagladigi gosterilmistir (Sharma ve ark., 2008). Literatiir
verilerine gore bu tez ¢aliymasinda kullanilan STZ ile indiiklenmis deneysel Tip I
diyabet modelinde kalp atim azalmaktadir (Hicks ve ark., 1998). Bu da, kalp atim
hizint azaltic1 etkisiyle biliniyor oldugu halde ivabradinden de STZ-diyabet

modelinde kardiyovaskiiler yararl etkiler beklememizin nedenlerinden biridir.

izole organ banyosu, Western blot, biyokimyasal ve histolojik incelemelerle
STZ-diyabetik siganlarda vaskiiler fonksiyonlarin bozuldugu ve kronik ivabradin

tedavisi ile STZ-diyabetik siganlarda endotel fonksiyonlarm diizeldigi ortaya
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konmustur. Tk kez bu ¢alisma kapsaminda STZ-diyabet modelinde gelisen endotel
disfonksiyonun kronik ivabradin tedavisi ile diizeldigi tespit edilmistir. Bu veriler tez
calismamizin en 6nemli sonuglarindan biridir. Bu ¢aligma kapsaminda ivabradinin
sadece endotel disfonksiyonu gelismis olan deneysel modelde bunu diizeltici etkisi
degerlendirilmistir. Bundan sonra yapilacak olan ¢aligmalarla ivabradinin endotel
disfonksiyonu gelismini Onleyici etkisinin olup olmadigmin da arastiriimasi

planlanmaktadir.

Bu tez ¢alismasmda ilk kez saghkli ve STZ-diyabetik si¢anlarda ivabradinin
dogrudan damar gevsetici etkisi olup olmadigi ve bu etkisine aracilik eden
mekanizmalar arastirilmigtir. Farkli ajanlarla 6n kasilma elde edilmis damar
preparatlarinda hem kontrol hem de diyabetik damarlarda ivabradinin gevsetici etkisi
oldugu tespit edilmistir. Calisma bir adim ileri gotiiriilerek ivabradinin gevsetici
etkisinin mekanizmasi arastirilmistir. Farkli inhibitorlerle 6n inkiibasyon yapilan
saglikl ve diyabetik damarlarda ivabradinin gevsetici etkisinin oldugu bulunmustur.
Sonug olarak ivabradin gevsetici etkisine NO’un ve kismen K* kanalinin aracilik

ettigi ve B reseptorlerinin ise katkisinin olmadigi gosterilmistir.

Ivabradinin gevsetici etkisinin ve pleiotropik etkilerinin mekanizmasini
aydinlatmak amaciyla eNOS ve Akt proteinlerinin fosforilasyonu aort dokusunda
incelenmis ve diyabetik sicanlarda bu proteinlerin fosforilasyonunun azaldigi
bulunmustur. Ivabradin tedavisi ile eNOS fosforilasyonunun artirdign tespit
edilmistir. Bu sonuglar ivabradininin gevsetici ve kardiyovaskiiler pleiotropik

etkilerine bu yolagin aracilik ettigini gdstermektedir.

Histolojik incelemeler ve Western blot c¢aligmalarmin sonucunda STZ-
diyabetik siganlarda hipertrofi gelisimi dogrulanmistir. Kronik ivabradin tedavisinin
diyabetik sicanlarin atrium dokusunda hipertrofi belirtecini belirgin bir sekilde
azaltmas antihipertrofik etkisinin oldugunu gostermektedir. Ayni1 zamanda ivabradin
tedavisi ile diyabetik aort kalinhiginm belirgin bir sekilde azalmasi ivabradinin
antiaterosklerotik etkili olabilecegini diisiindiirmiis ve bu kapsamda daha ayrmntili

incelemeler yapilmasi gerektigini gostermistir.
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Yapilacak olan kapsamli ¢aligsmalarla deneysel hipertrofik hayvan modelinde
kronik ivabradin tedavisinin hem antihipertrofik hem de protektif etkisinin

mekanizmasi baska belirtegler lizerinden de arastirilabilir.

Diyabetik sicanlarmn aort ve kalp kesitlerinde siiper oksit radikal miktar1
kontrole kiyasla belirgin bir sekilde artarken ivabradin tedavisi ile bu durum
diizelmistir. Boylece ivabradinin STZ-diyabetik si¢anlarda oksidatif stresi ortadan
kaldirdigi sonucuna varilmistir. Daha sonrasinda yapilmasi planlanan ¢aligmalarda

ivabradinin bu etkisinin molekiiler mekanizmasi aydinlatilmaya ¢alisilacaktir.

HCN izoformlarinin ekspresyonunun ve lokalizasyonun ivabradinden ve STZ-
diyabetten nasil etkilendikleri arastirilmistir. Ayni1 zamanda ilk kez HUVEC lerde
HCN izoformlarmin varlig1 bu ¢alisma kapsaminda ortaya konmustur. Aort ve kalp
dokularinda HCN izoformlarmin varhg: tespit edilmis ve HCN ekspresyonlarinin
diyabetik siganlarm kalp ve aort dokusunda arttigi bulunmustur. Kronik ivabradin
tedavisi diyabetik siganlarda HCN ekspresyonlar1 azalmistir. HUVEC’lerde ise L-
NAME inkiibasyonu bazi HCN izoformlarin ekspresyonunu arttirirken bazilarini
azaltmustir. Ivabradinin yararl etkilerinin HCN kanal inhibisyonundan bagimsiz olup
olmadigmin tespit edilmesi icin HCN izoformlarinin genleri siRNA teknigi ile

susturularak bu incelemeler tekrar yapilabilir.

Bu tez calismasinda ivabradinin endoteldeki etkinliginde HCN kanallari, NO,

oksidatif stres ve hipertrofi arasinda da iligski olup olmadig1 ortaya konmustur.

Ozet olarak, bu tez c¢ahsmas1 ile ivabradinin endotel hasarmi
engelleyici/azaltic1 ve/veya antihipertrofik pleiotropik etkilerinin gosterilmesi ABD,
Kanada ve ¢ogu Avrupa iilkesinde zaten kullanilmakta olan ivabradinin diyabetik
kardiyovaskiiler komplikasyonlar1 engellemek i¢in de kullanilabilmesine temel
olusturacaktir. Incelenecek olan baska endotel disfonksiyonu modelleri ile
calismanin sonuglarinin desteklenmesi endotel disfonksiyona yol acan herhangi bir
kardiyovaskiiler hastalikta ivabradinin kullanilabilmesi icin temel olusturucaktir.

Ivabradinin antihipertrofik ve protektif etkilerinin gosterilmesi ile ivabradinin kalp
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yetmezligindeki etkinliginin -kalp atim hizindan bagimsiz- mekanizmasina iligkin bir

fikir edinilmesini saglamustir.
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OZET

Ivabradinin Kardiyovaskiiler Pleiotropik Etkilerinin ve Bu Etkilere Aracihk Eden
Mekanizmalarin Streptozotosin Diyabet Modelinde Incelenmesi

Ivabradin, sinoatriyal diigiimde bulunan I¢ (f, funny) kanalinin selektif inhibitériidiir ve
kalbin kontraktilitesini etkilemeksizin kalp atim hizim azaltmaktadir. Giiniimiizde ivabradin
kalp yetmezligi ve anjina pektoris tedavisinde kullanilmaktadir. Kardiyovaskiiler yararli
etkilerinin yalnizca kalp atim hizin1 azaltmasindan kaynaklanmadigim gosteren pek c¢ok
calisgma bulunmaktadir fakat, bu etkilerin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamuistir.
Eldeki wveriler, ivabradinin pleiotropik kardiyovaskiiler etkilerine endotel hasarini
engellemesinin katkis1 olduguna isaret etmekte, bunu da oksidatif stresi azaltmasiyla
iliskilendirmektedir. Bu tez ¢aligmasinda ivabradinin saglikli ve diyabetik damarlarda
vaskiiler yanitlar1 nasil etkiledigi ve bu etkiye aracilik eden mekanizmalarin, antioksidatif ve
antihipertrofik etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmistir. Diyabette endotel
disfonksiyonu gelismektedir. Bu nedenle ivabradinin endotel hasarini tedavi edici/engelleyici
etkisini degerlendirmek i¢in diyabetik endotelyal disfonksiyon modeli segilmistir. Bu
calismada diyabette gelisen endotel disfonksiyonu ¢esitli deneysel yoOntemlerle
dogrulanmustir. Ivabradinin kardiyovaskiiler pleiotropik etkilerinin mekanizmasinin
aydinlatilmasina yonelik olarak kalp ve damar kesitlerinde NO ve siiperoksit miktar tayini
floresan goriintiileme yontemiyle gergeklestirilmistir. Benzer incelemeler insan endotel hiicre
serisi olan HUVEC’lerde de  gerceklestirilmistir.  Diyabetik  kardiyovaskiiler
komplikasyonlardan biri de ventrikiil hipertrofisidir ve bu, deneysel model olan STZ-
diyabette de ortaya c¢ikmaktadir. Ivabradinin antihipertrofik etkisinin degerlendirmesi
deneysel hipertrofi modeli olusturulmus H9¢2 hiicrelerde ve STZ-diyabetik si¢an kalbinde
morfolojik olarak ve marker proteinlerden biri olan ANP protein diizeyinin belirlenmesiyle
gerceklestirilmistir. HCN kanahinin dagilimlari tiire ve dokuya gore farklilik géstermekte ve
hipertansiyon, hipertrofi gibi bazi patolojik durumlarda ekspresyonlar1 farklilasmaktadir.
HCN kanallarinin diyabetten ve kronik ivabradin tedavisinden etkilenip etkilenmediklerinin
arastirilmasi amaciyla sican damar ve kalbinde HCN izoformlarinin diizeyi belirlenmistir.
Benzer bir calisma HUVEC’lerde bazal kosullarda HCN ekspresyonun belirlenmesi
amactyla yapilmistir. Aym zamanda HCN ekspresyonlarinin ivabradin ve L-NAME
uygulamasindan nasil etkilendikleri degerlendirilmistir. Bu ¢alisma ile diyabette gelisen
endotel disfonksiyonun kronik ivabradin tedavisi ile diizeldigi ortaya konmustur. Ayrica
ivabradinin damar gevsetici etkisinin mekanizmasi belirlenmigtir. STZ-diyabetik sicanlarda
ivabradinin antihipertrofik ve antioksidatif etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Boylece
ivabradinin STZ-diyabet modelinde ivabradinin pleiotropik kardiyovaskiiler yararl etkilerine
aracilik eden mekanizmalar belirlenmistir. Sonu¢ olarak ivabradininin diyabetik endotel
disfonksiyonu iyilestirdigi ve bu etkiye ivabradinin antioksidatif, antihipertrofik etkilerinin
de aracilik ettigi tespit edilmistir. Boylece bu c¢alisma ile ivabradinin pleiotropik
kardiyovaskiiler yararh etkilerine aracilik eden mekanizmalar hakkinda fikir edinilmistir.
Anjina hastalarinin 6nemli bir alt grubunu, sayilari her yil artan diyabetik hastalar
olusturmaktadir. Bu nedenle, ivabradin etkinliginin bu hasta grubunda degerlendirilmesi
onemlidir. Ivabradinin endotel hasarm engelleyici/azaltict ve/veya antihipertrofik
pleiotropik etkilerinin gosterilmesi ABD, Kanada ve ¢ogu Avrupa iilkesinde zaten
kullanilmakta olan ivabradinin diyabetik kardiyovaskiiler komplikasyonlar1 engellemek i¢in
de kullanilabilmesine temel olusturacaktir.

Anahtar Sozciikler: Endotel Disfonksiyon, Hipertrofi, Ivabradin, Pleiotropik Etki, STZ-
diyabet.
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SUMMARY

Investigation of the Cardiovascular Pleiotropic Effects and Mechanisms of Ivabradine
in Streptozotocin-Induced Diabetes Model

Ivabradine is a selective inhibitor of It (f, funny) channel in the sinoatrial node and
reduces heart rate without affecting the contractility of the heart. Today, ivabradine is used in
the treatment of heart failure and angina pectoris. There are many studies showing that
cardiovascular beneficial effects are not only due to decreasing heart rate, but, mechanism of
these effects have not been fully elucidated. Current data indicated that the pleiotropic
cardiovascular effects may be related to prevention of endothelial injury associated with a
reduction of oxidative stress by ivabradine. In this thesis, it is aimed to determine how
ivabradine affects vascular responses in healthy and diabetic vessels and whether the
antioxidative and antihypertrophic effects of ivabradine involve its vascular impact. Diabetes
causes endothelial injury. Therefore, diabetic endothelial dysfunction model was selected to
investigate preventive or reversing effect of the drug on endothelial injury. In this study,
endothelial dysfunction in diabetes has been confirmed by various experimental methods. In
order to elucidate the mechanism of cardiovascular pleiotropic effects of ivabradine, NO
content and superoxide production was performed by fluorescence imaging in cardiac and
vascular sections. Similar studies were carried out on human endothelial cell line (HUVEC).
Ventricular hypertrophy, another cardiovascular complication of diabetes also is a
characteristic property of STZ-induced diabetic experimental model. Evaluation of the
antihypertrophic effect of ivabradine was carried out morphologically by determining the
ANP protein level, one of the marker proteins, in experimental hypertrophy model in H9c2
cells and STZ-diabetic rat hearts. HCN channel expression depends on the species and tissue
and it also differs in certain pathologies such as hypertension and hypertrophy. In order to
investigate how HCN channels are affected by diabetes or chronic ivabradine treatment, the
level of HCN isoforms in rat vascular and cardiac tissues has been determined. A similar
study was conducted to determine HCN expression in basal conditions in HUVEC. Besides,
it was evaluated that how HCN expressions were affected in ivabradine and L-NAME
administration. With this study, it has been demonstrated that diabetic endothelial
dysfunction ameliorates with chronic ivabradine treatment. In addition, the mechanism of the
vasodilating effect of ivabradine is determined. It has been determined that ivabradin has
antihypertrophic and antioxidative effects in STZ-diabetic rats. The presence of HCN
channel isoforms and expression diversity have been demonstrated. Thus, mechanisms
mediating the pleiotropic cardiovascular beneficial effects of ivabradine in the STZ-diabetes
model of ivabradine were determined. As a result, it has been determined that ivabradine
improves diabetic endothelial dysfunction and mediated by the antioxidative and
antihypertrophic effects of ivabradine. Thus, with this study, an idea was obtained about the
mechanisms mediating pleiotropic cardiovascular beneficial effects of ivabradine. An
important sub-group of patients with angina are diabetic patients, whose numbers are
increasing every year. Therefore, it is important to evaluate the efficiency of ivabradine in
these patient. To document pleiotropic effects such as preventing or reversing endothelial
injury and/or hypertrophy will create a strong basis for utilizing ivabradine-an already
approved drug in US, Canada and many European countries- in the prevention of diabetic
cardiovascular complications.

Keywords: Endothelial Dysfunction, Hypertrophy, lIvabradine, Pleiotropic Effect, STZ-
diabetes.
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