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ONSOZ

Diabet hastaliginin tedavisindeki temel amag, iyi bir glisemik kontrol saglayarak,
kardiyovaskiiler ya da diger komplikasyonlarin gelisimini 6nlemektir. Ne var ki, klasik
antihiperglisemik ajanlar ile kardiyovaskiiler yan etki olusturmadan kan sekeri
homeostazin1 saglamak pek miimkiin olmamaktadir. Bu sebeple antihiperglisemik
etkinligin yanisira, kardiyovaskiiler komplikasyonlar1 da azaltan DPP-4 inhibitorleri
yeni nesil antihiperglisemik ajan olarak 6nem kazanmaktadir. Diabetik kalpte ortaya
¢ikan bozukluklarin basinda 3-AR aracili yanitverirligin azalmasi gelmektedir. Ne var
ki, DPP-4 inhibitorlerinin diabetik kalpte B-AR’ler lizerindeki direkt etkileri tam
olarak bilinmemektedir. Bu noktadan hareketle, projemizde, bir DPP-4 inhibitorii olan
sitagliptinin, diabetik ratlardaki kardiyak B-AR aracili yanitlar tizerine kan sekerinden

bagimsiz etkisinin arastiritlmasi amaglanmustir.

Doktora egitimim boyunca bilgi ve deneyimiyle yolumu aydinlatan, gerek
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olarak benimsedigi Degerli Hocam Prof.Dr. Melih ALTAN’a,

Tez calismam boyunca benden higbir zaman yardimlarini esirgemeyen ve

farmakolojiyi bana sevdiren Saym Hocam Prof. Dr. A. Tanju OZCELIKAY ’a;

Giiler yiizii ve engin bilgisiyle her zaman bana destek olan Sayin Hocam Prof. Dr.

Nurettin ABACIOGLU na;
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Anlayislar1 ve yardimlari i¢in her zaman sevgi, saygi ve minnet duydugum degerli
Hocalarim Prof. Dr. Giilgiin OZANSOY, Prof. Dr. Nuray ARI ve Prof. Dr. Serap
GUR’e;

Her zaman bilimsel ¢alismalarimizi destekleyerek bizlere huzurlu bir ¢alisma
ortami saglayan, Anabilim Dali Bagkanimiz Saymn Hocam Prof. Dr. Arzu ONAY
BESIKCI'ye;

Hem akademik anlamda hem de manevi olarak bana kazandirdiklari, bana verdigi

sonsuz giiven ve destegi ile benim igin ok 6zel olan Degerli Hocam Isil OZAKCA’ya;

Bilgi ve deneyimlerini bana aktarmanin yani sira ihtiyacim olan her zaman
yanimda olan, her konuda ¢ekinmeden fikrine danisabildigim, projeme katkilarinin

tartisilmaz derecede biiyiik oldugu Degerli Hocam Dr. Gizem KAYKI MUTLU’ya;

Umutsuzluga kapilmama hi¢bir zaman izin vermeyen, benim i¢in yaptigi
yardimlar1  sayfalara sigdiramayacagim, sevgi ve minnetimi kelimelerle

anlatamayacagim canim arkadasim Dr. Ecz. Cennet BOLAT BALCILARa;

Bana kars1 her zaman olaganiistii anlayis ve iyi niyet gosteren, birlikte unutulmaz
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Her an tiim samimiyeti ve igtenligiyle yanimda olan, gerek laboratuar
calismalarimda gerckse 6zel hayatta destegini hi¢ esirgemeyen, varligi mutlu eden
arkadasim Ecz. Betiil Rabia ERDOGAN’a;

Calismalarim boyunca ihtiyacim oldugu her an yanimda olan, algakgoniilliigliyle
beni her zaman kendisine hayran birakan arkadasim Ecz. Zeynep Elif YESILYURT a
ve sakinligi, yerinde miidahaleleri ile beni defalarca zor durumlardan kurtaran, birlikte
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SONSUZ TESEKKURLERIMI SUNARIM.

viii



1)
o-AR
B-AR
AC
ACE
Ang Il
apokE
AR
Bcl
CaMKII
cAMP
CREB
CREM
DPP-4
eNOS
ERK
GC
GDP
Gi
GLP-1
GLUT4
GMP
GRK
Gs
GSK-3
GTP

SIMGELER VE KISALTMALAR

Mikro

Alfa Adrenerjik Reseptor

Beta Adrenerjik Reseptor

Adenylate Cyclase

Angiotensin Converting Enzyme
Anjiyotensin Il

Apoliprotein E

Adrenerjik Reseptor

B Cell Lymphoma

Ca*?/Calmodulin Dependent Protein Kinase I
Cyclic Adenosine Monophosphate

cAMP Response Element Binding Protein
CAMP Response Element Modulator Protein
Dipeptidil Peptidaz-4

endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
Extracellular Signal-Regulated Kinase
Guanylate Cyclase

Guanosine DiPhosphate

Inhibitor nitelikteki G Proteini

Glucagon Like Peptide-1

Glucose Transporter Type 4

Guanosine MonoPhosphate

G Protein Reseptdr Kinaz

Stimiilator nitelikteki G Proteini
Glycogen Synthase Kinase-3

Guanosine TriPhosphate



HbAlc
IL-6/STAT3
JNK
MAPK
MEK, MAPKK
NADPH
NFAT

NO

NOS
PI3K
PKA
PKB, Akt
PKG

PLB, PLN
PVDF
RAAS
ROS

RyR

SDS
SERCA2a
SGLT2
STZ

TGF

T1D

T2D
TBST
TEMED
TGS
WHO

Glikozillenmis Hemoglobin Alc

InterLeukin-6/Signal Transducer Activator of Transcription 3

c-Jun N-terminal Kinases
Mitogen Activated Protein Kinase
Mitogen Activated Protein Kinase Kinase

Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate

Nuclear Factor of Activated T-Cells
Nitrik Oksit

Nitrik Oksit Sentaz
Phospholnositol-3-Kinase

Protein Kinaz A

Protein Kinaz B

Protein Kinaz G

Fosfolamban

PoliViniliden DiFluorid

Renin Anjiyotensin Aldosteron Sistemi
Reactive Oxygen Species

Ryanodin Reseptorii

Sodyum Dodesil Siilfat
Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca*>-ATPase
Sodium Glucose co-Transporter 2
Streptozotosin

Transforming Growth Factor

Tip 1 Diabet

Tip 2 Diabet

Tris Buffered Saline % 0,1 Tween 20
TetraMetilEtilenDiamin

Tris Glisin SDS tampon ¢ozeltisi

World Health Organization (Diinya Saglik Orgiitii)



SEKILLER

Sekil 1.1. Kalp kasinda B-AR’lerin sinyal transdiiksiyon kaskadlar1

Sekil 1.2. B-AR sinyal yolagi ve kalp yetmezliginde -AR duyarsizlagmasi
Sekil 1.3. Kardiyak remodelinge aracilik eden beta adrenoseptdr sinyal
yolaklar1

Sekil 1.4. Diabetik Kardiyomyopatinin patolojik mekanizmalar1

Sekil 1.5. Kalpteki insiilin sinyali ve insiilin direnci

Sekil 1.6. GLP-1 aracili glukoza bagimli insulin salim1 mekanizmasi

Sekil 1.7. DPP-4 inhibitorlerinin etki mekanizmasi

Sekil 3.1. (a) Deney gruplarinin haftalik kan sekeri degisimleri (b) 12 hafta
sonunda deney gruplarinin 6l¢iilen kan sekeri degerlerinin degerlendirilmesi
Sekil 3.2. 12 hafta sonunda deney gruplarinin beden agirliklarinin
degerlendirilmesi

Sekil 3.3. (a) 12 hafta sonunda deney gruplarindan izole edilen papiller
kaspreparatlarina ait izoprenalin konsantrasyon-yanit egrileri (b) 10uM iso
konsantrasyonuna ait Emax degerleri

Sekil 3.4. (a) 12 hafta sonunda deney gruplarindan izole edilen kalbe ait CL
316,243 konsantrasyon-yanit egrileri  (b) 0,01 uM CL 316,243
konsantrasyonuna ait Emax degerleri

Sekil 3.5. (a) +dP/dt degerleri (b) -dP/dt degerleri

Sekil 3.6. (a) SERCA2a mRNA protein ekspresyonlarna ait band
yogunluklarinin analizi (b) GRP78 mRNA protein ekspresyonarina ait band
yogunluklarinin analizi (C) B3-AR mRNA protein ekspresyonarina ait band
yogunluklarinin analizi (d) Proteinlere ait reprezantif band gorselleri

Sekil 3.7. (a) eNOS mRNA protein ekspresyonuna ait band yogunluklarinin
analizi (b) p-eNOS mRNA protein ekspresyonuna ait band yogunluklarinin
analizi (c) peNOS/eNOS band ekspresyonlarinin oranmin analizi (d)
Proteinlere ait reprezantif band gorselleri

4
6

7

15
16
28
32
53

54
55

56
56

57

58

Xi



1. GIRIS

1.1. Beta Adrenerjik Reseptorler

Adrenerjik reseptorler (AR), guanin niikleotid bagli G-protein ¢ifti reseptor
stiperfamilyasina ait heterometrik G proteinlerini aktive eden membran reseptdrleridir.
Tim AR’lerde bir hiicre disi amino terminali, ii¢ ekstraseliiler ve ii¢ intraseliiler
kivrimla birbirine baglanmis yedi transmembranal segment ve bir hiicre i¢i karboksi
terminali mevcuttur. Bu yapi, reseptorlere yiiksek afinite ve stabilite saglar (Santulli
ve laccarino, 2016). Katekolaminlerle aktivasyon sonucu G proteini o-altbiriminin
guanin niikleotid baglama bolgesinden guanozin difosfattan (GDP) serbestlenir ve
yerine guanozin trifosfat (GTP) baglanir. GTP’nin baglanmasi, G proteininin yapisal
degisikligine neden olur. GTP-bagli a-altbirimi, uyarilmis reseptorden ve Py
dimerinden ayrilmaktadir. Hem o-altbirimi hem de By-kompleksi birbirlerinden
bagimsiz olarak farkli aktiviteleri diizenlemektedir. G proteini tipik olarak adenil
siklaz enzimi ile stimiile ya da inhibe olur veya fosfolipaz C’yi aktive eder. Sinyal
yolagi, G protein reseptdor kinaz (GRK) aracili fosforilasyonla sonlandirilir.

(Lymperopoulos ve ark., 2013)

Adrenerjik reseptorler genetik farkliliklari agisindan a-adrenoseptorler (a-AR) ve
B-adrenoseptorler (B-AR) olmak iizere iki grupta simiflandirilmistir. Simdiye kadar -
AR’lerin iki; B-AR’lerin ti¢ alt tipi tanimlanmustir. B1-AR’ler yogun olarak kalpte
toplanmuistir. B—ARler ise viicutta genis alanlara dagilmistir. Ote yandan, Bs—AR’ler
ozellikle beyaz ve kahverengi adipoz dokuda yanita aracilik eder (Belge ve ark., 2014;
Santulli ve laccarino, 2013). Tiim B-AR’ler 6ncelikle G proteini ile, sonrasinda Siklik
adenozin mono fosfat (CAMP) aracili yolaklarla iligkilidir. Ozellikle 2—AR ve Bs-AR

sinyalleri, kronik stimulasyon, hiicre hipoksisi, asidozis, yaglanma gibi faktdrlere bagl



olarak G proteininden bagimsiz mekanizmalarla da etki gosterebilir (Santulli ve

laccarino, 2016).

1.1.1. B-Adrenoseptorlerin Kardiyak Fonksiyonlardaki Rolii

[ adrenerjik sistem, kardiyovaskiiler yapinin ve fonksiyonunun diizenlenmesinde
rol oynayan en giiclii mekanizmadir. ilk basta kalpte yalmzca B1 ve B2 adrenoseptdr
alttipleri tanimlansa da sonraki galismalarda B3-AR’lerin varligi da (Emorine ve ark.,
1989) gosterilmistir. B4-AR oldugu varsayilan dordiincii bir reseptor alttipinin varlig
halen sorgulansa da, simdilik bu reseptorlerin f1-AR’lerin diisiik afiniteli sekli oldugu
diistiniilmektedir (Moens ve ark., 2010).

Kalpte en fazla B1-AR’ler, en az B3-AR’ler bulunur. Farkli alt tipler farkli sinyal
yolaklarina aracilik  etmektedir. Sempatik sinir  sistemi  aktivasyonunun
diizenlenmesinde temel rolii {istlenen adrenalin ve noradrenalin gibi endojen
katekolaminlerinin hedefleri, agirlikli olarak Bi1 ve B2-AR’lerdir. B1-AR’ler kalpte
pozitif inotropik (kardiyak kontraktilitenin artmasi), pozitif kronotropik (frekansin
artmasi), lusitropik (gevseme hizi) ve pozitif dromotropik (atrioventrikiiler nod
boyunca impuls iletimi) etkilere; bobrekte renin salgisindaki artisa bagli renin
anjiyotensin sisteminin aktivasyonuna aracilik ederler (Brodde ve Michel, 1999). 3.-
AR’ler, B1-AR’lere oranla kalpte daha diisiik miktarlarda bulunurlar ve daha diisiik
siddette Gs aracili pozitif inotropik ve kronotropik yanitlar meydana getirir.

(Guimaraes ve Moura, 2001).

B3-AR’lerin varligi ilk kez adipoz dokuda gosterilmis (Napp ve ark., 2009),
ilerleyen c¢alismalarda ise insan kalbinde de bulunduklari ve adrenerjik uyarilma

sonucu olusan kardiyak cevaplarda rol oynadiklar1 bildirilmistir. Bu alttipin kalpteki



rolii tam olarak aydinlatilmamissa da, B1 ve f2-AR’lerden bagimsiz olarak nitrik oksit

sentaz (NOS) aracili negatif inotropik etki gosterdikleri bulunmustur.

Kalpte stimiilator G proteini (Gs) ile kenetli B1-AR’lerin katekolaminlerle
uyarilmast sonucu adenilat siklaz (AC) enzimi aktive olur ve hiicre icinde ATP’den
CAMP sentezi artar. Artan cAMP, protein kinaz A’y1 (PKA; cAMP bagimli protein
kinaz) aktive ederek sarkolemmadaki L tipi voltaj bagimli Ca*? kanallar1, fosfolamban
(PLN), ryanodin reseptorleri (RyR) ve miyofilametlerin (kardiyak Troponin I, C
protein gibi) fosforilasyonunu gergeklestirir. Kanallar fosforilasyon sonucu agilir ve
hiicreye Ca*? girisi baslar. Ca*? girisi ryanodin reseptorlerini aktive ederek
sarkoplazmik retikulumda (SR) depolanmis Ca*?’nin sitozole salimina neden olur.
Hiicre i¢indeki Ca*? artis1 ve PKA tarafindan miyozin hafif zincirinin fosforilasyonu,
kontraktil flamentlerin yanitverirligini ve miyozinin aktine afinitesini arttirir ve
kontraktil yanit1 olusturur. (George ve Pitt, 2006; Woo ve Xiao, 2012). Benzer sekilde
B2-AR’lerin uyarilmasi, B1-AR aracili yanitlara gore ¢cok daha az olsa da, cAMP/PKA
aktivasyonuna bagl protein fosforilasyonu ve pozitif inotropik yanitlar olusturur (R.
P. Xiao ve ark., 2004). (Sekil 1.1)
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Sekil 1.1. Kalp kasinda f-AR’lerin sinyal transdiiksiyon kaskadlari. PKA, protein kinaz A; eNOS,
endotelyal nitrik oksit; NO, nitrik oksit (Pott ve ark., 2006)

Kalpteki B2-AR’ler, B1-AR’den farkli olarak pertusis toksinine duyarli inhibitér G
(Gi) proteiniyle de kenetlidir. B2-AR/G;j sinyalinin fosfoinositol 3 kinaz1 (PI3K) aktive
etmesi fonksiyonel olarak Gs/AC/cAMP/PKA aracili protein fosforilasyonunu inhibe
ederek pozitif inotropik ve lusitropik etkileri azaltir. (Sekil 1.1) (Pott ve ark., 2006;
Woo ve Xiao, 2012). Arastirmalar B2-AR/Gi kenetlenmesi i¢in 6n sartin PKA-aracili
B2-AR fosforilasyonu oldugunu ortaya koymaktadir (Daaka, Luttrell, ve Lefkowitz,
1997). Bu demektir ki siirekli agonist stimiilasyonu, B2-AR/G proteini kenetlenmesini
Gs’den Gi’ye doniistiiriir. Bu durum, zamana bagli olarak Gs’den Gi’ye donen B2-AR
sinyalinin inotropik yanitlar ac¢isindan reseptor desensitizasyonuna yardimci

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Diger onemli farklilik ise, P1-AR’lerin siirekli sinyalizasyonunun miyositlerde

apopitozise neden olurken, B2-AR’lerin sinyalizasyonunun bu apoptotik sinyallere



kars1 koruyucu etki gostermesidir (Sekil 1.2). Bi1-AR’lerin siirekli sinyalizasyonu,
kardiyomyositlerdeki apopotozisi, PKA’dan bagimsiz Ca*?/ kalmodulin bagiml
protein kinaz II (CaMKII) aracili mekanizma ile tetikler (W. Z. Zhu ve ark., 2003). B1-
AR ile aktive olan CaMKII sinyalinin in vitro ortamda katekolaminle siddetlenen
kardiyomyosit hipertrofisine (Sucharov ve ark., 2006); in vivo ortamda ise uyumsuz
kardiyak yeniden yapilanmaya (remodelling) neden oldugu gosterilmistir (Bisognano
ve ark., 2000).

B1 Ve B2-AR’ler gibi B3-AR’ler de G protein ile kenetli reseptor ailesi tiyesidir. B1-
AR’lerin Gs, B2-AR’lerin Gs ya da G; alternatif kenetinin aksine fz-AR’ler G; proteini
ile kenetlidir. Ayrica B2-AR’lerin Gi’ye baglanmasi Gs ile baglanma sonrasi PKA
aktivasyonu ve reseptor fosforilasyonuna bagli olarak gelisirken; B3-AR’ler reseptor
fosforilasyonuna gereksinim duymadan G; proteini ile kenetlenir. Bu durum fz-

AR’lerin en belirgin ayirict 6zelligidir (Moens ve ark., 2010).

B3-AR aktivasyonu, Bi1- ve P2-AR’lere kiyasla daha yiiksek katekolamin
konsantrasyonlarinda ortaya c¢ikar (Nantel ve ark., 1993). Aktivasyon AC
inhibisyonuna yol agmadan, ventrikiiler myositlerde var olan eNOS ve nNOS (Niu ve
ark., 2012) iizerinden nitrik oksit (NO) {iretimini artirir ve ventrikiil myokardindaki
kontraksiyonu azaltir. Ancak bu durumun koruyucu bir yanit m1 yoksa kalp yetmezligi

patolojisini daha da kétiilestirecek bir durum mu oldugu tartigmalidir.

1.1.1.1. B-Adrenoseptorlerin Kardiyak Patolojilerdeki Rolii

Iskemi ve konjesyon olan bir kalbin debisindeki azalma, santral sinir sistemi

aktivitesinde artis;a ve dolasimda artan katekolaminlerin kalpteki B-AR’leri



uyarmasina yol acgar. Kalbin katekolaminlerle siirekli ve asir1 uyarilmasi,
kardiyomyositlerde PKA ve GRK aracili B-AR fosforilasyonunu tetikleyerek
endositoza ve reseptor desensitizasyonuna neden olur. Asir1 uyarilma, GRK2 ve Gi’nin
ifadesinin  artisina  (upregiilasyon), PBi1-AR’lerin ise ifadesinin azalmasina
(downregiilasyon) yol acar (lrannejad ve ark., 2013). pBi-AR’lerin azalmasi ve
duyarsizlagsmasi sonucu kalbin kasilma yanitinda azalma goriiliir. Kasilma yanitindaki
azalma daha fazla katekolamin salgilanmasi i¢in santral sinir sistemini uyararak
tabloyu daha da kotiilestirir. Kardiyak f2-AR’ler ise tam aksine yetmezlikli bir kalpte
kardiyomyositlerdeki kasilma yanitindan sorumlu cAMP-PKA sinyalinin yeniden
diizenlenmesine yardimct olurlar. Bu esnada Gi proteinin upregiilasyonu B2AR/G;
sinyal yolagini giiclendirerek myosit apoptozisine karst kalbi koruyucu etki gdsteren
protein kinaz B (Akt) aktivasyonunu tetikler ve kalpte kardiyomyopati gelisimi
slirecini yavaslatir (Q. Fu ve ark., 2017). [Sekil 1.2.]
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Sekil 1.2. B-AR sinyal yolagi ve kalp yetmezliginde B-AR duyarsizlasmasi. CA, katekolamin; CaMKII,
Ca+2/ kalmodulin bagimli protein Kinaz 11, GRK2, G-protein reseptor kinaz 2; PI3K, fosfotidil inositol
3-kinaz (Q. Fu ve ark., 2017)

Myosit hipertrofisi, apoptozis ve fibrozis gibi kardiyak dokuda yeniden
yapilanmaya neden olan Onemli hiicre degisikliklerinin altinda yatan birgok
mekanizma -AR’lerin uyarilmasi ile tetiklenir. B-AR’ler aracili mekanizmalar; Gs-
mitojenle aktiflenen protein kinaz (MAPK) sinyal yolagi, Gs-AC-cAMP sinyal yolagi,
Ca*?-kalsindrin-NFAT/CaMKII-HDACs sinyal yolag, PI3K sinyal yolagi, Ps-
adrenerjik sinyal yolagi, renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi (RAAS), interlokin-

6/sinyal doniistiirticiileri transkripsiyon 3 aktivatorii (IL-6/STAT3) sinyal yolagi ve



doniistiiriicii biiyiime hormonu (TGF)-beta sinyal yolag: olarak siralanabilir. [Sekil
1.3]
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Sekil 1.3: Kardiyak remodelinge aracilik eden beta adrenoseptdr sinyal yolaklari. Turuncu, Gs-AC-
cAMP sinyali; Sar1 Ca*2-kalsinorin-NFAT/CaMKII-HDAC sinyali; mavi, MAPK sinyali; Yesil, Beta 3
adrenerjik sinyali; Mor, PI3K sinyali (Yang ve ark, 2014)

MAPK Sinyal Yolagi: MAPK’lar sitozolik sinyal proteinleridir ve hiicre disi
sinyal diizenleyici kinazlar (ERK1/2), c-jun ektraseliiler sinyal diizenleyici kinazlar
(JNK’ler) ve p38 MAP kinaz olmak iizere li¢ altfamilyadan olusmaktadir (Asrih ve
ark., 2013). Bu proteinler B-AR’ler ile uyarilarak aktive olurlar (Yang ve ark., 2014).
B-AR uyarilmasi sonucu nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidazlari
aktive olur ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi artar. ROS, kardiak MAPK
kaskadlarinda Onemli bir aktivatordiir. Plazma membranina Raf-1 kinaz
translokasyonunu saglayan GTP’yi aktive eder. Sonrasinda Raf-1, mitojen aktive
protein kinaz kinaz (MEK) proteinlerini fosforiller ve sirasiyla ERK’leri aktive ederek
patofizyolojik hipertrofiyi tetikler (Rose ve ark., 2010). Dahasi, kalpteki B-AR’lerin
asir1 uyarilmast hem kardiyak anjiyotensin 2 (Ang II) iiretimini hem de anjiyotensin
dondistiiriicii enzim (ACE) aktivitesini arttirir. Ang II, fosfo-ERK1/2’yi arttirarak
kardiak hipertrofiye neden olur (Yang ve ark., 2014).



Gs-AC-cAMP sinyali: Gs/AC/cAMP sinyal basamag: klasik bir B-AR sinyal
yolagidir. Gs ile kenetli B1 ve B2-AR’ler, AC’yi aktive ederek cAMP birikimini ve PKA
aktivasyonunu arttirir. PKA, hiicre farklilagmasinda aktif rol oynayan cAMP-cevapl
baglayic1 proteinini (CREB) ve cAMP cevapli element modiilatoriiniic (CREM)
fosforiller.

PKA, kardiyomyositlerdeki kardiyak dokularin yeniden yapilanmasina aracilik
eden Ca*? sirkiilasyonunda aktif rol oynar. Aktif PKA, sarkolemmadaki L tipi Ca*?

kanallarin1 ve sarkoplazmik RyR2’leri fosforilleyerek hiicre igindeki Ca*%’

y1 arttirir.
Es zamanli olarak PKA tarafindan fosforillenen PLN, sitozolik Ca*?’nin SR’ye geri
alimina aracilik eden sarkoplazmik retikulum Ca*>-ATPaz (SERCAZ2a) inhibisyonunu

azaltir (Fu ve Xiang, 2015).

PKA ayrica PP1 inhibitor-1 (I-1)’i de aktive eder. Aktive olan I-1, SERCA2a’nin

*2yi arttirir. Ilging bir nokta, I-1 kalsindrini

etkisini engelleyerek hiicre i¢indeki Ca
devre dis1 birakabilir. Bu durum kalbin yeniden yapilanmasina aracilik eden Gs-AC-
cAMP yolag ile Ca*?-kalsindrin-NFAT sinyal yolag: arasinda baglantiy1 saglar (El-

Armouche ve ark., 2006).

cAMP i¢in tanimlanan bagka bir hedef ise GTP’nin GDP’ye doniisiimiinii
katalizleyen cAMP tarafindan dogrudan aktive edilen degistirici proteindir (Epac). Fu
ve ark., Epac’in tek izoformu olan Epacl diizeyinin in vitro ortamda hipertrofik

myokardiumda arttigin1 géstermistir (Y. Fu ve ark., 2012).

Ca'*2-Kkalsin6rin-NFAT/CaMKII-HDAC sinyal yolagi: Hipertrofik cevaplarin
olusmasinda Ca*? ¢ok dnemli bir sinyal molekiiliidiir. Kalbin kronik stimiilasyonu
sirasinda B-AR aracili PKA aktivasyonu ve RyR fosforilasyonu artar, hiicre ici Ca*?

konsantrasyonu yiikselir (Xiang ve Kobilka, 2003). Hiicre igindeki Ca*? artist,



hipertrofik yolaklarda aktif rol iistlenen kalsindriin ve CaMKII sinyal faktorlerini

aktive eder.

SR’den sitozole gecen Ca*?, CaMKII/HDAC yolagim aktive ederken; sitozolik
Ca*?, kalsindrin-NFAT sinyalini aktive eder. Kalsindrinin NFAT’1 defosforile etmesi
sonucu NFAT proteinlerinin niikleusa translokasyonu gerceklesir ve bir¢ok hipertrofik
gen aktive olur (Taigen ve ark., 2000). Ek olarak, CamKIllI, proapoptotik genleri
arttirarak apoptozisi tetikler ve kardiyak remodeling riskini arttirir. Ozetle, p1-AR’lerin
uyarilmasi sonucu artan CaMKII yalnizca hiicre i¢i Ca*? artisina bagli PKA aracili

fosforilasyonu arttirmakla kalmaz; PKA’dan bagimsiz mitokondriyal 6liim yolaklarini

da tetikler (W. Zhu ve ark., 2007).

PI3K yolagy: PI3K, hiicre biiyiimesi ve hiicre canliliginin siirdiiriilmesinde 6nemli
bir fakrordiir (Cantley, 2002). PI3K yolaginin baslica hedeflerinden biri PKB olarak
da bilinen serin/treonin kinaz Akt’dir. B2-AR’ler, Gi proteini araciligiyla PI3K-Akt
sinyal yolagini aktive ederek antiapoptotik etki gosterir ve kardiyomyositlerde
hiicresel koruma saglar (W. Z. Zhu ve ark., 2001). Akt, proapoptotik BAD’1n Bcl-xl
ve Bcl-2 (B hiicreli lenfoma 2)’ye baglanmasini inhibe ederek hiicreyi apoptozise karsi
korur (Brunet, Datta, ve Greenberg, 2001). Akt ayrica eNOS’u aktive ederek NO
tiretimini arttirir (Sugimoto ve ark., 2007).

Akt’1in diger 6nemli hedefi de insanda GSK-3a ve GSK-3f olmak {izere iki formu
bulunan glikojen sentaz kinaz 3 (GSK-3)’tiir. GSK-3 atrial natritiretik peptid, GATA-
4 gibi ¢ok cesitli kardiyak transkripsiyonel faktorleri fosforilleyerek kardiyak
hipertrofiyi tetikler. Akt, B adrenerjik stimiilasyon altindaki kardiyomyositlerde GSK-
3B’y etkisizlestirilerek kalbi koruyucu etki gosterir (Webb ve ark., 2010).

Beta 3 adrenerjik sinyal yolagi: Kalp yetmezligi olan bir kalpte Pi-AR’ler

downregiilasyona ugrarken yapilan ¢aligmalarda B3-AR protein varliginin yetmezlikli



insan kalbinde saglikli insan kalbine goére daha fazla oldugu ve NO {iretimini
diizenleyen enzim seviyelerini arttirdig1 gozlenmistir (Massion ve ark., 2003; Moniotte
ve ark., 2001). Bazi ¢alismalar bu durumun asir1 sempatik uyariya karsi koruyucu bir
mekanizma olarak isledigini belirtirken baz1 ¢alismalar tam tersi goriisi
savunmaktadir. Yetmezlik durumunda B3AR/NOS/cGMP yolagi araciligiyla
gerceklesen siklik niikleotid fosfodiesterazlarin (PDE) aktivasyonunun inotropik
rezervi azaltarak sistolik fonksiyon bozuklugunu kotiilestirebilecegine iliskin

varsayimlar bulunmaktadir (Mongillo ve ark., 2006).

Gi proteini ile kenetlenen Bs-AR’lerin uyarilmasi sonucu NOS aktive olur ve NO
tiretimi artar (Moens ve ark., 2009; Niu ve ark., 2012). Sentezlenen NO, guanil siklaza
(GC) baglanir ve NO-GC aktive olur. Aktif NO-GC, GTP’nin siklik guanozin mono
fosfata (cCGMP) doniistimiinii arttirir. cGMP, PKG’leri (¢cGMP bagimli protein kinaz),
cGMP kapili katyon kanallarin1 ve PDE’leri hedef alir. PKG’nin aktivasyonu, L tipi
Ca*? kanallarim inhibe ederek hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonlarini diisiiriir. PDE’lerin
aktivasyonu ise cAMP’yi hidroliz ederek adrenerjik uyariyr sonlandirir. Bu tablo, B3-
AR’lerin PDE iizerinden fizyolojik bir fren islevi gostererek B-adrenerjik sinyalin

baskilamasindaki roliinii agiklamaktadir.

1.2. Diabetes Mellitus

1.2.1. Diabetes Mellitus’un Tanim ve Siniflandirilmasi

Diabetes Mellitus, insiilin eksikligi ve/veya insiilin aracili metabolik bozukluklar
nedeniyle gelisen hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir hastaliktir.
Populasyonlardaki biiylime, yanlis beslenme aliskanliklari, obezite, yetersiz fiziksel

hareketlilik, yaslanma ve kentlesme gibi faktorler nedeniyle diabetik birey sayisi hizla
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artmaktadir (Baltzis ve ark., 2014). Diinya ¢apinda diabetin goriilme sikligi bolgeler
arasinda farkliliklar gosterse de, su an bir¢ok iilkede 6liime neden olan ilk bes hastalik
igerisinde yer almaktadir. Gegmis yillarda yapilan projeksiyon caligmalarina gore
hasta popiilasyonunun 2030 yilinda 366 milyona yiikselecegi 6ngoriliirken (Wild ve
ark., 2004); WHO’nun giincel verilerine bakildiginda 2014 yilinda bile diinya
capindaki yetigkin diabet hastasi sayisinin 422 milyona ulastig1 goriillmektedir (WHO
2016).

Diabet vakalarinm biiyiik ¢ogunlugu iki kategoride smiflandirilmaktadir. ilk
kategori, Tip 1 diabet (T1D), diger adiyla jiivenil baslangicl diabet, mutlak insiilin
yoklugu ile ortaya ¢ikan otoimmiin bir hastaliktir. Insiilin salgilayan pankreas P
hiicrelerinin otoantikorlar ile hasar1 sonucu pankreastan insiilin tiretilemez. Bu sebeple
T1D hastalarinin tedavisinde insiilin preparatlar1 kullanimi sarttir. Insiilin bagimli
T1D, tiim vakalarin %5-10’luk kismini olusturmaktadir. Erken yaglarda ortaya cikar,
kontrol altina alinmadig: takdirde ketoasidoz ile sonuglanabilir (Devendra ve ark.,
2004). Hiperglisemiye eslik eden politire, polidipsi, kilo kaybi, nadiren polifaji,
bulanik gérme ve yorgunluk, T1D’nin belirleyici semptomlarin1 olusturur (Roden,
2016).

%80-90 oraninda daha sik karsilagilan ikinci kategori, Tip 2 diabet (T2D),
dokulardaki insiilin direnci ve/veya kan sekerini dengeleyecek insiilin saliminin
yetersiz kalmasi sonucu goriilen bir patolojidir. Daha ¢ok eriskin yaslarda ortaya
cikmasina ragmen son donemde ¢ocuklarda da goriilmeye baslamistir (WHO, 2016).
Genellikle metabolik sendrom kaynaklidir. Spontan ketoasidoz gelismez (American
Diabetes, 2014; Roden, 2016).

Gebelik sirasinda goriilen gestasyonel diabet ile T1D ve T2D disinda kalan tiim
diabet tiirlerinin siralandigr Tip 3 Diabetin ise (diabeti tetikleyen bir hastalik, ilag
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kullanimi, enfeksiyonlar, diabetle iliskili baz1 sendromlar gibi ¢esitli faktorlerin sebep

oldugu diabet) goriilme siklig1 digerlerine oranla daha disiiktiir (Roden, 2016).

Diabet veya prediabet tanisi; aglik plazma glukozu (APG), iki saatlik oral glukoz
tolerans testi (OGTT) ve glikozillenmis hemoglobin Alc (HbAIc) dl¢iimleri ile konur.

e Aclik kan plazma glukoz diizeyi 126 mg/dl veya iizerinde olan;

e Oral glukoz tolerans testinde glukoz yiiklemesi sonrasi glukoz diizeyi 200
mg/dl veya iizerinde olan;

e Rastgele bir zamanda 6lgiilen plazma glukoz diizeyi 200 mg/dl veya lizerinde
olan;

e HblAc diizeyi %6,5 veya lizerinde olan kisilere diabet tanis1 konulmaktadir

(Tiirk Diabet Programi 2015).

Diabet viicudun bir¢ok bolgesinde komplikasyonlara ve erken dliimlere sebep
olmaktadir. Muhtemel komplikasyonlar1 kalp krizi, inme, bobrek yetmezligi, sinir
hasar1 ve gérme kaybi olarak siralanabilir. (WHO 2016) Bu hastalarda aterosklerotik
kardiyovaskiiler, periferal arteriyal ve serebrovaskiiler hastaliklarin goriilme sikligi
artar. Kan sekerindeki yiikselmenin kontrol altina alinamamasi durumunda, hastaligin
ileri evrelerinde, ketoasidoz veya nonketotik hiperosmolar sendrom gelisebilir (Roden,

2016).

Tiim diabetik hastalarda gozlenen komplikasyonlarin temel nedeni yiiksek kan
glukoz konsantrasyonlarina eslik eden mikro ve makrovaskiiler yan etkilerdir.
Diabetik hastalardaki 6liim olaylarinin baslica sorumlusu ise kalp ve bobreklerde

gozlenen komplikasyonlardir.
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1.2.2. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

Diabetin yol actig1 akut komplikasyonlar mortalite riskini arttirir, yagam kalitesini
bozar. Yiiksek kan sekeri, T1D ve T2D’de diabetik ketoasidozis ve T2D’de nonketotik

hiperozmolar koma gibi yasami tehdit eden olgular tetikler.

Diabet zamanla kalp, damar, goz, bobrek ve sinirlerde doku harabiyetine neden
olabilir, kalp hastaliklar1 ve inme riskini arttirabilir. Koroner arterlerde aterosklerotik

plak olusumunu hizlandirir.

Biiyiik arterlerdeki kan akisimin azalmasi kapiller damarlari da etkiler. Bu
durumdan en ¢ok etkilenen organlarin basinda gozler ve bobrekler gelir. Diabet, ileri
donemde bobrek yetmezligine ve diabetik retinopatiye sebep olabilir (WHO, 2016).
Diabetik retinopati, retinadaki kilcal damarlarin harabiyeti sonucu ortaya ¢ikan, ileri
donemde korliige sebep olabilen 6nemli bir komplikasyondur. Uzun siireli diabet
Oykiisii olan hastalarda sinir harabiyeti (néropati) sik rastlanan bir komplikasyondur.
Diabetik noropati ise periferik, somatik ya da otonomik sinir liflerinde olusan hasar ile
karakterize bir tablodur. Bu durum noéropati kaynakli ayak iilserleri, enfeksiyon ve

sonraki siiregte organ kayiplarina yol agmaktadir (Flyvbjerg, 2000).

1.2.2.1. Diabetik Kardiyak Disfonksiyon

Diabetik bireylerde, siklikla koroner arter hastaliklar1 ve hipertansiyondan
bagimsiz olarak ventrikiiler disfonksiyon ile karakterize kardiyomyopati gelisir (Dries
ve ark., 2001). Bu tablo diabetin morbidite ve mortalitesini arttirir (Boudina ve Abel,

2007; Picatoste ve ark., 2013). Avrupa Kardiyoloji Birligi verilerine gore
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ekokardiyografide belirlenen sol ventrikiil kiitlesinin erkekler igin 125 g/m?, kadinlar

i¢in 110 g/m? iizerinde olmasi sol ventrikiil hipertrofisi tanis1 konulmasi i¢in yeterlidir.

Diabetik kardiyak disfonksiyon riskini arttiran en temel olgu hiperglisemidir.
Hiperglisemi, kalp yetmezligi gelisimini tetikleyen patojenik cevaplar ile sinerjik etki
gosterir (Aneja ve ark., 2008; Maisch ve ark., 2011). Hiperglisemi sebebiyle fazla
salgilanan insiilin sonucunda insiilin direnci gelisir. Insiilin direnci gelisen hastalarda
dokularin insiiline duyarlilig1 azalir, dokularda istenilen cevabin olugsmamasi sebebiyle
kompanse mekanizmalar devreye girer ve pankreastan insiilin salimi artar. Plazmadaki

insiilin konsantrasyonu yiikselir ve hiperinsiilinemi patolojisi tetiklenir (Fujimoto,
2000).

Hiperinsiilinemi sonucu kardiyak dokuda serbest radikal olusumu artar. Artan
serbest radikaller miyokardial lipotoksisiteye ve sitokin hasarina neden olur. Kalpte
hipertrofi ve damarlarda endotel disfonksiyon gelisir. Bu tablo, diabetin ileri
evrelerinde mikroanjiyopati, fibrozis ve makroanjiyopati olusumu riskini arttirir. Tiim
bu veriler, insiilin direnci ve kronik kalp yetmezliginin birbiriyle dogrudan iligkili

oldugunu gostermektedir.

Diabetik kardiyomiyopatinin erken doneminde; oksidatif stres, sol ventrikiil doku
yapisinda ve kalsiyum transportunda bozukluklar ve kalp metabolizmasindaki
degisikliklere bagli asemptomatik diastolik fonksiyon bozuklugu goriilmektedir. Sol
ventrikiil yapisindaki bozukluk sebebiyle sol ventrikiil pasif gerimi hasarlanir, diastol
sirasinda kalp aktif gevseyemez. Buna bagl olarak sol ventrikiil hipertrofisi ortaya
cikar. Diabetin ileri evrelerinde diastolik disfonksiyona ek olarak sistolik disfonksiyon
gelisir. Sistolik disfonksiyon nedeniyle sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu deprese olur
(Fang ve ark., 2004; Gelzinis, 2014). Bu donemde kardiyomyosit apoptozis ve
nekrozisi, myokardiyal fibrozis ve otonomik ndropati ortaya ¢ikar. Miyokardiyal
yapida yeniden sekillenme kardiyak performansi bozan renin anjiyotensin sistemi ve

sempatik sistem aktivasyonuna yol acar. Artan Ang Il ve aldesteron kardiyak fibrozisi
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tetikler, kollajen birikimi ve fibroblast artisi sonucu kardiyomyosit hipertrofisine
neden olur. Son donemde ise iskemi, hipertansiyon ve kalp kapak hastaliklar
gelisebilmektedir (Bugger ve Abel, 2014; Maisch ve ark., 2011; Zile ve ark., 2004).
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sinyalizasyonu
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Sekil 1.4: Diabetik Kardiyomyopatinin patolojik mekanizmalari

AGEs, advanced glycation end-products; FFA, serbest yag asidi; GLUT, glukoz transporter; NO, nitrik
oksit; PDH, piruvat dehidrogenaz; PKC, protein kinaz C; PPAR-a, peroxisome proliferator—activated
receptor-a; ROS, reaktif oksijen tiirleri; TG, trigliseridler; VEGF, damar endoteli biiyiime faktorii
(Falcao-Pires ve Leite-Moreira, 2012)

1.2.2.1.1. Diabetik Kalpte p-Adrenerjik Yanitverirlikte Gozlenen Degisimler ve

Olas1 Mekanizmalar1

Insiilin; glukoz metabolizmasinin disinda kardiyovaskiiler sistem iizerinde de etki
gosteren pleiotropik bir hormondur; kardiyak metabolizma, kardiyak biiyiime dahil
kalpteki bir dizi fonksiyonu diizenler. Insiilin reseptorleri kalpte oldukga bol miktarda
bulunur (Riehle ve Abel, 2016). Insiilin ile aktive olan insiilin reseptdrleri PI3K-Akt
yolagint uyarir ve Akt araciligiyla glukoz tasiyict 4 (GLUT4) vezikiillerini hiicre
yiizeyine harekete gecirerek dolasimdaki glukozun kardiyomiyositlere girigini saglar.
Buna ek olarak, kisa siireli insiilin stimiilasyonu, prosurivival Akt'i aktive ederek

apoptotik sinyali inhibe eder. (Contreras-Ferrat ve ark., 2010) [Sekil 1.5].
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Sekil 1.5: Kalpteki insiilin sinyali ve insiilin direnci. Insiilin metabolik, mitojenik ve antiapoptotik
yolaklar1 insiilin reseptor InsR)-instilin reseptor substratlar1 1 ve 2 (IRS1/2) kaskadlarinin aktivasyonu
araciligiyla uyarir. Kalp yetmezliginde insiilin reseptorleri, Akt aktivasyonu ve GLUT4 transportunun
bozulmasima neden olur. Mavi ¢izgiler, uyar1 yolaklari; mavi kesik ¢izgiler, bozulmus uyar1 yolaklari;
kirmizi ¢izgiler, aktivasyonu inhibe eden yolaklar; CA, katekolamin; SNA, sempatik sinir aktivitesi. (Q.
Fu ve ark., 2017)

Diabetin en belirgin 6zelligi hiperinsiilinemi ve beraberinde gelisen insiilin
direncidir. Kalpteki insiilin direnci sonucu olusan metabolik stres, Foxo-1 aracili gen
varliginin aktivasyonunu ve Akt sinyalini deprese ederek kardiyomyopati olusumuna
neden olur (Battiprolu ve ark., 2012). Kardiyomyopati gelisimine ek olarak
inflamasyon, oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon da gelisir (Okonko ve
Shah, 2015).

Ayrica hiperinsiilinemi sempatik sinir sistemi aktivitesinde artiga sebep olur. Bu
yanit, insiilinin kardiyak kasilmay: tetikleyen B-AR sinyali {izerindeki inhibitor
etkisine karsilik kompanse edici mekanizma olarak ¢alisir (Q. Fu ve ark., 2017
Straznicky ve ark., 2016). Artan katekolamin miktar1 ileri evrelerde insiilin etkisini
antagonize ederek kardiyak insiilin direncini daha da koétiilestirir ve kalpteki enerji

dongiisiine zarar verir (Mangmool ve ark., 2016).
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Oksidatif stres, kalp yetmezligi sirasinda goriilen kardiyak yeniden yapilanmada
rol oynayan bagka bir faktordiir. Adrenerjik sinyalin uyarilmasi, mitofiizyonda aktif
gorev yapan Drpl enzimi araciliiyla mitokondrinin par¢alanmasina neden olur (Xu
ve ark., 2016). Parcalanmis mitokondri genellikle daha az etkili bir enerji zincir
reaksiyonu ile sonuclanir. Ozetle, B-AR’lerin akut uyarilmasi ROS iiretimini arttirir
(Bovo, Mazurek, de Tombe, ve Zima, 2015). Kalp yetmezliginde santral sinir
sisteminin asir1 uyarilmasi insiilin direncini arttirir.  Artan insilin  direnci
myokardiumdaki glukoz kullanimini diisiiriir ve glukozun yag asitlerine doniismesine
neden olur (Nestel ve ark., 2017). Artan yag asitlerinin yanmasi sonucu mitokondride

ROS iiretimi artar ve miyosit hasar1 goriiliir (Q. Fu ve ark., 2017).

Saglikli bir kalpte, B-AR’lerin uyarilmasi ile artan enerji ihtiyaci sonucu,
kardiyomyositlere insiilin aracili glukoz girisi artar (Mangmool ve ark., 2017). B-
AR’lerin uyarilmasi glukoz aliminda bifazik etkiye sahiptir. Akut B-AR uyarisi
fizyolojik olarak kardiyak kasilmay:1 arttirirken, kronik uyar1 kardiyak miyosit
apoptozu, miyokardiyal hipertrofi ve kalp yetmezligi gibi bir¢cok patolojiye sebep olan
kardiyak yeniden yapilanmaya yol agar (Rockman ve ark., 2002). Ayni zamanda
kardiyomyositlerin glukoz alimini zayiflatir ve kalpte GLUT4 sentezini inhibe ederek
insiilin direnci gelismesine neden olur (Mangmool ve ark., 2016). Yapilan ¢alismalar,
ozellikle kalpte, B-AR’lerin upregiilasyonunun insiilin rezistansi patogenezine sebep
oldugunu gostermistir (Morisco ve ark., 2005; Morisco ve ark., 2007). Heather ve
ark.’nin izole perfiize rat kalplerinde yaptig1 ¢alismada, izoproterenol infiizyonunun
GLUT4 seviyelerini diisiirerek insiilin duyarliligini azalttig1 goriilmistiir (Heather ve
ark., 2009). Aym sekilde miyokardiyal p-AR’lerin asir1 uyarilmasinin
kardiyomyositlerdeki (Morisco ve ark., 2005) ve kalp dokusundaki (Mangmool ve
ark., 2016) insiilin direncini arttirdigi bulunmustur. f-AR’lerin kisa siireli uyarilmasi
sonucunda aktive olan PKA/Ca*? bagimli PI3K bagimsiz sinyal yolagi, Akt’yi treonin
308 proteininden fosforile eder ve fosforile Akt hiicre i¢cine glukoz alimini saglayan
GLUT#’iin translokasyonunu aktive eder. Kronik uyarida ise PKA/Ca*? ve PI3K
bagimli yolaklar aracilifiyla serin 473 proteininden fosforile olan Akt, insiilin

reseptorlerinin otofosforilasyonunu inhibe ederek glukozun hiicre i¢ine alinmasini
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zorlastirir (Morisco ve ark., 2005). Bu tabloda insiilin bagimli Akt sinyali bozulur ve
miyokardin kalp yetmezliginde alevlenen kardiyak strese karsi direnci diiser
(Battiprolu ve ark., 2012). Bu sonuglar, glukoz homeostazi ve insiilin direncindeki
degisikliklerin, sempatik sinir sisteminin agirt aktivasyonu sonucu siirekli
stimiilasyona maruz kalan B-AR kaynakli patolojik kosullarla iligkili oldugunu

gostermektedir.

Anormal insiilin sinyali kardiyak hiicrelerin sag kalim oranimi disiiriir ve
hipertrofi, fibroz gibi patolojilerin olusumunu tetikler (Harmancey, Haight, Watts, ve
Taegtmeyer, 2015). Yapilan calismalar, B-blokerlerle tedavinin izoproterenol ile
indiiklenen insiilin direnci ve kardiyak disfonksiyonunu antagonize ettigi, tedavi
sonrast gozlenen kardiyak cikistaki iyilesmenin glisemik kontrolii iyilestirdigi ve
insiilin gereksinimini azalttigin1 gostermistir (Alves-Wagner ve ark., 2015; Ayers ve
ark., 2012). Baska bir ¢alismada ise B-bloker olan nevibolol ile yapilan ¢alismada,
insiilin rezistansi gelisen transjenik ratlarda Akt aktivasyonu ve endotelial NO sentazin
onemli dl¢tide yiikseldigi ve oksidatif stresin azaldigi belirlenmistir (Ma ve ark., 2012).
Streptozotosin (STZ) ile diabet yapilan hayvan modellerinde yapilan ¢aligsmalarda -
AR agonist stimiilasyonu sonucu olusan kardiyak inotropik ve kronotropik yanitlarda
belirgin bir azalma gozlenmektedir. Yaklasik 30 yi1l 6dnce Savarase ve Berkowitz
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, STZ-diabetik rat kalbindeki B-AR sayisinin kontrole
oranla %28 azaldig1 ve bu azalma ile iliskili olarak kalp atim hizinin da %28 diistigii
gosterilmistir (Dincer ve ark., 2001). Laboratuvarimizda yapilan bir ¢alismada ise
benzer sekilde STZ diabetik ratlarin sag atriumunda Bi:-AR aracili kronotropik
yanitlarin bozuldugu; B2-AR aracili yanitlarin ise korundugu saptanmistir. Ayni
calismada diabetik ratlarda kardiyak Bi1-AR’lerin yaklasik %45 oraninda azaldigi da
belirlenmistir (Altan ve ark., 2007).

Tim B-AR'ler Gs proteinine kenetlenebilir, AC'yi uyarabilir, ikincil ulak cCAMP'i
tiretebilir, ancak alt sinyal yollarin1 aktive etme kabiliyetlerinde 6nemli farkliliklar

bulunmaktadir. Ornegin kardiyak miyositlerde fetal genlerin ve apoptotik yolaklarin
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CaMKlI'ye bagl indiiksiyonuna 1-AR'lar tarafindan aracilik edilirken $2-AR’lerde bu
etki gézlenmemistir (Sucharov ve ark., 2006; W. Z. Zhu ve ark., 2003). Buna karsilik,
B2-AR'lerin uyarilmasi hiicre sagkalim sinyallerini aktive ederken, B1-AR'ler kardiyak
miyositlerde apoptotik yolaklar1 tetikler (Communal ve ark., 1999). B-AR’lerin kronik
uyarilmas: sonucu olusan, insiilin reseptorlerinin insiilin aracili otofosforilasyon
yaniti, insiilin reseptorlerinin Thr fosforilasyonu ile iliskilidir. Morisco ve ark., rat
kardiyomyositlerinde f-AR’lerin Thr iizerinden insiilin reseptorlerini fosforilasyonuna
B1-AR’lerin eslik ettigini gostermistir (Morisco ve ark., 2005). Bununla birlikte .-
AR’lerin uyarilmasi, kardiyomiyositlerde insiilin kaynakli glukoz alimin1 ve GLUT4

translokasyonunu baskilamaktadir (Mangmool ve ark., 2017).

B1-AR aracili inotropik sinyal yolaginda, uyarilma sonucu AC aktive olmakta,
buna bagli olarak cAMP diizeyleri artmakta, cAMP PKA’y1 aktive etmekte, PKA da
L tipi Ca*? kanallar1, PLN, troponin I, RyR gibi hedef proteinleri fosforile ederek
kardiyak yaniti meydana getirmektedir. Diabetik ratlarda bu yolagin bircok noktasinda
farklilasma oldugu bulunmustur. Ornegin, STZ-diabetik rat kardiyomiyositlerinde
izoprenalin ile uyarilan AC aktivitesinin %56 oraninda azaldig bildirilmistir (Nishio
ve ark., 1988). Kalbin kasilma ve gevseme yanit1 hiicre i¢indeki serbest Ca*? diizeyleri
ile diizenlenmektedir. Hiicre ici serbest Ca*? diizeylerini belirleyen ise SR’den Ca*?
salimmi ve geri alimm diizenleyen SERCA2a’dir. Ote yandan, fosfolamban
SERCAZ2a aktivitesini diizenleyen eden bir fosfoproteindir (He ve ark., 1997).
Fosfolambanin fosforilasyonu ile SERCAZ2a iizerindeki inhibitor etkinlik ortadan
kalkmakta ve Ca*? SR’ye geri alinabilmektedir. Bu da diastolik yanita katkida
bulunmaktadir. SERCA2a/PLN orani 6zellikle diastolik fonksiyon yoniinden 6nemli
bir belirtegtir (Koss ve Kranias, 1996). Diabette SERCA2a ve fosforillenmis

fosfolamban protein oraninin azaldig: bildirilmistir (Connelly ve ark., 2007).

ER’nin katlanma kapasitesinin asildigi ve katlanmamis ya da yanlis katlanmig
proteinlerin birikerek katlanmamis protein yanitina yol actig1 ve bu proteinleri tespit

eden transmembran alicilarin (Sensor) tetikledigi bir durum olarak tanimlanan
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Endoplazmik retikulum (ER) stres (Cummings ve ark., 2011), kardiyak fonksiyon
acisindan, Ozellikle de diastolik fonksiyonun siirdiiriilebilmesi i¢in 6nemli bir
parametredir. Tip 2 diabet modeli olan OLETF (Otsuka Long Evans Tokushima Fatty)
ratlarda, ER stresin SERCA’nin ubikitinasyonunu arttirdigi, bdylece pompanin
ifadesinin azalmasina ve diastolik disfonksiyona neden oldugu bulunmustur (Takada
ve ark., 2012). Ayrica, yiikksek yag diyeti ve diisiik doz STZ injeksiyonu ile olusturulan
Tip 2 diabetik rat modelinde de ER stresin kardiyak disfonksiyona etkisi oldugu
gosterilmis ve bu bulgu diabetik kardiyomiyopati ile iliskilendirilmistir (Z. Liu ve ark.,
2015).

1.2.3. Diabetes Mellitus’ta Tedavi Yaklasimlari

Gilinlimiizde TI1D gelisiminin Onlenmesini saglayabilecek etkin bir yontem
mevcut degildir. Buna karsin basit yasam tarzi degisiklikleri ile T2D gelisme riski
azaltilabilir. Amerika’da yapilan Diabet Onleme Programi (Diabetes Prevention
Program, DPP) calismasinda prediabetik insanlarin yasam tarzinda yapilan
degisikliklerin diabet agisindan goreceli riski %58 azaltigi bulunmustur (Knowler ve
ark., 2002).

T2D’li hastalarin tedavisinde temel hedefler, kan glukozunun normal diizeylere
indirilmesi, mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarin ve kardiyovaskiiler risk
faktorlerinin en aza indirilmesidir. ikincil hedefler kilo kontroliiniin saglanmasi, kan
basinci ve lipid diizeyi gibi hastalik tablosunu kétiilestirecek risk faktdrlerinin kontrol
altina alinmasidir. Bu nedenle hastalarin, kan glukozu ve HbAlc seviyelerinin diizenli
takip edilmesi ve hastalifin seyrine uygun bir tedavi semasi olusturulmasi

gerekmektedir (Shimizu ve ark., 2012).
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Giiniimiizde, diabet tedavisinde kullanilan oral antidiabetik ila¢ gruplari;
stilfoniliire tiirevleri, non-siilfoniliire sekretoglari, biguanidler, thiazolidinedionlar
(glitazonlar), a-glukozidaz inhibit6rleri, SGLT-2 inhibitorleri, inkretinler (Glukagon
benzeri peptid (GLP-1) reseptor agonistleri ve dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4)
inhibitdrleri), kannabinoid reseptor modiilatorleri ve endojen amilin molekiilii agonisti

(pramlintide) olarak siralanir.

Tedavide ilk sirada tercih edilen ilag biguanid tiirevi metformindir. Metformin
karacigerin endojen glikoz tiretimini azaltirken karacigerde ve basta iskelet kasi olmak
tizere periferik dokularda insiiline duyarliligi arttirir (Mizuno ve ark., 2008). Etkisini
AMP-aktive protein kinaz (AMPK) aktivasyonu ile gosterir. A¢lik sirasinda AMPK
aktive olur ve enerji harcayan mekanizmalar1 inhibe ederken enerji iireten
mekanizmalan aktive eder (Zhang ve ark., 2016). Metformin, AMPK yolagini aktive
ederek enerji iiretimi icin tiiketilen kandaki glukoz konsantrasyonunu azaltir. Insiilin
seviyelerine dogrudan etki gostermediginden hipoglisemi riskini arttirmaz, kilo
kontrolii saglar. (Forcheron ve ark., 2009) Metformin, biguanid tiirevleri igerisindeki
en giivenli ilag olsa da hipoksi aracili laktik asidoz yapabilir. (Grant, 2003; Krentz ve
ark., 2008)

Sulfoniliireler diabet tedavisinde kullanilan en eski oral antidiabetik ilag
grubudur. Pankreas beta hiicrelerinden insiilin salimin1 arttirirlar. Beta hiicrelerindeki
Siilfoniliire reseptorleri-1 (SUR 1) reseptorleri araciligiyla K* kanallarini bloke
ederler. K" akiminin azalmasi sonucu membran depolarize olur ve voltaj duyarli Ca*?
kanallar1 aracihigryla hiicre icine Ca*? girisi artar, insiilin salimi artar. Ancak anabolik
etkili insiilin diizeyinin artmasi nedeniyle hastalarda kilo artig1 gozlenir. Ayrica,
hipoglisemi riski artar (Thule ve Umpierrez, 2014). Baslica yan etkileri hipoglisemi,

kilo artis1, hepatotoksisite, ender olarak agriiniilositoz ve kemik 1iligi aplazisidir. T1D

ve hipoglisemiye egilimli olanlarda kontrendikedir (Mizuno ve ark., 2008).
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Glinidler sulfoniliireler gibi pankreas beta hiicrelerindeki SUR reseptorleri
tizerinden insiilin salinimini arttirirlar. Siilfoniliirelerden farkli olarak bu etkilerini
ATP duyarli K* kanallarim kapatarak direkt gosterirler. Glinidler hizli etkilidir ancak
yartlanma Omiirleri kisadir. Etki siireleri kisa oldugundan doz araliklar da siktir. Bu
nedenle, daha ¢ok postprandial hiperglisemiyi kontrol etmek icin kullanilirlar.
Sulfoniliirelere oranla hipoglisemi riski azdir. Kilo artisina neden olurlar (Krentz ve

ark., 2008; Mizuno ve ark., 2008).

Ince barsaktaki fircamsi tiiyciiklerde bulunan o-glukozidaz —enzimi,
oligosakkaritleri ve disakkaridleri monosakkaridlere parcalayan enzimdir. a-
glukozidaz inhibitorleri, bu enzimi geri doniisiimlii inhibe ederek sakkaritlerin
barsaklardan emilimini azaltir. Karbonhidratlarin emiliminin yavaslamasi, atiliminin
hizlanmasi 6zellikle yemek sonrasi kan sekerinin diismesinde etkilidir (Krentz ve
Bailey, 2005). Ancak bu grup barsakta gaz, siskinlik, diyare gibi gastraointestinal yan
etkilere sebep olur (Krentz ve ark., 2008; Mizuno ve ark., 2008; van de Laar ve ark.,
2005).

Tiazolidindionlar, karbonhidrat ve lipid metabolizmasini diizenleyen insiilin-
sorumlu genleri (insulin response genes) aktive ederek insiilin duyarliligini arttiran
peroksizam proliferatorii reseptor y (PPARY) nin segici agonistidir. Bu ilaglar etkilerini
insiilin varliginda gosterirler. GLUT tasiyicilarinin sentez ve hareketliligini arttirarak
kas ve yag dokularina glukoz tasinmasina aracilik ederler (Bell, 2003). Nadiren de olsa
hastalarda hepatotoksisiteye neden olabilirler. Ayrica kandaki insiilin artisina bagh
olarak anemi, kilo artis1 ve 6dem yapabilirler. Tedavinin devaminda sivi tutulumu ve
kalp yetmezligi gelisebileceginden kalp yetmezIligi olan hastalarda kontrendikedir
(Psaty ve Furberg, 2007). Ayrica postmenapozal kadinlarda ve ileri yastaki erkeklerde
kemik kirig1 riskini arttirdigr bildirilmistir.
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SGLT-2 inhibitorleri, sodyum glukoz kotransporterlarini (SGLT-1 ve SGLT-2)
inhibe ederek etkisini gosterir. SGLT 1, ince barsakta glukoz emilimini arttirarak
bobrekten filtre edilecek glukoz yiikiinii artirir. SGLT 2, proksimal tiibiilde bulunan
glukozun %90’1mnin geri emilimini saglar. SGLT inhibitorleri ince barsakta glukoz
emilimini azaltir ve renal glukoz atilimini arttirir. Glukoz atiliminin artigina bagl kilo
kayb1 ve kan basincinda diisiis goriiliir. (Krentz ve ark., 2008; Tahrani ve ark., 2013).
Bobrek yetmezligi hastalarinda etkili degildir. Etki gostermeleri i¢in hastalarin
glomeruler filtrasyon hizinin yeterli olmas: gerekir. Idrar yolu enfeksiyonu ve genital

yollarin enfeksiyonuna neden olabilir (Krentz ve ark., 2008).

Amilin yemek sonrasi pankreas 3 hiicrelerinden insiilin ile birlikte salgilanan bir
peptid hormondur. Amilin varligr pankreasin o hiicrelerinden glukagon salimini
baskilar ve gastrik bosalmayr geciktirir. Amilinin sentetik analogu Pramlinitid,
amilinin farmakodinamik 6zelliklerini taklit eder ve antidiabetik ilaglarla kombine
kullaniminda kan sekerinin diizenlenmesine yardimci olur (Singh-Franco ve ark.,
2007). Subkutan olarak uygulanmasi gerektiginden tedavide hasta uyuncu zordur. En
stk goriilen yan etkileri mide bulantisi, kusma, anoreksi ve hipolisemi olarak

bildirilmistir (Hollander ve ark., 2003).

Obezite tedavisinde kullanilan selektif kannabinoid reseptor-1 (CB1)
antagonistleri endokannabinoid sistemi aktive ederek hipotalamustaki istah kontrol
merkezini baskilar. Obez hastalarla yapilan klinik ¢aligmalarda bir CB-a antagonisti
olan rimonabantin metabolik sendrom riskini azalttig1 gosterilmistir. Ancak uzun
stireli kullannminda ortaya ¢ikan psikiyatrik yan etkiler ve intihar egilimine artig

sebebiyle tedavide ¢ok tercih edilmemektedir (Kennedy ve Khoo, 2005).

Inkretinler, glukagon siiperfamilyasimin barsaktan salgilanan iiyeleridir
(Waldrop ve ark., 2016). Glukoz-bagimli instilinotropik polipeptid (GIP) ve glukagon

benzeri peptid-1 isimli inkretinler, yemek sonrasi dakikalar iginde salgilanarak
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pankreas [-hiicrelerinden insiilin salgilanmasini arttirirlar (Goud ve ark., 2016).
Inkretin etki iizerinde GLP-1, GIP’e oranla daha etkin rol oynadigindan diabet tedavisi
icin GLP-1 konsantrasyonunu arttiracak iki ila¢ grubu gelistirilmistir (Christensen,
2016). Bu gruplar, GLP-1 agonistleri ve DPP-4 inhibitorleri olarak adlandirilir.
GLP-1 reseptor agonistleri, GLP-1 reseptorlerine reversibl baglanarak insiilin
salgilanmasinit dogrudan stimiile ederken; DPP-4 inhibitorleri, endojen GLP-1’in
yikilmasini engelleyerek etki siiresini uzatir (Burgmaier ve ark., 2013). Her iki grup
da T2D hastalarinin kan sekerini ve HbAlc seviyelerini kabul edilebilir seviyelere

distirtirler. Hipoglisemi riskleri ¢ok diisiiktiir ve kilo aldirmazlar (Scheen, 2012).

1.2.3.1. Diabet Tedavisinde Kullamlan Tlaclarin Kardiyak Fonksiyonlar
Uzerindeki Etkileri

Diabet tanisi konulan bir hastada ilk tercih edilen ilag, biguanid tiirevi
metformindir. UKPDS isimli bir ¢aligmada Ingiltere, iskogya ve Kuzey Irlanda’daki
23 merkezde 5100 yeni tan1 konmus diabet tanili hastalar izlenmis, uygulanan farkli
tedavi yontemlerinin etkinligi arastirilmistir. Tek basina metformin kullanan T2D
hastalarinda diabet profilindeki iyilesmeye paralel olarak diabete bagh
komplikasyonlarda belirgin azalma oldugu gosterilmistir. Ayrica miyokard infarktiisii
ve kalp hastaligina bagli mortaliteyi azaltmistir (King ve ark., 1999). Bu azalma,
calismanin bitirildigi tarihte istatistiksel agidan anlamli bulunmamisken; ¢alismanin
tamamlanmasindan 10 y1l sonra ayn1 hastalar yeniden degerlendirildiginde, hastaligin
erken doneminde iyi glisemik kontrol saglanan gruptaki bireylerde makrovaskiiler
komplikasyon gelisimi ve mortalitenin yilizdesinde istatistiksel anlamli bir diisiis
oldugu goriilmiistiir. Bu durum erken evrede metformin tedavisinin “metabolik hafiza”
olusturarak kardiyak komplikasyon gelisimine karst koruyucu etkisi oldugunu
gostermistir (Jayawardene ve ark., 2014). Etki mekanizmasi tam anlagilmasa da,
deneysel veriler sonucunda metforminin enflamasyonu azaltip vaskiiler gegirgenligi

arttirarak damar fonksiyonlarini iyilestirdigi diisiiniilmektedir. Ayrica metformin,
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plazminojen aktivator inhibitorii-1 enziminin dolasimdaki seviyelerini diistiriir.
Boylece aterotromboz gelisimi riskini azaltir (Grant, 2003; Krentz ve ark., 2008). Kalp
dostu olmasima ragmen Ug yil boyunca metformin tedavisi alan diabetik hastalarin
yaklasik %50’sinde kabul edilebilir glukoz seviyelerine ulasilirken; dokuz yillik
tedavide bu oranin %25’¢ geriledigi goriilmistiir (Fisman ve Tenenbaum, 2015;
Jayawardene ve ark., 2014; Turner, Cull, Frighi, ve Holman, 1999). Bu durum omiir
boyu siirecek bir tedavide, kan sekerini diisiirmek i¢in metforminin tek bagina yeterli
olmayacagi anlamina gelmektedir. Metforminin uzun vadede kardiyovaskiiler yan

etkisi olmayan bagska bir antihiperglisemik ilagla kombinasyonu yararli olacaktir.

Rutin tedavide ilk akla gelen grup siilfoniliirelerdir. Giivenli bir grup gibi
goriinseler de, kalp tizerindeki etkileri tartigmalidir. Siilfoniliireler, ATP-bagimli
potasyum kanallarin1 kapatarak insiilinotropik etki yaparken kalpte istenmeyen yan
etkiler olusturur; myokardial iskemi sirasinda kanallarin aciligin1 kismen inhibe ederek
Ca*2 akigin1 engeller ve hiicreyi koruyan hiperpolarizasyonu &nler (Kottenberg ve ark.,
2014). Bir klinik ¢aligmada sekiz yil boyunca birinci kusak siilfoniliire olan
tolbutamid kullanan hastalarin plasebo veya insiilin kullanan hastalardan iki kat daha
fazla kardiovaskiiler 6liim riski tasidigi bulunurken; baska bir calismada 14 yil
boyunca birinci ve ikinci kusak stilfoniliire kullanan hastalardaki kardiovaskiiler risk
oraninda diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir (Fitchett, Udell, ve
Inzucchi, 2016). Baska bir c¢alismada ise yeni ve eski kusaklar arasinda
kardiyovaskiiler etkinlik konusunda farklilik olabilecegi en yeni siilfoniliire
glimepridin gliburide oranla iskemiye kars1 olusan vazodilatasyon cevabini korudugu,
gliburidin ise bu cevabi azalttig1 gosterilmistir (Fitchett ve ark., 2016; Krentz ve ark.,
2008). Metforminle kombine kullanimlarinda mortalitede artisa sebep oldugu ve
ozellikle yash ve karaciger yetmezligi olan hastalarda laktik asidoz riskini arttirdigi

goriilmiistiir (Rao, Kuhadiya, Reynolds, ve Fonseca, 2008).

ATP-bagimli potasyum kanallarin1 kapatarak etki gosteren glinid bilesikleri de

stilfoniliirelere benzer kardiyovaskiiler riskler tasimaktadir. T2D hastalarda yapilan
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klinik ¢aligmalarda, metformin ile kombine kullanilan glinidlerin (6zellikle glipizid)

kardiyovaskiiler kaynakli mortalite oranin1 arttirdigi gosterilmistir (Mogensen ve ark.,
2015).

Glitazonlar ise s1v1 retansiyonu yaptigindan 6dem, inme, konjestif kalp yetmezligi
ve tiim bu nedenlere bagli mortalite riskini arttirir. Sulfoniliire ve insiilinle kombine
kullanimda bu riskler daha da artar (Wagstaff ve Goa, 2002). Bu nedenle karaciger
hastaliklarinda ve konjestif kalp yetmezliginde (NYHA Class 1-4) kontrendikedir,
ayrica, 65 yas ve ustii hastalarda dikkatli kullanilmalidir (Graham ve ark., 2010; Lu ve
ark., 2013).

Ozetle, klinikte sik¢a kullamlan antihiperglisemik ajanlar tedavi sirasinda cesitli
kardiyovaskiiler yan etkilere yol agabilmektedir. Ayrica son yapilan ¢alismalar, T2D
tedavisinde etkin bir glisemik kontroliin mikrovaskiiler yan etkileri azaltsa da
makrovaskiiler yan etkilerin azalmasinda tek basina yeterli olmadigint gostermistir
(Waldrop ve ark., 2016). Bu noktalardan yola ¢ikarak tedavideki oncelikli konular;
hipoglisemi ve kardiyovaskiiler komplikasyonlar1 tetiklemeden iyi bir glisemik
kontrol ve kardiyovaskiiler koruma saglamaktir. Bu durumda kan sekerini diistiriirken

kardiyoprotektif etki de gésteren yeni antihipertansif ila¢ gruplarina ihtiya¢ vardir.

Diabette yeni tedavi yaklasimi olarak degerlendirilen inkretinmimetikler,
kardiyovaskiiler sistem {izerinde dogrudan ve dolayli yollarla koruyucu etki
gosterdiklerinden (Saraiva ve Sposito, 2014) istenilen kardiyak dostu profile sahiptir.
Bu gruptaki ilaglar, hipoglisemi riski olmadan insulin duyarliligin1 arttirir, kan sekerini
distirtir, kilo alimma neden olmaz, tokluk hissi verir ve kardiyovaskiiler risk

olusturabilecek metabolik yolaklar {izerinde etki gosterir.
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1.2.3.2. inkretinmimetikler

Oral yolla alinan glukozun intravendz yolla verilen glukoza gore viicuttaki instilin
salimini daha fazla arttirmas: inkretin etki ile aciklanmaktadir. Inkretinler, glukagon
stiperfamilyasinin barsaktan salgilanan tyeleridir (Waldrop ve ark., 2016). Yemek
sonras1 dakikalar icerisinde salgilanarak inkretin etkiden sorumlu olan insiilin

salgilanmasi yanitlarinin %70’ini olustururlar (Goud ve ark., 2016).

[lk izole edilen inkretin, GIP olmustur. Duodenum ve proksimal jejenumdaki K-
hiicrelerinden sentezlenen GIP molekiilii, insiilinotropik etki ile kan sekerinin
diizenlenmesinde aktif gorev yapar. Intestinal bolgeden salgilanan en énemli inkretin
ise GLP-1"dir. Bu peptid, jejenum ve distal ileumunda bulunan L-hiicreleri tarafindan
sentezlenmektedir. Kendisini sentezleyen gen ile pankreasin o-hiicrelerindeki

glukagon geni aynidir. (Ranganath, 2008).

GIP, karbonhidrat, yag ve protein alimi ile sentezlenmeye baslar. GLP-1 sentezi
ise karbonhidrat, yag ve daha az oranda da protein alimi ile artar. GIP ve GLP-1
sirasiyla %20 ve % 80 oraninda inkretin etkiden sorumludur (Kluz ve Adamiec, 2006).
Plazma yar1 omiirleri 4-7 dakika arasidir. Her iki inkretin de dipeptidil peptidaz-4
(DPP-4) enzimi ile 1-2 dakikada yikilmaktadir (Hamdani ve ark., 2014).

GLP-1 sentezlendikten sonra pankreastaki G-protein ¢ifti reseptoriine baglanir.
AC araciligryla cAMP iiretimini stimiile ederek pankreas B-hiicrelerinden insiilin
salgilanmasini arttirir. [Sekil 1.6] Pankreas a-hiicrelerini duyarsizlastirarak glukagon
salgilanmasini ve hepatik glukoneogenezisi baskilar. Ayrica iyon kanallar araciligiyla
membran gecirgenligini arttirarak (Waldrop ve ark., 2016) pankreastaki -hiicrelerin
gen ekspresyonlarini arttirir ve daha uzun omiirlii olmalarini saglar. Boylece insiilin

araciligiyla kandaki glukoz seviyesini diistirtir (Burgmaier ve ark., 2013). Glukoz
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bagimli bir yanit oldugundan hipoglisemi goriilme riski diigiiktiir. Yemek sonrasi
gastrik motiliteyl yavaslatarak ani kan sekeri ylikselmelerini ve istah1 azaltir.
Hipotalamik etki ile tokluk hissi uyandirir (Little ve ark., 2006). Bu etki, postprandiyal
glukoz ylikselmelerinin normallestirilmesi ve homeostazi korumak i¢in Snemlidir

(Dailey ve Moran, 2013).

Glukoz |
A

GIP/GLP-1

insiilin

Sekil 1.6: GLP-1 aracili glukoza bagimli insulin salim1 mekanizmasi (Girard, 2008)

Inkretinlerin etkisi kisa siirelidir. Endotel hiicrelerden salgilanan DPP-4 enzimleri,

serbest GLP-1 ve GIP’1 1-3 dk igerisinde inaktif formlar1 GLP-1[9-36] ve GIP[3-

42]’ye parcalar. Bu durum plazma yar1 dmiirlerinin kisa olmasina yol agmaktadir.

T2D’de GLP-1 ve GIP seviyeleri diiser ve inkretin etki azalir. Bu durum patolojiyi
daha da kétiilestirir. Inkretin etki iizerinde GLP-1, GIP’e oranla daha etkin rol
oynadigindan diabet tedavisi i¢in gastrointestinal sistemdeki GLP-1 konsantrasyonunu
arttiracak iki ila¢ grubu gelistirilmistir. Bu gruplar, GLP-1 agonistleri ve DPP-4
inhibitorleri olarak adlandirilir (Burgmaier ve ark., 2013). Her iki grup da T2D
hastalarinin kan sekerini ve HbAlc seviyelerini kabul edilebilir seviyelere diistiriirler.
En 6nemli 6zelliklerinden ikisi; siilfoniliirelerden farkli olarak, hipoglisemi risklerinin

cok diisiik olmasi ve tiazolidindion ya da stilfoniliirelerin aksine kilo aldirmamalaridir

(Scheen, 2012).
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1.2.3.2.2. GLP-1 Analoglar

GLP-1 reseptor agonistleri, dogal inkretinin fizyolojik etkilerini gosteren, DPP-
4’e direngli, sentetik, tam reseptdr agonistleridir. GLP-1 reseptorlerine yiiksek
afinitede baglanarak glukoz bagimli insiilin salimini arttirip glukagon salgilanmasini
baskilarlar; gastrik bosalmay1 geciktirip istahi1 azaltirlar (Goud ve ark., 2016).
Pankreasta B-hiicre sayisini artirict etkilerinin yani sira, bu hiicrelerde apoptozisi de

azaltirlar.

Klinikte en sik kullanilan analoglar; Eksenatid ve Liraglutid’dir. Agonistler,
endojen GLP-1 ile karsilagtirildiginda, DPP-4’e daha direnglidir. Bu nedenle etki

stireleri endojen GLP-1’den uzun siirer.

Piyasaya verilen ilk GLP-1 agonisti Exenatid’dir. Exenatid HbAlc degeri %7 nin
tizerinde olan T2D hastalarinda bu degeri %0,5-1,0 oraninda diistiriir. Uzun etki siireli
exenatid, glisemik kontrolde kisa etki siireli exenatide gore (HbAlc’de %1,5-1,9
arasinda azalma) daha etkindir HbAlc’yi diislirmenin yani sira 3-5 kg’lik kilo kaybu,
lipid profillerinde (Total kolesterol, LDL, TAG) ve hepatik aminotransferlerde

lyilesme saglar.

Tedaviye ilk baslandiginda hastalarin %30’unda goriilen yan etkiler bulant1 ve
kusmadir. Yeni tedaviye baglayan hastalarda dozun kademeli olarak arttirilmasi
durumunda bu yan etkiler azalir. Gastrointestinal yan etkilerin disinda subkutan
uygulama da hasta uyuncunu azaltan bir diger faktordiir. Haftada bir kez subkutan
uygulamaya imkan taniyan uzun etki siireli GLP-1 reseptor agonistleri gelistirilerek

hasta uyuncunun arttirilmas1 amaclanmustir.
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GLP-1 reseptor agonistleri, pankreatik duktal hiicrelerinin proliferasyonunu
tetikledigi i¢in akut pankreatit riskini arttirir. Bu nedenle pankreatik adenokarsinomlu
hastalarda kontrendikedir. Ayrica rodent ve insanlardaki tiroidlerde, C-hiicre
dizilerinde GLP-1 reseptorlerinin varligr gosterilmistir. Bu etkiye bagli olarak, C-
hiicreli tiroid kanseri tanilarinda da kontrendikedir. Dogrudan insiilin salgilanmasin
arttirmadi@indan hipoglisemi riski oldukca diisiiktiir, ancak diger oral insiilin

salgilaticilarla kombine kullanildiginda hipoglisemi riski artar.

GLP-1 reseptorleri pankreas disinda kardiyak ve wvaskiiler dokularda da
bulunmaktadir (Saraiva ve Sposito, 2014). Bu reseptorler klasik pankreas GLP-1
reseptorlerinden farkli olarak insiilin ve glukagon tizerindeki etkilerinin disinda farklh

mekanizmalara aracilik etmektedir (Ban ve ark., 2010; Ban ve ark., 2008).

1.2.3.2.3. DPP-4 inhibitorleri

Tip2 DM hastalarinda bozulmus inkretin cevabi, DPP-4 enzim aktivitesi ile
glukoz homeostaz1 birbiriyle iliskilidir. Artan HbAlc seviyesi, DPP-4 aktivitesini

arttirarak inkretin cevabin azalmasinda rol oynamaktadir (Mannucci ve ark., 2005).

DPP-4 inhibitorleri, ekspresyonu T2D ile artmus dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4)
enzimini %80 oraninda inhibe ederek, kandaki endojen GLP-1 ve GIP’in aktif
konsantrasyonlarda kalis siiresini 2-3 kat uzatir (Cuny ve ark., 2012). Etki siiresi
uzayan endojen GLP-1, pankreastan insiilin salimini arttirir ve glukagon salimini
baskilar. Pankreastaki B-hiicrelerini arttirirken ayn1 zamanda apoptozise karsi korurlar.
Yemek sonrasi artan glukoz seviyelerini ve kandaki ani glukoz dalgalanmalarini
disiiriirler.  Klinik ¢alismalarda, HbAlc’yi  %0,5-%1 arasinda distirdiikleri

gosterilmistir (Jayawardene ve ark., 2014; Jose ve Inzucchi, 2012).
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Kandaki ~ GLP-1  seviyesini,  GLP-1  reseptdor  agonistleri  kadar
yiikseltemediklerinden (Waldrop ve ark., 2016), gastrik bosalmay1 yavaslatmazlar ve
kilo iizerindeki etkileri nétrdiir. Insiilin salimi iizerinde GLP-1 reseptdr agonistleri
kadar etkili degillerdir, ancak, gastrointestinal sistemdeki yan etkileri agonistlere gore
daha ilimhidir. Ayrica agiz yoluyla kullanilmalari nedeniyle hasta uyuncu GLP-1
reseptor agonistlerine gore daha yiiksektir. Ek olarak hipoglisemi riski daha diistiktiir.
Bu gruptaki ilaglar da pankreatit ve pankreas kanserinde kontrendikedir. Ayrica DPP-
4 enziminin baskilanmasina bagli bas agrisi, nazofaranjit, {ist solunum yollari
enfeksiyonu, iiriner sistem infeksiyonu gelisebilecegi bildirilmis, ancak, klinikte bu
yan etkilere ¢ok fazla rastlanmamistir (Jayawardene ve ark., 2014; Willemen ve ark.,
2011).

Giiniimiizde klinikte kullanilmak {izere gelistirilen DPP-4 inhibitorleri Tablo 2°de
gosterilmistir. Bu grupta ilk onaylanan ilag sitagliptindir. Sonrasinda sirasiyla
vildagliptin, saxagliptin, alogliptin ve linagliptin piyasaya ¢ikmistir (Scheen, 2012).
Vildagliptin disinda tim DPP-4 inhibitorleri giinde 1 kere kullanilir. Kilo
aldirmamalari, iyi tolere edilebilmeleri, diigilk hipoglisemi riski gibi avantajlart
sebebiyle obezite, yashilik, bobrek yetmezligi veya kardiyovaskiiler komplikasyon
goriilen T2D hastalarda, farkli bir gruptan antihiperglisemik ajanla kombinasyonlari

tercih edilir (Hinnen, 2015; Scott, 2017).

GLP-1 reseptor agonistlerinde oldugu gibi, DPP-4 inhibitorleri araciligiyla artan
endojen GLP-1"in kalp ve vaskiiler dokudaki GLP-1 reseptorlerini uyararak diabetli
hastalarin kardiyovaskiiler sisteminde direkt ya da indirekt yollarla koruyucu etkinlik

gosterdigi distiniilmektedir.
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1.2.3.2.3.1. Sitagliptin

T2D’de kullanilan sitagliptin (MK-0431); DPP-4 enziminin geri donisiimli
kompetetif inhibitoriidiir. 2006 yilinda FDA onay1 almistir. Endojen GLP-1 ve GIP’1n
parcalanmasindan sorumlu DPP-4 enzimini inhibe ederek inkretinlerin Omiirlerini

uzatir ve glukoz aracili insiilin cevabin arttirir (Sekil 1.7).

Oral Yag ‘..
beslenme @ Kas
¢ 4 Glukoz alimi
|’ ® . B hiicreleri
I ‘ d T f instlin
Glukoz
: f GLP-1 a hucrelen
| GIP < S ¥ Glukagon
\
| W v
| | H Jv Glukoz
DPP-4 1zlica

uretimi
ince barsak inhibitorleri GLP'1(9'3§) ve
fircamsi y(izeyi GIP (3-42)'ye inaktive e '
olurlar. Karaciger

Sekil 1.7: DPP-4 inhibitorlerinin etki mekanizmas1 (McDougall ve ark., 2011)

Sitagliptin bu etkisini, artan aktif GLP-1 seviyeleri lizerinden gosterir. Pankreasin
beta hiicrelerindeki inkretin reseptorlerinin uyarilmasi sonucu hiicre ici cAMP aracili
PKA artar ve artan PKA farkli hedefleri (GLUT 2, K+/ATP kanal1 gibi) fosforile eder.
Fosforilasyon sonucunda ER’den Ca*? salmimin1 uyararak insiilin ekzositozunu arttirir
(Girard, 2008).

32



Su ana kadar saglik otoritelerince onaylanan sitagliptin miistahzarlar1 Januvia,
Glactiv, Tasavel ve Xelevia’dir (Dhillon, 2010; Plosker, 2014). Agizdan giinde bir kez
100 mg kullanilmas: yeterlidir. Biyoyararlanim1 %87 oranindadir. 1-4 saat arasinda
plazma pik konsantrasyonuna ulasir, plazma yar1 dmrii 8-14 saattir. (Bergman ve ark.,
2007).

Klinik veriler, tek basina sitagliptin kullanimmin HbA1C diizeyinde %0,88’1ik
diisiis yaptigint gostermektedir. Kilo aldirmaz; aksine sitagliptin kullanan hastalarda

%1,0-1,5 oraninda kilo kayb1 gozlenmistir (Montilla ve ark., 2014).

Sitagliptinin  kardiyovaskiiler giivenilirligi ile ilgili en somut bilgiler
kardiyovaskiiler hastalik gelisen T2D’li erigkinlerde (> 50 yas) randomize, ¢ift kor,
plasebo kontrollii, ¢ok uluslu (n>14,500) TECOS ¢alismasindan elde edilmistir (Green
ve ark., 2013).

Ortalama ti¢ y1llik izlem sonucunda; tek basina sitagliptin kullaniminin plaseboya
kiyasla HbAlc diizeyinde hafif ancak anlamli diisiis yaptigi; bobrek fonksiyonu
tizerine plaseboyla karsilastirildiginda klinik agidan anlamli bir yan etkisi bulunmadigi
(Cornel ve ark., 2016); kalp yetmezligi kaynakli hastaneye yatis oraninda ve
kardiyovaskiiler 6lim oraninda 6nemli bir degisiklik olmadig1 gozlenmistir (Green ve

ark., 2013).
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1.2.3.2.3. GLP-1’in Kardiyak Fonksiyonlar Uzerindeki Etkileri

Diabetin ileri evrelerinde goriilen vaskiiler disfonksiyon erken ateroskleroza sebep
olabilmektedir. GLP-1 reseptorleri, vaskiiler sistemde endotel hiicreleri ve diiz kas
hiicrelerinde lokalize olmustur (Goud ve ark., 2016). Klinik ve deneysel ¢aligmalar ile
endotel hiicrelerindeki GLP-1 ve GLP-1 reseptorlerinin dogrudan kardiprotektif etki
gostererek T2D ve T1D’de endotelyal fonksiyonu iyilestirdigi gosterilmistir (Cantini
ve ark., 2016). Koska ve ark.’nin T2D hastalarinda yaptigi ¢alismada, exenatid
kullaniminin GLP-1 aracili endotelyal fonksiyonu dogrudan iyilestirdigi; kan sekeri
ve lipid diisiiriicii etkisi ile disfonksiyonu dolayli olarak engelledigi; endotelial AMPK
yolagi aktivasyonunu uyarici etkisi ile eNOS aracili NO {iretimini arttirdig

bildirilmistir.

Endotelyal disfonksiyon ise adezyon molekiillerinin ve kemokinlerin artisiyla
karakterizedir. Damar duvarindaki monosit ve inflamatuar hiicrelerin artis1 adezyona
sebep olur (Simo ve Hernandez, 2016), NO mekanizmasi bozulur ve endotelyal
disfonksiyon ortaya ¢ikar (Goud ve ark., 2016). GLP-1, kardiyak fonksiyonlar1 ve
kardiyak glukoz metabolizmasini iyilestirerek oksidatif stres, apoptozis ve diabetin
mikrovaskiiler bariyer disfonksiyonuna kars1 kardiyak mikrodamarlar1 korur (Saraiva
ve Sposito, 2014). Kelly ve ark. GLP-1’in koruyucu mekanizmasinin cAMP-PKA-
aracili yolak iizerinden rho inhibisyonu yaparak calistigini gostermistir (Kelly ve ark.,
2012).

GLP-1 reseptor agonistleri, sistemik ve pulmoner arterlerde, doz bagimli ve geri
doniislii endotel aracili gevseme yaparak kan basincini diizenler (Katout ve ark., 2014).
GLP-1’in kan basinc1 iizerindeki etkisini; proksismal tiibiildeki sodyum
absorbsiyonunun inhibisyonu; atrial GLP-1 reseptor aracili cAMP-EPAC-ANP
yolaklar1 aracilt ANP (atrial natriiiretik peptid) salgilanmasi ve damar gevsemesi (M.

Kim ve ark., 2013); diiz kaslarin gevsemesi ve NO’dan bagimsiz cGMP (cyclic
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guanosine mono phosphate) aracili damar gevsemesi (Jensen ve ark., 2015); NO aracili
gevseme, gastrik bosalmanin gecikmesi ve istahin baskilanmasi sonucu kilo verme

(Chaudhuri ve ark., 2016) mekanizmalar1 tizerinden gosterdigi diistiniilmektedir.

GLP-1 reseptorlerinin bobrek-kalp-renal sistem aracili antihipertansif etkisi
oldugu diistiniilmektedir. Ancak bu mekanizma halen tam olarak aydinlatilamamistir.
Kim ve ark. kalbin atriumundaki GLP-1 reseptdrlerinin aktivasyonu ile Rap guanin
niikleotid degisim faktorii (Rap guanine nucleotide exchange factor) ’un membrana
translokasyonunun tetiklendigini, bu mekanizmanin ANP salimini arttirdigini ve
bunun sonucunda natriiirezis ve cGMP aracil1 diiz kaslarda gevseme ve kan basincinda
diisme gozlemlendigini bildirmistir (M. Kim ve ark., 2013). Ancak bir sene sonra Skov
ve ark. tarafindan saglikli erkek bireylerde yapilan ¢alismada, iki saatlik GLP
inflizyonunun tiriner sodyum atilimini belirgin bir sekilde arttirmasina karsin, proANP
konsantrasyonlarinda onemli bir degisiklige yol ag¢madigi, GLP-1 infiizyonu
durduruldugunda ise sodyum atilimimnin azaldigi, ancak, proANP konsantrasyonunun
degismedigi gosterilmistir. Bu bulgulara dayanarak, GLP-1’in natriiiretik etkisinin
ANP ile iligkili olmadigi 6ne siiriilmiistiir (Skov ve ark., 2014).

Diabetin ileri evrelerinde goriilen kardiyovaskiiler yan etkilerden digeri de
iskemik kardiyomyopati ile kendini gosteren diabetik kardiyomyopatidir (Gelzinis,
2014). Kalbin atriumunda ve sinotrial diigiimiinde bulunan GLP-1 reseptorlerinin sol
ventrikiil yapisi ve fonksiyonu iizerindeki koruyucu etkisi birka¢ mekanizma ile

acgiklanabilir.

(@) GLP-1 reseptor agonistleri, iskemi sonrasi aktive olarak kalpte hasar olusturan
kinazlar1 azaltir. Bu konuda yapilan iki ayr1 ¢alismada, rat kalbindeki GLP-1
aktivasyonunun cAMP inhibitérii, PI3kinase inhibitori, p42/44 MAPK inhibitorii
ve N-Ac-GLP-1(7-34)amide gibi kinazlarin seviyelerini azalttigi gosterilmistir
(Bose ve ark., 2005; Salling ve ark., 2012).
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(b) GLP-1 reseptor agonistleri enerji tiretimini arttirabilir. Moberly ve ark.’nin obez
ve T2D hastalarda yaptig1 arastirmada, acgiga ¢ikan GLP-1’in myokardial glukoz
alimini arttirdigr gosterilmistir (Moberly ve ark., 2013).

(c) Kalpteki GLP-1 reseptorleri AC aracili cAMP’yi aktive eder. Kuna ve ark. GLP-1
reseptorii/ligand kompleksi ile AC’yi endozomda gozlemlemislerdir (Kuna ve
ark., 2013). Vila Petroff ve ark. ise fare kardiyomyositlerinde, GLP-1 tedavisinin
intraseliller Ca*? miktarlarinin yiikselmese de cAMP seviyelerini arttirdigini
gostermistir (Vila ve ark.,2001). Sonraki yillarda yapilan ¢alismalar ile GLP-1
aracili cAMP/PKA yolaginin aktivasyonunun kardiyak myosit apoptozisini
azaltarak kardiyomyosit olusumunu arttirdigi ve eNOS aktivasyonu ile glukoz
metabolizmasi regiilasyonunu sagladigi dogrulanmistir (Aravindhan ve ark., 2015;
Esposito ve ark., 2016; Wang ve ark., 2013; Y. F. Xiao ve ark., 2011).

(d) GLP-1 reseptor aktivasyonu, etkin bir reaktif oksijen molekiilii olan NADPH
oksidaz aktivitesini baskilar ve glukotoksisiteyi dnleyerek enerji kullanim arttirir
(Poudyal, 2016). Yiiksek glukozlu ortamda inkiibe edilen yetiskin kalpte GLP-1
araciliglyla o2-AMPK aktivasyonunun indiiklendigi ve NADPH oksidaz
aktivitesinde rol oynayan ve yiiksek glukoz ile artan p47phox translokasyonunun
engellendigi ve NADPH’in transmembran oksidaz komponenti NOX2
aktivasyonunu inhibe edildigi; bu sayede reaktif oksijen maddelerinin iiretiminin

baskilandigini bulunmustur (Balteau ve ark., 2014; El-Benna ve ark., 2009).

Ozetle GLP-1, kardiyoprotektif etkilerini, iskemi sonrasi hasarin azaltilmasi,
verimli enerji substrat kullaniminin artmasi ve oksidatif stres/hasarin azaltilmasi

tizerinden ortaya koymaktadir.
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1.2.3.2.3.1. DPP-4 inhibitorlerinin Kardiyak Fonksiyonlar Uzerindeki Etkileri

DPP-4 enzimi, yogun olarak mikrovaskiiler dolagimdaki endotelyal hiicrelerde
lokalize olmustur (Fadini ve ark., 2015). DPP-4-inhibitérleri, bu enzimleri inhibe
ederek dogrudan ya da GLP-1 aracili mekanizmalar ile vaskiiler sistem {iizerinde
koruyucu etki gostermektedir. Diabetin ileri evrelerinde goriilen vaskiiler disfonksiyon
erken ateroskleroza sebep olabilmektedir. Klinik ve deneysel ¢alismalar ile endotel
hiicrelerindeki GLP-1 ve GLP-1 reseptorlerinin dogrudan kardiprotektif etki
gostererek T2D ve T1D’de endotelial fonksiyonu iyilestirdigi gosterilmistir (Cantini
ve ark., 2016).

Dahasi, bu etki kardiyovaskiiler komplikasyon gelismeyen hastalarda da
gozlemlenmektedir. Widlansky ve ark., DPP-4 inhibitérlerinin, kalp yetmezIligi ya da
renal yetmezlik gelismemis T2D hastalarinda, vaskiiler adezyonu diisiirerek endotelial
fonksiyonlar1 iyilestirdigini ve kardiyovaskiiler hastalik riskini azalttigini belirtmistir

(Widlansky ve ark., 2017).

Endotel hiicrelerindeki DPP-4 enziminin inhibisyonunun damar gevsemesine
dogrudan etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Scheen, 2013; Widlansky ve ark., 2017).
Saksagliptin (Mason ve ark., 2012) ve sitagliptin (L. Liu ve ark., 2012) ile yapilan
calismalarda, artan GLP-1 ve GLP-1 reseptor ekspresyonlarinin, cAMP aracili PKA
aktivasyonu sonucunda vaskiiler endoteldeki NO kullanimini arttirdigi gézlenmistir.
Shah ve ark.’nin vazokonstriktor maddelerle inkiibe edilen aort ile yaptigi in vitro
calismada, endoteldeki DPP-4’iin alogliptin ile inhibe edilmesi sonucunda, Src-Akt-
eNOS aracili NO salimi ve vaskiiler potasyum kanallar1 aktive olmus ve hizli vaskiiler
gevseme yaniti ortaya ¢ikmustir (Shah ve ark., 2011). Sitagliptinin endotelyal
fonksiyonlar iizerindeki etkisini aragtiran ¢alisma sonuglart  degiskenlik
gostermektedir. Matsubara ve ark. kardiyak arter bozuklugu gelisen diabetik

hastalarda sitagliptin tedavisinin hipoglisemik etki disinda endotelyal fonksiyonu
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iyilestirdigini ve inflamasyonu azalttigin1 belirtirken (Matsubara ve ark., 2013), Hage
ve ark. akut koroner sendromu olan diabet hastalarinda sitagliptin kullanimi ile

komplikasyonlarda anlamli bir iyilesme olmadigini bildirmistir (Hage ve ark., 2014).

Yapilan calismalar, DPP-4 inhibitorleri ile yapilan tedavinin inflamasyona yol
acan biyobelirtecleri ve oksidatif stresi azalttigina isaret etmektedir. Ta ve ark.,
alogliptinin, diabetik apoliprotein E (apoE) eksikligi olan farelerde, IL-6 ve IL-1f3
ifade artisini inhibe ederek aterosklerotik plak olusumunu 6nledigini gostermistir (Ta
ve ark., 2011). Michishige ve ark., vildagliptinin, apoE eksikligi olan farelerdeki
antiaterosklerotik etkisini makrofaj olusumunu engelleyerek gosterdigini ve bu etkinin
GLP-1’den bagimsiz gelistigini bulmustur (Terasaki ve ark., 2013). Akita ve ark.,
alogliptinin arteryal enflamasyonu ve intima kalinlagmasini azalttigini gostermistir
(Akita ve ark., 2015). Takai ve ark. diabetik ratlarda sitagliptin ve linagliptin
tedavisinin Rac aktivasyonunu inhibe ederek oksidatif stres, kemokin iiretimi ve
monosit kiimelenmesini baskiladigin1 ve vaskiiler gevseme yanitlarinin arttigini
belirtmistir. Ayrica linagliptinin vaskiiler koruma mekanizmasinda daha etkin
oldugunu gostermistir. (Takai ve ark., 2014). Hu ve ark., sitagliptinin plazminojen
aktivator inhibitor tip 1 (PAI-1), hiicre i¢i adezyon molekiili-1 (ICAM-1) 'in timor
nekroz faktor alfa (TNFa) indiiksiyonunu inhibe ederek antiplatelet etki gosterdigini
(Hu ve ark., 2013), Khan ve ark. vildagliptinin fibrinolizis ve koagiilan dongiisiinii
tyilestirdigini gostermislerdir (Khan ve ark., 2015).

DPP-4 inhibitorleri, kan basinci iizerinde kii¢iik ama anlamli diistisler sergilerler.
Yamamoto ve ark, otonomik diizenleyici noronlarin aktivasyonu nedeniyle, DPP-4
inhibisyonu tarafindan giiclendirilen GLP-1 reseptor stimiilasyonunun kan basincin
ve kalp atis hizin1 arttirdigini bildirmistir (Yamamoto ve ark., 2002). Shah ve ark.,
DPP-4 inhibitorlerinin NO aracili gelisen periferal vazodilatasyon ve periferal
vaskiiler direngte diisiis sonucu vaskiiler tonusta gevseme yanitt alindigini; bu yanitin
da kan basincinin kontroliine yardim ettigini gostermistir (Shah ve ark., 2011). Ancak

bu etki Klinikte tam anlamiyla dogrulanamamugtir. T2D hastalar iizerinde yapilan
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klinik ¢aligmalarda metformin veya gliburid tedavisine eklenen saxagliptinin sistolik
ve diastolik kan basinci iizerinde istatistiksel agidan anlamsiz bir diisls yaptigi
goriilmiistiir (Chacra ve ark., 2009; Goke ve ark., 2010). T2D hastalar ile yapilan
klinik ¢aligmalarda sitagliptinin sistolik kan basinci tizerinde bir miktar disiis yaptig
gosterilmistir (Koren ve ark., 2012; Ogawa ve ark., 2011). Bosi ve ark., T2D hastalarda
24 haftalik 100 mg/giin vildagliptin tedavisinin diastolik kan basincinda anlamli bir
diisiis yaptigimmi (0,3 mmHg) gosterse de; Dejager ve ark.’nin, farkli dozlarda (50
mg/giin, 100 mg/giin), 24 hafta boyunca, vildagiptin tedavisi alan T2D hastalar ile
yaptig1 calismada plasebo ile karsilagtirildiginda sistolik basingta anlamli bir farklilik
bulunamamistir (Bosi ve ark., 2007; Dejager ve ark., 2007).

DPP-4 enzimi renal sistem {izerindeki kapiller endotel hiicrelerinde ve Na+/H+
exchanger-3 ile birlikte proksimal tiibiil hiicrelerinin firca membraninda da bulunur.
Obezite/asir1 beslenme ve enflamasyon durumunda DPP-4 artar (Aroor ve ark., 2014).
DPP-4 inhibitorleri bobrek hasarini hafifleterek dolayli yoldan kardiyovaskiiler
komplikasyonlarda iyilesmeye sebep olur. Chavkovska ve ark. DPP-4 inhibitorlerinin
tiremik kardiyomyopati modelinde kardiyak matris proteinleri ve B-tip natriiiretik
peptitlerin (BNP) mRNA diizeylerini azaltarak kardiyak fibrozisi iyilestirdigini
gostermistir (Chaykovska ve ark., 2011).

Bu grubun T2D hastalarinda kullaniminin kardiyovaskiiler giivenilirligini
arastirmak i¢in (SAVOR-TIMI 53 (Saxagliptin and Cardiovascular Outcomes in
Patients with Type 2 Diabetes Mellitus) (Scirica ve ark., 2013), EXAMINE
(Examination of Cardiovascular Outcomes with Allogliptin versus Standart of Care)
(White ve ark., 2013), ve TECOS (Trial Evaluating Cardiovascular Outcomes with
Sitagliptin) (Green ve ark., 2015)) isimli ii¢ biiyilk randomize Klinik g¢alisma
yapilmaistir. EXAMINE ve  TECOS  c¢alismalarinda  kardiyovaskiiler
komplikasyonlarda (kardiyovaskiiler mortalite, myokard enfarktiisii, iskemik inme,
kalp yetmezligi) onemli bir artis ya da azalma gozlemlenmezken SAVOR-TIMI53

isimli calismada beklenmedik bir sekilde saxagliptin kullaniminin kalp yetmezligi

39



sebebiyle hastaneye yatis insidansinda artisa Sebep oldugu belirtilmistir (3,5%
saxagliptin; 2,8% placebo) (Scirica ve ark., 2013). Yapilan ek arastirmalarda,
saxagliptin kullanimui ile kalp yetmezligi arasindaki muhtemel iliskinin kronik bobrek
hastaligi, kalp yetmezligi ge¢cmisi olan ve artmis natriliretik peptit diizeyleri olan
hastalarda daha belirgin oldugu sonucuna varilmistir (Scirica ve ark., 2015). Bu etki,
alogliptin igin yapilan EXAMINE ¢alismasinda gézlemlenmemistir, ancak alt grup
analizinde alogliptin kullaniminin kalp yetmezligi 6ykiisii olmayan hastalar arasinda
kalp yetmezligi riski ile hastaneye yatis riskini arttirdign gosterilmistir (2,2%
alogliptin; 1,3 placebo). Ancak bu risk onceden kalp yetmezligi olan hastalarda

gortiilmemistir (White ve ark., 2013).

Klinik ¢caligsmalara benzer sekilde, T2D hastalart ile yapilan farkli meta analizlerde
de mortalite ve akut koroner sendrom veya inme insidasinda placebo grup ile DPP-4
inhibitorleri arasinda anlamli bir farklilik gériilmemistir (J. Y. Kim ve ark., 2016; Wu
ve ark., 2014). Diger arastirma sonuglarindan farkli olarak, Savarese ve ark., DPP-4
inhibitdrlerinin diabetik hastalarda kardiyovaskiiler mortalite ve inme iizerine bir etkisi
olmadigini; kisa donemde myokard infarktiisii riskini azalttigin1 ancak uzun dénemde
bu etkinin kalktigini, uzun dénem DPP-4 inhibit6rii kullantminin kalp yetmezIigi riski
ile iliskili oldugunu bildirmistir (Savarese ve ark., 2015). DPP-4 inhibitérlerinin tek
basina degerlendirildigi meta analizlerde vildagliptin (Mclnnes ve ark., 2015) ve
linagliptinin (Rosenstock ve ark., 2015) major akut kardiyovaskiiler yan etkileri ve
kalp yetmezligi riskini arttirmadigi gosterilmistir. Sonug¢ olarak saksagliptin
haricindeki DPP-4 inhibit6rlerinin kalp yetmezligi riski ile major advers

kardiyovaskiiler yan etkilerin insidansini arttirdigini gosteren veri bulunmamaktadir.

Mevcut veriler, DPP-4 inhibitorlerinin anti aterosklerotik etki gosterdigini
desteklemektedir. Mita ve ark. tarafindan kardiyovaskiiler hastalik Oykiisii olmayan
T2D hastalarinda yapilan iki ¢alismada, sitagliptin (Mita, Katakami, Shiraiwa, ve ark.,
2016) ve alogliptin (Mita, Katakami, Yoshii, ve ark., 2016) tedavisinin karotid arterde
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aterosklerozu onlemede diger geleneksel tedavilere gore daha etkin rol oynadigi

gosterilmistir.

Son olarak, DPP-4 inhibitorleri ile diabetten bagimsiz hayvan modellerinde
yapilan  ¢alismalarda DPP-4  inhibitorlerinin  pleotropik  etki  géstererek
iskemi/reperfiizyon hasar kaynakli bozulan sol ventrikiil islevlerinin iyilesmesinde
olumlu etki gosterdigi ve infarkt biiylikliglinti azalttigi kanitlanmistir (Huisamen, ve
ark., 2011; Sauve ve ark., 2010).

1.3. Amag

Diabetin yol agtig1 kardiyak degisiklikler, diabetik morbidite ve mortalitenin en
onde gelen nedenleri arasindadir. Bu nedenle, hayat boyu tedavi gerektiren diabet
hastaliginda temel amag¢ hipoglisemi ve kardiyovaskiiler komplikasyonlari
tetiklemeden 1yi bir glisemik kontrol ve kardiyovaskiiler koruma saglamaktir. Ancak,
geleneksel antihiperglisemik ajanlar ile kardiyovaskiiler yan etki olusturmadan kan
sekeri homeostazin1 saglamak pek miimkiin olmamaktadir. Glisemiyi diisiiriicii
etkilerine ek olarak, kardiyovaskiiler komplikasyonlar1 da azaltan DPP-4 inhibitorleri,
bu noktada yeni nesil antihiperglisemik ajan olarak 6énem kazanmaktadir. Bu ilaglar
vaskiiler endotelyum, ateroskleroz, kalp yetmezligi, kan basinci, lipid metabolizmasi
ve kilo {izerinde dogrudan veya dolayl1 yollarla etki gosterirler. Kan sekeri tizerindeKi
etkileri klasik antidiabetik ajanlar kadar fazla olmasa da, kombine kullanim ile hem bu
eksiklikleri giderilip hem de diger ajanlarin neden olabilecegi kardiyovaskiiler

komplikasyonlar azaltilabilir.

Diabetik kalpte ilk ortaya ¢ikan bozukluklar ise B-AR aracili yanitlarin

azalmasidir. Katekolaminlerle stimiile edilen B-AR aracili yanitlarin azalmasi
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cogunlukla  reseptor duyarlilign  ve reseptor ifadesinin  azalmasi ile
iliskilendirilmektedir. Ne var ki, DPP-4 inhibitorlerinin diabetik kalpteki B-AR’ler
tizerindeki direkt etkileri tam olarak bilinmemektedir. Bu noktadan yola c¢ikarak
projemizde, bir DPP-4 inhibitorii olan sitagliptinin, diabetik ratlarda kardiyak B-AR
aracili yanitlar iizerine olasi etkilerinin kan sekeri lizerindeki etkisinden bagimsiz

olarak arastirilmasi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Gerecler

2.1.1. Malzemeler

e Steiert tipi yatay siiperfiizyon sistemi (Hugo Sachs, Harvard, ABD)
e Langendorff kardiyomiyosit izolasyon sistemi

e Contour Plus Seker Olciim Cihaz1 (Bayer)
e %95 Oksijen, %S5 karbondioksit igeren gaz karisim tiipii

e -80°C Derin dondurucu (JOUAN VXS 380)

e Isik mikroskobu

¢ BioRad Wet/Tank blotting Systems (Mini Trans-Blot Cell®)
e Elektroforez aleti (SCIE-PLAS, INGILTERE)

e 4.0 ipek cerrahi iplik

e Gii¢ kaynag (SCIE-PLAS, INGILTERE)

e Jel goriintiileme sistemi (Kodak)

e Manyetik karistirici/torrey pine scientific

e Subanyosu (MAY, Commat Ltd. Ankara, TURKIYE)

e Ultrasantrifuj (Beckman Coulter® - Type 50.2 Ti Rotor)

e Santrifiij (Hettich, EBA 12, Tuttlingen, ALMANYA)

e Santrifiij (Hettich Rotina 35R , Tuttlingen; ALMANYA)

e Otoklav (ALP , Japonya)

e Hassas terazi (Scaltec, SBA 31 Heiligenstadt, ALMANYA)

o Kaba terazi (Scaltec, SBA 61 Heiligenstadt, ALMANYA)
e (esitli hacimlerde otomatik pipetler (Eppendorf, Hamburg, ALMANYA)



e Subanyosu (MAY, Commat Ltd. Ankara, Tiirkiye)

e Vortex (Velp Scientifica, ITALYA)

e Pipet uglar1 (Standart ve RNase-free 6zellikte)

e pH metre (Mettler Toledo MP220; ISVICRE)

e Quick Santrifiij (Qualitron Inc, KORE)

e Likit Nitrojen Tanki

e Buz Makinasi1 (Hosizaki Ice Maker, JAPONYA)

e Cesitli cam ve plastik malzemeler (Standart ve DNase Free 6zellikte)

e Cerrahi makas ve pensler

2.1.2. Kimyasal Maddeler

e Sitagliptin (Januvia, Merck Sharp & Dohme, Spain)

e Streptozotosin (Sigma)

e Heparin (Oksopar, Kogak Farma)

e Krebs ¢ozeltisi (Standart)

e Anti-beta 1 Adrenergic receptor antikor (ab77189, Abcam®)
e Anti-alpha Tubulin antikor (ab4074, Abcam®)

e Anti-beta 3 Adrenergic Receptor antikor (ab59685, Abcam®)
e ATP2A2/SERCA?2 antikor (CST4388S, Sacem®)

e eNOS antikor (CST9572S, Sacem®)

e Anti-rabbit 1gG, HRP linked antikor (CST7074S, Sacem®)
e EDTA (Sigma, St. Louis, ABD)

o Dietileter (Riedel, ABD)

e RIPA buffer (Sigma-Aldrich, ABD)

e Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich, ABD)

e TEMED (Sigma-Aldrich, ABD)

e PVDF membran (Bio-Rad, ABD)
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e Nitrosellilloz membran (Bio-Rad, ABD)

e 10X Tris/Glisin/SDS Buffer (Bio-Rad, ABD)

e Akrilamid:Bisakrilamid (%30:%0.8) (Bio-Rad, ABD)
e Metanol (Sigma-Aldrich, ABD)

e Tris (Applichem, A2264, 1000, Darmstadt, ALMANYA)
e Borik asit (Sigma, E-6768, St. Louis, ABD)

e Rontgen filmi (blue, kodak, ABD)

¢ Film banyo developer soliisyonlar1 (Konax, Tiirkiye)
¢ Film banyo fikser soliisyonlar1 (Konax, Tiirkiye)

e Bromfenol blue (Sigma-Aldrich, ABD)

e (Coomassie blue, staining soliisyon (Bio-rad, ABD)

e Destaining soliisyon (Bio-rad, ABD)

e PBS tablet (Sigma-Aldrich, ABD)

e GLP-1 Total Elisa Kiti (Milipore, ALMANYA)

2.2. Kullanilan Yontemler

2.2.1. Deney Hayvanlan

Calismamizda 250-300 g agirhgindaki erkek Sprague-Dawley sicanlar
kullanilmistir. Arastirma siiresince si¢anlar sicaklign (22+1°C) ve isiklandirilmasi
(07.00-19.00 saatleri aras1 aydinlik 19.00-07.00 saatleri aras1 karanlik) kontrol altinda
tutulan Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Unitesinde
barindirilmiglardir. Siganlar standart yem ve su ile kisitlama yapilmaksizin (ad libitum)
beslenmistir. Bu calisma icin Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulundan
30.12.2014 tarih ve 2014-24-161 nolu karar ile onay alinmigtir. Ratlar ii¢ gruba
ayrilmistir:
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(i) Kontrol grubu: Sham grubu olarak belirlenen ratlara tedavi siiresince oral gavaj

yontemiyle distile su uygulanmistir (n=18).

(ii) Diabetik grup: STZ ile diyabet modeli olusturulan ratlara tedavi siiresince gavaj

yontemiyle distile su uygulanmistir (n=22).

(iii) Sitagliptin tedavili diabetik grup: STZ ile diyabet modeli olusturulan ratlara
tedavi siiresince gavaj yontemiyle dort hafta siireyle 10 mg/kg/giin dozda sitagliptin

uygulanmigtir (n=25).

2.2.2. STZ Diabet Modelinin Olusturulmasi

Diabet, tek doz intraperitoneal (i.p) streptozotosin (STZ, 45 mg/kg) uygulamasi
ile olusturulmustur. STZ uygulamasini takiben 72 saat sonra kuyruktan kan alinarak
glukoz 6l¢iim stripleri yardimiyla kan sekeri 6l¢iilmiis ve kan sekeri 300 mg/dl’nin

altinda olan ratlar deney disinda birakilmistir.

2.2.3. On Cahsma: Sitagliptin Etkin Dozunun Belirlenmesi

Projenin amaci diabetik kardiyak bozukluklara sitagliptin tedavisinin,
antihiperglisemik etkisinden bagimsiz olasi etkisini incelemek oldugu icin, 6n calisma
ile etkin sitagliptin tedavi dozunun saptanmasi hedeflenmistir. Baglangicta literatiir
verileri dogrultusunda sitagliptin tedavisinin 10 mg/kg/giin ve 30 mg/kg/giin (oral,

giinde bir kez) olarak dort hafta siire ile uygulanmasi planlanmistir. Bu amagla, 300-
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350 g agirhikta 12 haftalik 20 adet erkek Sprague Dawley rat dort gruba ayrilmistir:
Kontrol (n=6); Diabetik (n=4); 10 mg/kg Sitagliptin tedavili diabetik (n=5); 30 mg/kg
Sitagliptin tedavili diabetik (n=5).

On calisma sonuglar1 degerlendirildiginde, segilen her iki dozla da kan sekerinde
anlamli bir diisiis olmamustir. Ayrica, papiller kastaki izoprenalin kasilma yanitlar1 da
her iki tedavi dozunda benzer bulunmustur. Onceki literatiir verileri sitagliptinin kalp
tizerinde kan sekerinden bagimsiz etkisini belirlemek i¢in 5-10 mg/kg sitagliptin
dozunun yeterli oldugunu ortaya koymaktadir (Lee ve ark., 2016; Reimer ve ark.,
2012). Projenin amaci da, sitagliptin tedavisinin diabetik kalpteki olasi etkilerini
metabolik etkilerinden bagimsiz olarak degerlendirmek oldugu icin, sonraki
deneylerde ratlara uygulanacak sitagliptin dozunun 10 mg/kg olmasina karar

verilmistir.

2.2.4. Sitagliptin Tedavisi

Diabet modeli olustuktan sonra kardiyak komplikasyonlarin geligsmesi i¢in sekiz
hafta beklenmistir. Bu siire sonunda sitagliptin tedavisine baslanmistir. Literatiir
verileri 15181inda ve 6n ¢alismada belirlenen 10 mg/kg/giin dozunda sitagliptin, bidistile
suda c¢oziilerek, her giin aym saatte (12:00) oral gavaj yontemiyle uygulanmistir.
Ratlara yapilan gavaj uygulamalar1 dort hafta boyunca her giin tekrarlanmigstir. Deney

periyodu boyunca haftada bir kez kan sekeri ve beden agirligi 6l¢timii yapilmistir.
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2.2.5. Papiller Kas Deneyi

12 haftalik deney siiresi doldugunda ratlara eter anestezisi altinda Otenazi
uygulanmis ve kalpleri ¢ikarilmigtir. Sol ventrikiiliin i¢inden papiller kas izole edilerek
yatay perfiizyon banyosuna asilmis ve uygun sicaklik ve pH kosullarinda Krebs
¢ozeltisi (116 mM NaCl; 5 mM KCI; 2.7 mM CacCly; 1.1 mM MgCly; 0.33 mM
NaHPO4; 24 mM NaHCO3 and 5 mM glukoz) ile bir saat buyunca inkiibe edilmistir.
Bu siire sonunda kasin maksimum gerim (Lmax) degeri bulunmus ve Lmax’1n %90’ n1
almarak papiller kasin gerimi bu degere sabitlenmistir. Papiller kasin perflizyon hizi
dakikada Sml’ye, elektriksel stimiillasyon degeri ise esik voltajin iki katina
ayarlanmigtir. Beta adrenerjik yanitverirligi degerlendirmek icin izoprenalin
(nonselektif beta adrenerjik reseptdr agonisti) (0.1nM-10uM) uygulanmistir. Elde
edilen degerlerin istatistiksel analizi yapilmis ve p<0.05 istatistiksel anlamlilik olarak
kabul edilmistir. Ratlardan alinan plazma ornekleri ve sol ventrikiil pargalar1 da

sonraki molekiiler deneyler igin likit nitrojende dondurularak -80°C’de saklanmustir.

2.2.6. Langendorff Sistemi Deneyi

B3-AR yanitverirligini degerlendirmek i¢in Langendorff sistemi kullanilmistir.
Eter anestezisi altindaki ratlarin kalpleri izole edilerek uygun sicaklik ve pH
kosullarinda i¢inde buz olan Krebs ¢ozeltisine konulmustur. Daha sonra kalp aortadan
Langendorff kaniiliine takilarak ¢evresindeki dokular temizlenmis ve 4.0 ipek iplikle
aorta lizerinden baglanmistir. Bu sekilde sisteme takilan kalpler Krebs ¢ozeltisi ile
dakikada 10 ml hizla perfiize edilmistir. Deney siiresince perfiizyon sivisinin sicakligi
sirkiilatorlii su banyosu ile 37°C’de, pH’s1 ise %95 O2 + %5 CO2 gaz karisimi ile
7.4°de sabit tutulmustur. LVDP, LVEDP, +dp/dt, -dp/dt parametrelerini 6lgmek i¢in

bir ucu  basmng  transducer’ma  bagli  olan  lateks  balon  bos
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sekilde sol ventrikiil i¢ine yerlestirilmis ve balonun i¢indeki hacim LVEDP 10 mmHg
olacak sekilde ayarlanmistir. Ardindan apekse elektrot yerlestirilerek kalpler dakikada
300 atim olacak sekilde stimiile edilmistir. Sonrasinda kontrol, diabetik ve sitagliptin
tedavili kalplerin CL 316,243’e (B3-AR reseptor selektif agonisti) (0.1pM-1uM)
verdigi fonksiyonel yanitlar ol¢iilmiistiir. Elde edilen degerlerin istatistiksel analizi
yapilmis ve p<0.05 istatistiksel anlamlilik olarak kabul edilmistir. Ratlardan alinan
plazma Ornekleri ve sol ventrikiil parcalari da sonraki molekiiler deneyler i¢in likit

nitrojende dondurularak -80°C’de saklanmistir.

2.2.7. Kalp Dokusundan Protein izolasyonu

Dondurulmus sol ventrikiiller likit nitrojen ile toz edilip ig¢inde RIPA
(radioimmunoprecipitation assay buffer) (1ml), NaVOs (sodyum ortovanadat,
200mM) ve PIC (protein inhibitor kokteyl, 100X) olan dibi konik tiipe alinmustir.
Ultrasonik homojenizator ile homojenize edildikten sonra +4°C’de iki saat boyunca
calkalanarak ajitasyon (agitation) saglanmistir. Sonrasinda +4°C’de 1300g’de bes
dakika santrifiij edilerek seliiler debris atilmistir. Alinan supernatant kismi +4°C’de
16.000g’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Supernatant kismi alinarak kii¢iik parcalara

boliinerek -80°C’de saklanmistir.

Bu numunelerin protein miktarlar1 da yukarida bahsedildigi gibi BCA yontemi ile
tayin edilmistir. Protein konsantrasyonu hesabi yapilarak belli miktarda steril su ve
laemmli eklenen numuneler 37°C’de 30 dk bekletilerek denatiire edildikten sonra -

20°C’de saklanmustir.
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2.2.8. Western Blot Deneyleri

2.2.8.1. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Mini protean (BioRad) elektroforez sisteminde kullanilacak olan SDS-Page jeller

asagidaki tabloya gore hazirlanmistir.

Avirma jeli (Running jel):

% 8 konsatrasyonda akrilamid iceren jel hazirlanisi (2 jel i¢in):

ddH.0

%30 akrilamid, %0.8 bis-akrilamid

4X1.5M Tris-HCI pH:8.8/ %0.4 SDS

Gliserol

%10 luk amonyum persiilfat

TEMED

Yukaridaki sekilde hazirlanan %8’lik ayirma jeli hava kabarcigi kalmayacak

sekilde iki cam arasina, iistten 0.5cm bosluk kalacak sekilde doldurulduktan sonra jelin

stli isopropil alkol ile kapatilmis, boylece jelin hava ile temasi kesilmistir. Jelin

polimerizasyonu i¢in 45 dakika beklenmistir. Jel polimerize olduktan sonra etil alkol

uzaklagtirilmis ve jelin iist kismi distile su ile yitkanmastir.

Yikleme jeli (Stacking jel):

%#4 liikk konsantrasyonda akrilamid i¢eren jel hazirlanigi (2 jel i¢in):

ddH:0

4X1.5M Tris-HCI pH:6.8/ %0.4 SDS

%30 akrilamid, %0.8 bis-akrilamid

%10 luk amonyum persiilfat

TEMED
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Yukardaki sekilde hazirlanan %4’liik yiikkleme jeli (stacking jel) de cam levhalarin
tizerinde kalan bosluga doldurulduktan sonra kuyularin olusumunu saglamak tizere
tarak yerlestirilmistir. Bir saat siire ile jelin polimerizasyonunu tamamlamasi
beklenmistir. Jel polimerize olduktan sonra tarak cikartilarak, jelleri tasiyan parca
elektroforez tamponu ile (1XTGS) doldurulduktan sonra numuneler kuyulara
yiiklenmistir. Baslangicta 50 dakika 30 volt, sonrasinda 70 dakika 120 voltta

elektroforez yapilmustir.

2.2.8.2. Proteinlerin Membrana Transferi

Elektroforez sonunda transblotting aleti (BioRad) ile 100V’da proteinler jelden
PVDF membrana dort saatte transfer edilmistir (transfer tamponu ile 1slatilmis siinger-
filtre kagidi-jel-membran-filtre kagidi-siinger). Transfer proteinlerin denatiire

olmasini engellemek amaciyla transfer buz iginde gergeklestirilmistir.

Transfer Tamponu:
Tris 299
Glisin 1459
ddH,0 800 ml
Metanol 200 ml

Transfer islemi bittikten sonra membran bloklama tamponu iginde bir saat oda
sicakliginda bekletilmistir. Bloklama tampon ¢ozeltisi, %3 BSA PBS’de ¢6ziiliip steril
olarak siizilmiis ve iizerine %0.05 Tween 20 eklenerek hazirlanmistir. Sonrasinda
membranlar bloklama tamponu igerisinde diliie edilen primer antikor ile +4°C’de gece
boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin membranlar oda 1sisinda ii¢ defa 10’er dakika
%0.1 tween 20 igeren TBST ile yikanmistir. Daha sonra membranlar bloklama
tamponun igerisinde diliie edilen sekonder antikor ile +4°C ‘de iki saat inkiibe

edilmistir. Tekrar oda 1sisinda {i¢ defa 10’er dakika %0.1 tween 20 iceren TBST ile
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yikanan membranlara {i¢ dakika kemiliiminesans (ECL) ¢ozeltisi uygulanarak karanlik
odada X-Ray filmler iizerinde sinyaller belirlenmistir. Sinyaller, Image J pogramu ile

analiz edilmistir.

2.2.9. istatiksel Analiz

Sonuglar, belli sayida (n) deney sonucundan elde edilen ortalama=tstandart hata olarak
gdsterilmistir. Istatiksel analiz icin One-way ANOVA, post-hoc olarak da Bonferroni

testi uygulanmustir. Istatiksel anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Morfolojik Ozellikler

12 hafta sonunda diabet (D) ve tedavili (S) hayvanlarin kan sekerinde kontrol (K)
grubuna gore anlamli olarak artis gézlenirken (K: 107,6£2,64; D: 507,8+10,17; S:
479,7+13,35; mg/dl, P<0,0001); diabet ve tedavili grup arasinda istatistiksel olarak
farklilik bulunamamistir (Sekil 3.1).

(a) (b)
600- 600-
500- % 5004

3 3
?E» 400 gj 400
= -~ K =
g 3004 s g 300
f%\ - S (?)*
c 200+ < 200-
¥ g
100 & - ——o 1004
c L} T T L} 1 0-
8 9 10 1 12 13 K
Hafta

Sekil 3.1. (a) Deney gruplarinin haftalik kan sekeri degisimleri. (b) 12 hafta sonunda deney gruplarmin
Olgiilen kan gekeri degerlerinin degerlendirilmesi. K, Kontrol grubu (n=13); D, Diabet grubu (n=12); S,
Sitagliptin tedavili diabet grubu (n=11); ***, P<0,0001, kontrol grubuna goére farklilik.

Diabet modeli olusturulan hayvanlarda kan sekerindeki artis ile birlikte kilo kayb1
gozlenmigstir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda diabet ve tedavili hayvanlarin
beden agirliklarinda anlamli bir diisiis gézlenirken (K: 394,7+11,95; D: 291,5+12,81;
S: 318,849,37; g, P<0,0001); diabet ve tedavili grup arasinda istatistiksel olarak

farklilik bulunamamistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2, 12 hafta sonunda deney gruplarmin beden agiliklarinin  degerlendirilmesi.
K, Kontrol grup (n=13); D, Diabet grubu (n=12); S, Sitagliptin tedavili diabet grubu (n=11);
*** P<0,0001, kontrol grubuna gore farklilik

3.2. izole Papiller Kas Preparatinda izoprenalin ile Elde Edilen Farmakodinamik

Bulgular

12 haftalik diabet sonucunda, papiller kas preparatindaki izoprenalin (selektif
olmayan B-AR agonisti) kiimiilatif konsantrasyon-yanit egrisinin (0,1nM-10uM) Emax
degeri ve pozitif inotropik yanitlarinda belirgin bir azalma goriilmistiir. Dort hafta
boyunca sitagliptin uygulanan 12 haftalik diabet grubunda ise diabet grubuna gore
Emax degeri ve pozitif inotropik yanitta anlamli bir artis saglanmistir; ancak, kontrol
grubunun diizeyine ulagilamamistir (K: 233,6+9.30; D: 143,8+5,55; S:191,6+8,19; %,
P<0,001) (Sekil 3.3 (a),(b)).
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Sekil 3.3. (a) 12 hafta sonunda deney gruplarindan izole edilen papiller kas preparatlarina ait izoprenalin
konsantrasyon-yanit egrileri. (b) 10uM iso konsantrasyonuna ait Emax degerleri. K, Kontrol grup
(n=5); D, Diabet grubu (n=9); S, Sitagliptin tedavili diabet grubu (n=7); ***, P<0,0001, kontrol grubuna
gore farklilik; **, P<0,001, kontrol grubuna gore farklilik; ###, P<0,0001, diabet grubuna gore farklilik

3.3. izole Langendorff Kalp Preparatinda ps-AR Agonisti CL 316,243 ile Elde
Edilen Bulgular

12 hafta sonunda Langendorff sistemine asilan kalpte B3-AR agonisti CL 316,243
kiimiilatif ~ konsantrasyon-yanit  egrisinde  (0,1pM-1uM)  kontrol  grubuyla
karsilastirildiginda diabet grubunun negatif inotropik yaniti anlamli olarak artmigstir
(K: 92,1042,32; D: 78,20+3,70; S: 85,45+2,10; %, P<0,001). Dort hafta boyunca
uygulanan sitagliptin tedavisi sonucunda ise diabetik gruba gore anlamli bir farklilik
gozlenmemistir (Sekil 3.4 (a), (b)).

Beklenildigi gibi diabet sonrasi azalan +dP/dt ve -dP/dt degerleri, tedavi

sonrasinda bir miktar diizelse de bu diizelme kontrol seviyesine ulasamamistir (Sekil

3.5 (a), (b)).
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Sekil 3.4. (a) 12 hafta sonunda deney gruplarindan izole edilen kalbe ait CL 316,243 konsantrasyon-
yanit egrileri. (b) 0,01 uM CL 316,243 konsantrasyonuna ait Emax degerleri. K, Kontrol grup (n=10);
D, Diabet grubu (n=10); S, Sitagliptin tedavili diabet grubu (n=11); **, P<0,001, kontrol grubuna gore
farklilik
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Sekil 3.5. (a) +dP/dt degerleri (b) -dP/dt degerleri

3.4. eNOS, fosforile eNOS, p3-AR, GRP78 ve SERCA2a Protein ifadeleri

[lk olarak kontrol, diabetik ve sitagliptin tedavili diabetik gruplarda SERCA2a,
B3-AR ve GRP78 proteinlerine spesifik primer antikorlar kullanilarak sézii edilen
proteinlerin  diizeyleri degerlendirilmistir. Ozellikle diyastolik disfonksiyonun
belirteglerinden biri olarak kabul edilen SERCAZ2a ifadesi diabetik grupta azalmis
gozlenmistir (K: 108,65+14,54, D: 62,9+7,59; %, P<0,01) ve sitagliptin tedavisi ile bir
miktar iyilesme gézlenmistir (K: 108,65+14,54, D: 62,9+7,59; S: 72,41+9,47; %,
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P>0,05) (Sekil 3.6. (2)). ER stresi belirteci olan GRP78 protein ifadesi diabetik grupta
artmis (K: 101,81+28,39; D: 168,14+7,13, %, P<0,001) sitagliptin tedavisi ile ise bu
artis diizelmistir (D: 168,14+7,13; S: 128,88+10,06; %, P<0,05) (Sekil 3.6. (b)). Diabet
grubuna ait B3-AR ifadesi belirgin olarak artmis (K: 87,464+24,97; D: 247,65+8,07; %,
P<0,001), tedaviye bagli olarak ise azalmistir (K: 87,46+24,97; D: 247,65+8,07; S:
159,60+14,24; %, P<0,05) (Sekil 3.6. (c)).
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Sekil 3.6. (a) SERCA2a mRNA protein ekspresyonlarina ait band yogunluklarinin analizi; **, P<0,01
, diabet grubuna gore farklilik (b) GRP78 mRNA protein ekspresyonarma ait band yogunluklarmnin
analizi; ***, P<0,001 , kontrol grubuna goére farklilik; #, P<0,05 , diabet grubuna goére farklilik (c) Ps-
AR mRNA protein ekspresyonarina ait band yogunluklarinin analizi ***, P<0,001, kontrol grubuna
gore farklilik; ###, P< 0,001, kontrol grubuna gore farklilik; A, P<0,05, diabet grubuna gore farklilik
(d) Proteinlere ait reprezantif band gorselleri. K, Kontrol grup (n=6); D, Diabet grubu (n=6); S,
Sitagliptin tedavili diabet grubu (n=5)
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Sonrasinda eNOS ve p-eNOS proteinlerine spesifik primer antikorlar kullanilarak
sozii edilen proteinlerin diizeyleri degerlendirilmistir. eNOS ve p-eNOS band
yogunluklart o-tubulin’e oranlanarak normalize edilmistir. eNOS/a-tubulin (K:
89,72+22,19; D: 106,80+11,45; S: 113,06+8,82; %, P>0,05) ve p-eNOS/a-tubulin (K:
73,56+26,72; D: 127,88+20,11; S: 91,99+17,18; %, P>0,05) oranlarinda gruplar
arasinda istatistiksel bir farklilik belirlenmemistir (Sekil 3.7.(a), (b)). Benzer sekilde
eNOS enziminin aktivasyonunu gosteren peNOS/eNOS oraninda da gruplar arasinda
anlamli bir farkhilik gézlenmemistir (K: 81,04+10,32; D: 174,65+50,43; S:
133,52+38,31; %, P>0,05) (Sekil 3.7.(c)).
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Sekil 3.7. (a) eNOS mRNA protein ekspresyonuna ait band yogunluklarinin analizi (b) p-eNOS mRNA
protein ekspresyonuna ait band yogunluklarinin analizi (c) peNOS/eNOS band ekspresyonlarinin
oranmin analizi (d) Proteinlere ait reprezantif band goérselleri. K, Kontrol grup (n=6); D, Diabet grubu
(n=4); S, Sitagliptin tedavili diabet grubu (n=4)
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4. TARTISMA

DPP-4 inhibitorlerinin kardiyovaskiiler sistemde 6nemli etkilerinin oldugu bir¢ok
preklinik ya da in vitro ¢alisma ile ortaya konmus olsa da (Rohrborn ve ark., 2015),
s0z konusu grubun kalp iizerindeki etkilerine iligkin veriler celiskili gériinmektedir.
Bu ila¢ grubunun miyokardiyal infarkt alan1 azalttig1 ve infarktiis sonrasi sol ventrikiil
yeniden yapilanmasini engelledigi gosterilmistir (Ye ve ark., 2010). Widlansky ve
ark., DPP-4 inhibitérlerinin, kalp yetmezligi ya da renal yetmezlik gelismemis T2D
hastalarinda, vaskiiler adezyonu diisiirerek endotel fonksiyonunu iyilestirdigini ve
kardiyovaskiiler hastalik riskini azalttigini belirtmistir (Widlansky ve ark., 2017). Bir
DPP-4 inhibitdrii olan sitagliptinin diabetik hastalarda endotel fonksiyonu iyilestirdigi
ve inflamasyonu azalttigi bulunmustur (Matsubara ve ark., 2013). Ote yandan,
insanlarda yapilan SAVOR-TIMI 53, EXAMINE ya da VIVIDD gibi bir¢ok ¢alisma
kalp hastaligi olan hastalarda DPP 4 inhibitorlerinin kardiyoprotektif etkili
olmadiklarim bildirmistir (Williams ve ark., 2017; Scirica ve ark., 2013; White ve ark.,
2013). Buna ek olarak, SAVOR-TIMI 53 klinik ¢aligsmas1 Saksagliptin tedavisi alan
grupta kalp yetmezligi nedeniyle hastaneye yatis oraninin arttigi gdstermektedir
(Scirica ve ark., 2013). Ote yandan, TECOS klinik ¢alismasi, sitagliptin kullanan ve
eslik eden kalp hastaligi bulunan T2DM hastalarda, advers kardiyovaskiiler olay

goriilme riskinin artmadigini ortaya koymaktadir (Green ve ark., 2014).

Sitagliptinin kardiyak B-adrenerjik yanitverirligi ne sekilde etkiledigi ilk kez
calismamizda incelenmistir. Sitagliptin, diabetik siganlarda azalan B1 ve f2-AR’ler
aracili kardiyak yaniti anlamli olarak diizeltmistir. Sol ventrikiilden izole edilen
papiller kasta selektif olmayan B-AR agonisti izoprenalin ile elde edilen kasilma
boyutu diabetik sicanlarda belirgin olarak azalirken, dort haftalik sitagliptin tedavisi
sonrasi anlamli olarak artmistir. Sitagliptin tedavili grupta kan sekerinin diabetik gruba
gore anlamli olarak azalmadigi goz Oniine alinirsa, kalpte gozlenen bu etkinin

sitagliptinin glukoz homeostazi tizerindeki etkisinden bagimsiz oldugu diisiiniilebilir.
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Gergekten de, Connely ve ark., STZ diabetik Fischer 344 si¢anlarda, kullandigimiz
dozdan ¢ok daha yiiksek, giinliik 300 mg/kg sitagliptin tedavisi sonucu kan sekerinin
diismedigini, buna karsin, miyokard infarktiisii ge¢irmis diabetik sican kalbinde
kapiller dansitenin artigini, kardiyomiyosit hipertrofisinin ve kolajen depozisyonunun
azaldigini, ayrica diastoldeki pasif uyuncun iyilestigini bildirmistir (Connelly ve ark.,
2013). Arastirmacilar, tim bu olumlu etkilerin sitagliptinin metabolik etkisinden
bagimsiz oldugunu vurgulamistir. Benzer sekilde, Hamdani ve ark. T2DM fare
modelinde sekiz haftalik sitagliptin tedavisi ile, glisemide anlamli bir degisiklik
gozlenmeksizin sol ventrikiil katilagsmasinin azaldigini bildirmistir (Hamdani ve ark.,
2014). Bu etkinin, DPP-4 inhibisyonunun miyokardiyal cGMP ve PKG’yi uyarmasi

ile iliskili oldugu 6ne siirtilmistiir.

Sitagliptin ve diger DPP-4 inhibitorlerinin yikimimi engelledigi GLP-1 ve
reseptoriiniin, kalpte bulundugu gosterilmistir (Bullock ve ark., 1996; Wei ve Mojsov,
1996). GLP-1, reseptorii tizerinden cAMP diizeyini artirmaktadir (Kuna ve ark.,
2013). Ayrica, GLP-1 tedavisinin fare kardiyomyositlerinde intraseliiler Ca*2
miktarlar yiikselmeden cAMP seviyelerini yiikselttigi gosterilmistir (Vila ve ark.,
2001). Ek olarak GLP-1 in kardiyak kontraktiliteyi arttirdig: bildirilmistir (Nikolaidis
ve ark., 2004; Sokos ve ark., 2006). Ote yandan, DPP-4 inhibisyonunun
kardiyovaskiiler hastaliktaki etkinliginin inkretin bagimli ve bagimsiz olmak tizere iki

farkli mekanizmasi oldugu vurgulanmaktadir.

Kalbin kasilmas sistol, gevsemesi ise diastol olarak ifade edilmektedir. Buradan
hareketle, kalbin sistolik ve diastolik fonksiyonundan s6z etmek miimkiindiir. Bugiine
kadarki literatiir bilgisi, diabetik kalpte yalnizca sistolik ya da diastolik disfonksiyon
goriilebilecegi gibi, bazi durumlarda iki bozuklugun da paralel olarak gozlendigini
ortaya koymaktadir. Ote yandan, sistolik fonksiyona iliskin diger parametreler bozulsa
bile, ejeksiyon fraksiyonunun degismedigi durumlarda, genellikle diastolik
disfonksiyondan bahsedilmektedir. Diabetik si¢an kalbinde ejeksiyon fraksiyonu

degismeksizin diastolik disfonksiyon gozlendigi bildirilmistir (Connelly ve ark.,
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2007). Kalbin iyi gevseyebilmesi, yani diastolik fonksiyonunun saglikli olabilmesi,
gevseme sirasinda sitozoldeki Ca*?’nin SR’ye SERCA ile geri alinmasi ile yakindan
iligkilidir (Dhalla ve ark., 1998). Bu nedenle, SERCA ifadesindeki degisimler kalbin

diastolik fonksiyonunu etkilemektedir.

Calismamizda diabetik kalpte SERCA ifadesinin kontrole oranla anlamli olarak
azaldig1 bulunmustur. Bulgumuz, 6nceki literatiir verileri ile uyumludur, nitekim, STZ
diabetik sican kalbinde SERCA ifadesinin azaldigi bir¢ok ¢alismada gosterilmistir
(Teshima ve ark., 2000; Zhang ve ark., 2008). Sitagliptin tedavisi ise bu azalmay1 az
miktarda artirmis, ne var ki, anlaml bir degisiklige yol agmamistir. Buna karsin,
hipertansif siganlarda 10 mg/kg/giin dozda dort haftalik sitagliptin tedavisinin SERCA
ifadesindeki azaltmay1 anlamli olarak diizelttigi gosterilmistir (T. I. Lee ve ark., 2013).
Ote yandan, SERCA aktivitesi fosfolamban adi verilen bir bagka protein ile regiile
edilmektedir. Sistol sirasinda fosfolamban SERCA {izerinde inhibitor etkinlik
gostermekte, diastolde ise fosfolambanin fosforilasyonu sonucu SERCA {iizerindeki
inhibitdr etkinligi ortadan kalkmaktadir. Boylece SERCA aktive olmakta ve

+25

sitozoldeki Ca™’yi tekrar sitozole alarak kalbin gevsemesine aracilik etmektedir. Bu
nedenle, SERCA ve fosfolamban ifadelerinin diizeyi, ayrica, SERCA/fosfolamban
orani kalbin gevseme giiciinii gdsteren 6nemli bir parametredir (Koss ve Kranias,
1996). STZ diabetik sigan kalbinde SERCA ifadesinin azaldigi, fosfolamban
ifadesinin ise arttig1, bu nedenle bu oranin da azaldigi gosterilmistir (Arioglu-Inan ve

ark., 2013; Zhong ve ark., 2001).

Genellikle diabetik kalpte ilk olarak diastolik fonksiyonun bozuldugu, sistolik
disfonksiyonun ise daha geg ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Fang ve ark., 2004; Gelzinis,
2014). Eslik eden birgok etken nedeniyle diastolik fonksiyonu bozulan kalp iyi
gevseyemediginden sonraki asamalarda kasilma fonksiyonu da zayiflamaktadir.
SERCA ya da fosfolamban fonksiyonundaki/ifadesindeki degisimler, kalbin 3
adrenerjik yanitverirligi ile yakindan iliskilidir. f1-AR’lerin uyarilmasi sonucu aktive

olan PKA, fosfolambani1 fosforile ederek SERCA tzerindeki inhibitor etkinin
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kalkmasina, boylece Ca*?’nin SR’ye alinmasi sonucu kalbin gevsemesine aracilik

etmektedir (Tsang ve ark., 2009).

Diabetik kalbin bir baska 6zelligi ise artan ER stres bulgusudur. ER stres, ER’nin
katlanma kapasitesinin asildigi, katlanmamis/yanlis katlanmis proteinlerin birikerek
yol actig1 ve bu proteinleri tespit eden transmembran sensorlerin uyarildig: bir durum
olarak ifade edilmektedir (Cummings ve ark., 2011). OLETF T2D siganlarda gézlenen
SERCA ifadesi azalmasmin ve diastolik disfonksiyonun ER stres ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Takada ve ark., 2012). Benzer sekilde, yliksek yag diyeti ve diisiik doz
STZ ile olusturulan T2D modelinde ER stresin diabetik kardiyomiyopati gelisimine
katkida bulundugu gosterilmistir (Liu ve ark., 2015). Bu bulgulara paralel olarak
calismamizda, ER stres belirteci GRP78 ifadesinin diabetik sigan kalbinde anlamli
olarak arttig1 bulunmustur. Ote yandan, sitagliptin tedavili grupta bu artis anlaml
olarak azalmistir. Bu noktadan hareketle, ¢calismamizda diabette azalan SERCA ifadesi
ER stres artist ile iliskili olabilir. Sitagliptin tedavili grupta ER stres diizeldigi halde
SERCA ifadesinin anlamli olarak artmamasi ise SERCA ifadesini etkileyen tek
parametrenin ER stres olmamasi ile iliskilendirilebilir. Bir DPP-4 inhibitorii olan
Sitagliptin ile kardiyak ER stres arasindaki iliski ilk kez ¢alismamizda gosterilmistir
ve bu iliskinin mekanizmalar1 yeni calismalarla daha ayrintili incelenmesi

gerekmektedir.

Bilindigi gibi kardiyak PBi1 ve B2-AR aracili kasilma AC-cCAMP-PKA yolagi
tizerinden gergeklesmektedir (George ve Pitt, 2006). Gs proteini ile kenetli kardiyak B1
ve B2-AR’lerin uyarilmasi sonucu AC aktive olmakta, cAMP diizeyleri artmakta, bu
artis da PKA aktivasyonuna yol agmaktadir. PKA, L tipi Ca*? kanallar1 basta olmak
lizere birgok komponentin fosforile olmasina ve bdylece hiicre igine Ca*? girisine
neden olmaktadir. Ca*? girisi, ryanodin kanallar1 araciligiyla SR’den sitozole Ca*?
cikmasini saglamaktadir ki, bu sekilde kontraktil flamentlerin aktive olmasina ve
kalbin kasilmasina aracilik etmektedir. Bu nedenle, kalbin 8 adrenerjik yanitverirligini

olumsuz etkileyen diabet gibi patolojilerde kontraktil fonksiyonun bozuldugu
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gozlenmektedir (Arioglu Inan ve ark., 2013). Bu noktadan hareketle, yukarida sayilan
yolak iizerindeki herhangi bir bilesenin degisimi, dogal olarak kalbin kontraktil

yanitini etkileyecektir.

Calismamizda, diabetik kalplerde izoprenalin yanitinin azalip sitagliptin
tedavisinden sonra anlamli olarak diizelmesi de, biiyiik olasilikla, ayn1 mantikla 1 ve
B2-AR sinyal yolagindaki degisimlerden kaynaklanmaktadir. Kalpteki, 6zellikle sol
ventrikiildeki B1-AR dansitesinin f2-AR’ye gore ¢ok daha yiiksek oldugu diisiiniiliirse
(B1: B2, %70-80:930-20, Dincer ve ark., 2001), sitagliptinin gozlenen yararli etkisi
diabetik kalpte azalan Pi-AR dansitesini diizeltmesiyle iligkili olabilir. Kaldr ki,
diabette PB:-AR dansitesinin azaldigi bilinmektedir (Dincer ve ark., 2001). Bu
azalmanin, diabetik kalpte gozlenen asir1 katekolamin diizeylerinden kaynaklandigi
one siiriilmiistiir (Altan ve ark., 2007). Ne var ki, western blot deneylerimizde B1-AR
protein bandlarini tespit etmek miimkiin olmamustir. Bu nedenle, sitagliptin tedavisinin
kontraktil yanit1 kardiyak Bi-AR dansitesini artirarak mi iyilestirdigini elimizdeki
bulgularla agiklamak miimkiin gériinmemektedir. Ayrica, gdzlenen yararl etki ilacin
AC-cAMP-PKA sinyal yolagindaki herhangi bir bilesen tizerine olumlu etkisinden de
kaynaklanabilir. Sitagliptinin cAMP diizeylerini artirdigi, miyokard infarktiislii sigan
modelinde gosterilmistir (T. M. Lee ve ark., 2015). S6z konusu ¢alismada, sitagliptin
cAMP/PKA yolagi iizerinden sinir biiylime faktorii ile indiiklenen sempatik
innervasyonu azaltmig ve bu sekilde miyokard infarktiisii sonrast gézlenen 6liimciil
aritmilere karsi koruyucu etki gostermistir. Sitagliptinin cAMP/PKA aktivitesini
artirici etkisi ve bu etkinin miyokardial infarkt alani azalttig1 Ye ve ark. tarafindan da

dogrulanmistir (Ye ve ark., 2010).

Diger yandan, yukarida bahsedildigi gibi SERCA ve fosfolamban
fonksiyonundaki ya da ifadesindeki degisimler ile SERCA/fosfolamban oran1 da
izoprenalin aracili kardiyak kontraktil yaniti1 etkileyebilmektedir. Bu nedenle,
sitagliptin tedavisi sonucu diabetik grupta anlamli olarak artan kasilma yanitina

SERCA/fosfolamban oranindaki azalmanin iyilestirmesi de katkida bulunmus olabilir.
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SERCA ifadesindeki artis bu anlamda yeterli gériinmese de, fosfolamban ifadesindeki
artisin sitagliptin tedavisi ile azaldigi one siiriilebilir. Ne var ki, ¢alismamizda
fosfolamban ifadesi Olc¢lilmedigi i¢in bu hipotezimizi dogrulamak miimkiin

gorinmemektedir.

B1 ve B2-AR’lerden baska kalpte iiciincii bir alttip daha bulunmaktadir. 11k kez
Gauthier ve ark. tarafindan varlig1 gosterilen Bs-AR’ler, Bi-AR’lerin aksine kalpte
negatif inotropik etkiye aracilik etmektedir (Gauthier ve ark., 1996). Bs-AR’ler G
proteini ile kenetlidir ve soz konusu etkilerini NO-GS-cGMP-PKG aracili olarak
ortaya koydugu gosterilmistir (Cannavo ve Koch, 2017). Kardiyak B3-AR’ler
uyarildiginda eNOS ve nNOS iizerinden NO yapimi artar, bu da GC’nin
aktivasyonuna, cGMP diizeyinin artmasina ve PKG’nin aktive olmasina yol agar. Bu
sekilde PKG’nin aktivasyonu, L tipi Ca*? kanallariin inhibisyonuna ve hiicre ici Ca*?
konsantrasyonlarinin azalmasina neden olur. PDE’lerin aktivasyonu ise cAMP’nin
hidrolizine ve adrenerjik uyarimin sonlanmasina aracilik eder. Caligmamizda, B3-AR
aracili gevseme yanitinin langendorff yontemi ile c¢alisilan diabetik sican kalbinde
arttigt bulunmustur. Bu bulgu laboratuarimizda daha once yapilan c¢alismalar ile
uyumludur. Kayki-Mutlu ve ark., sekiz haftalik diabetik sigan kalbinde P3-AR
yanitlarinin kontrole oranla anlamli olarak arttigi gostermistir (Kayki-Mutlu ve ark.,
2014). Bs-AR’lerin, saglikli kalpteki ifadelerinin oldukga diisiik oldugu ve kardiyak
fonksiyona anlamli bir katkilarmin olmadig: 6ne siiriilmiistiir. Ote yandan, diabet ya
da kalp yetmezIligi gibi asir1 sempatik aktivite gézlenen durumlarda ifadelerinin ve
aracilik ettikleri etkinin belirgin olarak arttigi diistiniilmektedir (Moniotte ve ark.,
2001). Bu bulgudan yola c¢ikarak, Ps-AR’lerin aktivasyonunun diabetik ya da
yetmezlikli kalpte bir tiir koruyucu mekanizma oldugu ifade edilmektedir (Rozec ve
ark., 2003).

Calisgmamizda artan B3-AR aracili yaniti destekler sekilde B3-AR ifadesi de
diabetik kalpte kontrole oranla anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Bz-AR’lerin sinyal

yolaginda etkin oldugu disiiniilen eNOS ifadesi, ayrica, eNOS aktivasyonunun
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gostergesi olan fosforile eNOS ifadesi ve fosforile eNOS/eNOS orani, diabetik grupta
belli oranda artmis goériinmekle beraber, istatistiksel anlamliliga ulasmamistir. Bu
bulgular, diabetik kalpte artan P3-AR aracili gevseme yanitinda gerek Ps-AR
ifadesindeki  gerekse eNOS aktivasyonundaki artisin  rolii  olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ote yandan, Bs-AR aracili negatif inotropik sinyal yolaginda yer
alan cGMP ya da PKG gibi bilesenlerin diabette degisimi incelenmedigi igin,
elimizdeki veriler diabette artan yanitin mekanizmalarin1 agiklamakta yetersiz

kalmaktadir.

Sitagliptin tedavisi diabetik kalpte artan B3-AR aracili negatif inotropik yanit1 bir
miktar azaltsa da anlamli olarak degistirmemistir. Buna karsin, B3-AR ifadesi, tedavili
grupta diabete gore anlamli olarak azalmistir. eNOS, fosforile eNOS ve fosforile
eNOS/eNOS oran1 ise sitagliptin tedavili grupta diabetik gruba gore azalmis
goriinmekle birlikte, istatistiksel anlamliliga ulasmamistir. Bu noktadan hareketle,
eger diabetik kalpte artan negatif inotropi yalnizca B3-AR ifadesindeki artistan
kaynaklansaydi, sitagliptin tedavili grupta da yanitin diabetik gruba oranla anlamli
olarak azalmasi beklenirdi. Ne var ki, gevseme yanit1 tedavili grupta diabetik gruba
benzer bulunmustur. Ote yandan, anlamli olmamakla birlikte, eNOS aktivasyonunun
tedavili grupta kontrole gore hala yiiksek olmasi, B3-AR aracili gevseme yanitinin
kontrol diizeyine inmemesine katkida bulunmus olabilir. Bu sonuglar, hem diabetik
kalpte Bs-AR aracili gevseme yanitinin hem de sitagliptin tedavisinin bu yanita

etkisinin mekanizmalarinin daha karmasik oldugunu diigiindiirmektedir.

Daha once de bahsedildigi gibi, sitagliptin Tip 2 diabetik fare modelinde sol
ventrikiil uyuncunu artirmistir (Hamdani ve ark., 2014). Bu etkinin ilacin sol
ventrikiilde cGMP diizeylerini ve PKG aktivitesini artirmasi ile iligkili oldugu ifade
edilmistir. Ote yandan, aym calismada bu ilacin sol ventrikiilde fosforile eNOS
diizeyini artirmadigi belirtilmistir. Fosforile eNOS/eNOS oranm1 da tedavi sonucu
anlamli farkli bulunmamistir. Calismamizda cGMP ya da PKG degisimi incelenmemis

olmakla birlikte, fosforile eNOS/eNOS oranimnin sitagliptin tedavisi ile istatistiksel
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anlamli bulunmamasi s6z konusu arastirma ile uyumlu gériinmektedir. Bu noktalardan
hareketle, sitagliptinin PKG ya da ¢cGMP iizerindeki olas1 etkisi, benzer sekilde ayni

bilesenleri uyaran Bs-AR aracili gevsemeye olan etkisi ile baglantili olabilir.

Sonug olarak, ¢alismamiz bir DPP-4 inhibitorii olan Sitagliptinin STZ diabetik
sigan kalbinde B1 ve B2-AR aracili kasilma yanitin1 anlamli olarak iyilestirdigini ve s6z
konusu etkinin ilacin metabolik etkisinden bagimsiz oldugunu ortaya koymaktadir.
Gilinlimiizde diabet tedavisinde temel yaklagim, kullanilacak ilacin metabolik
faydasinin  yani1 swra, kardiyovaskiiler koruyucu etkisinin de olmasina
odaklanmaktadir. Diabetin neden oldugu morbidite ve mortalitenin en Onemli
nedeninin kardiyovaskiiler komplikasyonlar oldugu diisiiniiliirse, bu yaklasim
stiphesiz ¢cok anlamlidir. Bu noktadan bakildiginda, calismamizda bir DPP-4 inhibitdrii
olan sitagliptinin kardiyak B1 ve B2-AR aracili yanitlari iyilestirmis olmasi bu grubun
diger oral antidiabetik ila¢ gruplarmna gére bir istiinliigii olarak goriilebilir. Ote
yandan, B3-AR aracili yanitlarin diabetik kalpte artmis bulunmasinin, ya da sitagliptin
tedavisinin bu durumu anlamli olarak degistirmemesinin olumlu ya da olumsuz bir
ozellik oldugunun anlasilabilmesi ve s6z konusu etkinin mekanizmalarinin

aydinlatilabilmesi i¢in daha kapsamli ¢aligmalarin yapilmasi faydali olacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizin bulgular1 12 haftalik diabetik sigan sol ventrikiiliinde izoprenalin
aracili kasilma boyutunun belirgin derecede azaldigim1 gostermektedir. Ote yandan,
tim kalpte B3-AR selektif agonisti CL 316,243 ile degerlendirilen negatif inotropik
yanitin ise anlamli olarak artttig1 gériilmistiir. Buna ek olarak, diabetik kalpte SERCA
ifadesi kontrole oranla anlamli olarak azalmis ve ER stres belirteci olan GRP78 ifadesi
ise anlamli olarak artmustir. $3-AR ifadesi de diabetik grupta anlamli olarak artmus, Bs-
AR aracili sinyal yolaginda yer alan eNOS ifadesi diabetik grupta anlamli olarak

degismemis, fosfroile eNOS ve eNOS/fosforile eNOS orani ise belli oranda artmistir.

Sitagliptin tedavisi sonrasi, beden agirliklar1 ve kan sekeri degerlerinde diabet
grubu ile arasinda herhangi bir farklilik gézlenmemistir. Buna karsin, diabette azalan
izoprenalin aracili kardiyak kasilma yanitlar1 tedavi sonras1 anlamli olarak diizelmistir.
Bu bulgular, sitagliptin tedavisi sonucu kontraktil yanitin sitagliptinin glukoz

homeostazi {izerindeki etkisinden bagimsiz olarak iyilestigini ortaya koymaktadir.

Diabet sonrasi artan P3-AR aracili negatif inotropik yanit, sitagliptin tedavisi
sonucunda bir miktar azalsa da anlamli olarak degismemistir. Buna karsin, diabette
artan B3-AR ifadesi sitagliptin tedavili grupta anlamli olarak azalmistir. Ne var ki,
sitagliptin tedavisi sonrasi ise eNOS ifadesi diabetik gruba gore farklilik gostermemis,
fosforile eNOS ve eNOS/fosforile eNOS orani ise anlamli olmamakla birlikte, diabetik
gruba gore bir miktar azalmistir. Bu durum sitagliptinin B3-AR aracili yolaklari1 f1-AR
aracili olanlardan farkli etkiledigini diisiindiirmektedir. Sitagliptinin B3-AR aracili
yolaklara etkisinin ne seklide ve hangi bilesenler lizerinden oldugunun anlasilabilmesi

i¢in daha fazla sayida ¢alismaya ihtiya¢ bulunmaktadir.
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Diabet sonrasi kalpte anlamli olarak azalan SERCA ifadesi, sitagliptin tedavisi
sonrasinda az miktarda artmis ancak anlamli bir degisiklige yol agmamistir. Diger
taraftan diabet sonrasi kalpte anlamli bir artig gosteren ER stres belirteci olan GRP78
ifadesi, sitagliptin tedavisi sonrasinda anlamli olarak azalmistir. ER stres belirteci
diizeldigi halde SERCA ifadesinin anlamli olarak artmamasi, SERCA ifadesini
etkileyen fosfolamban gibi diger parametrelerin de incelenmesi gerektigini

gostermektedir.

Tiim sonuglar degerlendirildiginde, sitagliptin tedavisinin diabetik kalpte bozulan
B-AR aracili kontraktil yanitlar1 anlamli olarak iyilestirdigi, ER stresi azalttig1 ve s6z
konusu etkilerin ilacin metabolik etkisinden bagimsiz oldugu goriilmektedir. Diger
taraftan tedavi sonrasi goriilen GRP78 ifadesindeki diisiise ragmen, SERCA ifadesinde
anlamli  bir farklilikk olmamasi1 farkli mekanizmalarin devreye girdigini
diistindiirmektedir. Benzer sekilde tedavi sonrasi 3-AR ifadesindeki anlamli azalmaya
karsin, B3-AR yanitveririligin kontrol gruba gore hala yiiksek olmasi, f3-AR aracili
gevseme yanitini etkileyen olasi mekanizmalar iizerine odaklanilmasi gerekliligini

ortaya koymaktadir.

Calismamiz sonucunda sitagliptinin diabetik kalpte Bi- ve P2-AR aracili
yanitveriligi belli oranda iyilestirdiginin gozlenmesi bu ilacin kardiyak fonksiyon
yoniinden diger oral antidiabetik ilaglara gore stiinliigliniin olabilecegini
diistindiirmektedir. Ne var ki, bu Ustlinligiin yeni preklinik ¢aligmalarla farkli
mekanizmalar {izerinden de degerlendirilmesi yararli olacaktir. Ote yandan,
hayvanlarda elde edilecek olumlu etkilerin insana uyumlu olup olmadiginin

anlasilmast ancak klinik ¢caligmalar ile miimkiin olacaktir.
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OZET

Sitagliptinin  Streptozotosin-Diabetik Ratlarda B-AR Aracih Kardiyak Yanitlar
Uzerindeki Etkileri

DPP-4 inhibitdrleri vaskiiler endotelyum, ateroskleroz, kalp yetmezligi, kan basinc, lipid
metabolizmasi ve kilo lizerinde dogrudan veya dolayli yollarla etki gostermektedir. Kan sekeri
iizerindeki etkinlikleri klasik antidiabetik ajanlardan az olsa da, bu grup ilaglar kombine
kullanimda diger ajanlarin neden olabilecegi kardiyovaskiiler ~komplikasyonlar
azaltabilmektedir.

Diabetik kalpte B-AR aracili yanitlarin azalmasi ¢ogunlukla reseptor duyarliliginin
kaybolmasi ve/veya reseptor gen ifadesinin azalmast ile iliskilendirilmektedir. Ne var ki, DPP-
4 inhibitorlerinin diabetik kalpte [-AR’ler {izerindeki direkt etkileri tam olarak
bilinmemektedir. Bu noktadan hareketle, projemizde, bir DPP-4 inhibitdrii olan sitagliptinin,
diabetik ratlardaki kardiyak B-AR aracili yanitlar iizerine kan sekerinden bagimsiz etkisinin
arastirilmasi amacglanmistir.

Bu amaca yonelik olarak, sekiz haftalik Sprague-Dawley ratlar ii¢c gruba ayrilmistir;
Kontrol (K), Diabetik (D), Sitagliptin tedavili Diabetik (S). Diabet tek doz i.p. STZ
injeksiyonu ile gerceklestirilmistir (45 mg/kg). Sekiz haftalik diabet siirecinin ardindan,
diabetik ratlarin bir kismina dért hafta siire ve 10mg/kg/giin doz ile sitagliptin tedavisi
uygulanmistir. Kardiyak beta adrenerjik yanitverirlik papiller kas ve langendorff kalp preparati
kullanilarak degerlendirilmistir. Beta adrenerjik yanitverirlik ve kalp fonksiyonu agisindan
onemli olan bilesenlerin protein ifadeleri western blot yontemi ile 6l¢iilmiistiir. 12 haftalik
diabet siireci sonunda ratlarin kan sekerinde ya da beden agirliginda sitagliptin tedavisine baglh
bir iyilesme gozlenmemistir. Papiller kastaki izoprenalin aracili kasilma yanitlar1 diabetik
grupta beklendigi gibi azalirken, tedaviye bagli olarak anlamli olarak iyilesmistir. Langendorff
preparatinda olciilen CL 316,243 aracili gevseme yanitlari ise diabetik grupta anlamli olarak
artmis, sitagliptin tedavisi ile ise degismemistir. Diastolik disfonksiyonda rolii olan SERCAZ2a
protein ifadesi diabette azalmis, ER belirteci olan GRP78 ifadesi ise diabette artmistir.
Sitagliptin tedavisi sonrasi GRP78 diizelmis; ancak SERCA2a’da anlamli bir farklilik
goriilmemistir. Diabette artan 3-AR protein ifadesi ise tedavi sonrasinda azalmistir. B3-AR
sinyal iletim yolaginin 6nemli bilesenleri olan eNOS gruplar arasinda anlamli degisim
gostermemistir. Fosforile eNOS ve eNOS/fosforile eNOS orani ise diabetik grupta belli oranda
artmis, sitagliptin tedavisinden sonra ise bir miktar azalmistir. Ne var ki, bu degisimler
istatistiksel anlamli bulunmamustir.

Biitiin bu sonuglar, sitagliptin tedavisinin diabetik kalbin bozulmus kasilma fonksiyonuna
olumlu etkisine isaret etmektedir ve bu etkinin ilacin metabolik etkisinden bagimsiz oldugunu
ortaya koymaktadir. B3-AR aracili yanitin diabette artip, tedavi sonrasi degismemesi ise ilacin
bu yolaga etkisinin Bi;-AR sinyal yolagma olan etkisinden farkli ve daha karmasik
olabilecegini diisiindiirmektedir. Gozlenen bu etkinin agiklanabilmesi i¢in yeni ¢aligmalara
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar sozciikler: Diyabet, Kardiyovaskiiler, Antidiyabetik, Inkretin, GLP-1, DPP-4
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SUMMARY

The Effects of Sitagliptin on  B-adrenoceptor Mediated Cardiac Responses in
Streptozotocine Diabetic Rats

DPP-4 inhibitors, directly or indirectly affect vascular endothelium, atherosclerosis, heart
failure, blood pressure, lipid metabolism and body weight. Although their antihyperglycemic
effect is lower compared to other groups, combination therapy with DPP-4 inhibitors could
help to attenuate cardiovascular complications caused by other antidiabetic groups.

In the diabetic heart, beta adrenergic responsiveness has been often related to decreased
receptor sensitivity or downregulation. However, the effects of DPP-4 inhibitors on diabetic
heart has not been clearly explained. Thus, we aimed to investigate the effects of sitagliptin, a
DPP-4 inhibitor, on diabetic heart in terms of beta adrenergic responsiveness independent of
its blood glucose lowering effect.

For this purpose, 8-week old Sprague Dawley rats have been divided into 3 groups;
Control (C), Diabetic (D), sitagliptin treated diabetic group (S). Diabetes was induced by
single dose streptozotocin injection (i.p., 45mg/kg). After 8-week diabetes period, some of the
diabetic rats were treated with sitagliptin (10mg/kg/day) for 4 weeks. Cardiac beta adrenergic
responsiveness was evaluated through papillary muscle and Langendorff heart preparation.
The components that are important for beta adrenergic responsiveness and heart function were
evaluated by western blot analysis.

In the end of 12-week diabetes period, sitagliptin did not exert any beneficial effect on
plasma blood glucose levels or body weights. Isoprenalin induced contractile responses were
decreased in papillary muscle of diabetic group and it was improved after sitagliptin treatment.
CL 316,243 mediated cardiac relaxation response was increased significantly in diabetic group
and did not changed after treatment. Protein expression level of SERCAZ2a, a pump which has
role in diastolic dysfunction, was reduced in diabetic group. On the other hand, protein level
of GRP78, a marker of ER stress, was increased in diabetic group. After sitagliptin treatment,
protein expression level of GRP78 was improved, but protein level of SERCA2a was not
decreased significantly. Protein expression level of B3-AR was increased in diabetic group and
did not decrease after treatment. Protein levels of eNOS did not significantly differ between
the groups. Phosporylated eNOS and eNOS/phosphorylated eNOS ratio were increased in
diabetic group and slightly decreased after treatment. However, these changes were not
statistically significant.

All these results indicate that sitagliptin treatment has beneficial effects on impaired
cardiac function in diabetic rats and it is independent of its blood glucose lowering effect. The
finding that B3-AR mediated response is not affected by sitagliptin treatment may result from
the fact that the drug affects 3-AR mediated signaling pathway different than f:-AR mediated
one. More studies are needed to clarify this discrepency.

Key words: Diabetes, Cardiovascular, Antidiabetic, Incretin, GLP-1, DPP-4
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