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1. GIRIS

1.1. Diabetes Mellitus

Diabet, insiilin eksikligi ya da insiilinin doku {izerindeki etkisinde defektler
nedeniyle viicudun temel besin maddeleri olan karbonhidrat (KH), yag ve proteinleri
tam olarak kullanamadigi, daimi tedavi gerektiren, kronik, genis spektrumlu
metabolik bozuklugudur. Diabet ve glukoz metabolizmasi bozukluklarinin tan1 ve
siniflamasinda yillar igerisinde bazi degisiklikler gergeklestirilmistir. Ilk olarak 1997
tarihinde, Amerikan Diabet Dernegi (ADA) yeni tani ve smiflama kriterlerini
yayimlamis (Diabetes Care 1997) ve daha sonra 1999°da Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) bu kriterlerde birka¢ degisiklik yapmistir (WHO Consultation Group 1999).
2003 senesinde ise, bozulmus aglik glukoz (BAG) tanimi kullanilarak ADA
tarafindan degisiklikler gergeklestirilmistir. Buna ragmen 2006 yilinda WHO ve
Uluslararas1 Diabet Federasyonu (IDF) tarafindan hazirlanan raporda 1999
Ol¢iitlerinin ayni kalmasinin daha uygun olacag: ifade edilmistir (Diabetes Care

2009).

1.1.1. Tam Kriterleri

Diabet tanist konulabilmesi i¢in var olan dort ¢esit yontemden sadece birisinin
kullanilmas: yeterlidir. Belirgin diabet semptomlar1 tasiyanlar haricinde, diabet tanisi
icin kullanilan test, miimkiinse ayn1 veya diger bir metot ile tekrar edilmesi gerekir.
[k basta kullanilan test sonuglar1 birbiri ile uyumsuz ise degeri yiiksek olan test
yontemi farkli bir zamanda tekrar edilmeli ve bu test sonucu da diabet ile uyumlu ise

tan1 konulmalidir.

Diabet tanisinda 75 g glukoz kullanilarak yapilan standart oral glukoz tolerans
testt (OGTT) en spesifik ve duyarli yontemdir. Fakat bu testin giinliik pratikte

kullanim1 zor ve maliyeti daha fazladir. Buna karsilik, en az 8 saat aclhigi takiben



sabah saatlerinde yapilan aglik plazma glukoz (APG) seviyesine dayali tani testinin
kullaniminin daha basit olmasi ve daha az maliyetli olmasi klinikte daha sik
kullanilmasma neden olmaktadir. OGTT yiiksek spesifitesi nedeniyle diabet
hastaliginin tanist amaciyla veya prediabet ve diabet taramasi amaci ile kullanimi

onerilmektedir (Cizelge 1.1) (Kerner ve Briickel, 2014).

Hastalik klinik baglangict belirgin olanlarda ve Tip 1 diabet tanisi i¢in
genellikle OGTT yapilmasina ihtiya¢ yoktur. Diabet tanisinda kullanilan yontemler
icin vendz kanda glukoz oksidaz testi ile yapilmasi gerekmektedir. Hastalarin farkl
ortamlarda (ev veya hastane) alinan kan oOrneklerindeki glisemi degerleri, altta
gosterilen hesaplamalara gore plazma glukoz (PG) seviyesine gore biraz daha

distiktiir.

Plazma glukoz (mg/dl) = 0.558 + [20.254 X tam kan glukoz (mg/dl)/18]
Plazma glukoz (mg/dl) = 0.102 + [19.295 X kapiller kan glukoz (mg/dl)/18]
Plazma glukoz (mg/dl) = -0.137 + [18.951 X serum glukoz (mg/dl)/18]

Bu hesaplamaya 6rnek olarak, plazma glukozu 126 mg/dl saptanan bir hastada tam
kandaki glukoz seviyesi 112 mg/dl (~%]11), kapiller diizeyde 118 mg/dl (~%7),
serumda ise 120 mg/dl (~%5) olarak tespit edilir.

Bu formiiller esas alindiginda, kapiller glukoz seviyesini 6lgen cihazlarin PG
seviyesine gore hesaplanarak kullanilmasi kabul gormektedir. Ayrica hematokrite
(Hct) seviyesine gore bazi farkliliklar gdzlenebilmektedir. Aradaki fark Het %55
olan bir hastada %]15’e yiikselirken, Hct %30 olan bir hastada ise bu fark %8’e
inmektedir (Evans 2019 ).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kerner%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25014088
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brückel%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25014088
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evans%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31588575

Cizelge 1.1. Diabetes mellitus ve glukoz metabolizma bozukluklarinin tani kriterleri

. . DM Riski
Asikar DM Izole BAG I1zole BGT BAG + BGT
Yiiksek
APG (=8 saat
>126 mg/dl 100-125 mg/dl <100 mg/dI 100-125 mg/dI
achkta)
OGTT 2.saat
PG (759 >200 mg/dl <140 mgl/dl 140-199 mg/dI 140-199 mg/dl
glukoz)
>200 mg/dl +
Rastgele PG Diabet -
semptomlari
>%6.5 (>48 %5.7-6.4 (39-
AC(**) -
mmol/mol) 47 mmol/mol)
DM: Diabetes mellitus, APG: Aglik plazma glukozu, 2.saat PG: 2. saat plazma glukozu, OGTT: Oral glukoz
tolerans testi, A;C: Glukozillenmis hemoglobin A;C, BAG: Bozulmus aglk glukozu (impaired fasting
glucose), BGT: Bozulmus glukoz tolerans1 (impaired glucose tolerance),

1.1.2. Prediabet

Plazma glukoz diizeyleri normalden yliksek olmasina ragmen diabetes mellitus
(DM) tam kriterlerini karsilayacak seviyede yiiksek olmayan degerler, ’Prediabet’
olarak smiflandirilir. Onceki yillarda *Sinirda Diabet’ veya ’Latent Diabet’ olarak
anillan bozulmus glukoz toleranst (BGT) ve bozulmus aclik glukozu (BAQG),
giiniimiizde ’Prediabet’ olarak kabul edilmektedir. Prediabet, DM gelisimi i¢in risk
faktori oldugu kadar kardiyovaskiiler hastalik (KVH) icin de anlamli bir risk
faktortdiir. Cizelge 1.1 de gosterildigi gibi, APG 100-125 mg/dl ve 2.saat PG <140
mg/dl arasinda oldugunda izole BAG olarak tanimlanirken, 2.saat PG 140-199 mg/dl
ve APG <100 mg/dl seviyelerinde izole BGT olarak kabul edilmektedir. APG 100-
125 mg/dl ve 2.saat PG 140-199 mg/dl arasinda tespit edilen durumlarda ise kombine
BAG + BGT olarak nitelendirilmektedir. Bu durum DM ve kardiyovaskiiler
hastaliklar i¢in daha ileri bozuklugun varligin1 gosterir. Ayni sekilde Uluslararasi
Diabet Uzmanlar Komitesi, A;C seviyesine gore yiiksek riskli ve koruma programina
dahil edilmesi gereken bireyleri tanimlamis olup bu seviyeyi A;1C i¢in %5.7-6.4 (39-
47 mmol/mol) olarak belirlemistir (Satman ve ark., 2013 ve Diabetes Care 2003).



1.1.3. Diabetes Mellitus Semptomlar1 ve Simiflama

Klinik olarak en sik goriilen semptomlar;
v" Poliiri

v Polidipsi

v' Polifaji ve istahsizlik

v" Halsizlik ve yorgunluk

v

Ag1z kurulugu ve noktiiri

Daha az oranda goriilen semptomlar ise;
v Bulanik gérme

v Agiklanamayan kilo kayb1

v Inatc1 enfeksiyonlar

v' Tekrarlayan mantar enfeksiyonlari

v' Kasinti

Klinik olarak diabet 4 farkli alt gruba ayrilmaktadir. Tip 1, Tip 2 DM ve
Gestasyonel DM primer olarak kabul edilirken, bir¢ok hastalifa ve nedene baglh
ortaya ¢ikan DM sekonder olarak adlandirilmaktadir. Tip 1 DM’de B hiicre yikimi
sonrast ortaya c¢ikan mutlak insiilin eksikligi s6z konusu iken, Tip 2 DM insiilin
direnci bagli olarak ortaya cikan insiilin salinim yetersizligidir. Gestasyonel DM
gebelik oncesi diabet tanisi olmayan bireylerde glukoz degerlerinin gebelikte artmasi
ile seyreden ve gebelik sonrasinda ise genellikle normale donen diabet formudur.
Sekonder nedenler ise, genetik bozukluklar, pankreas ekzokrin yetmezligi,
endokrinolojik bozukluklar, ilaclar ve enfeksiyonlar gibi bircok sebebe bagli olarak
ortaya ¢ikan glisemi bozuklugu olup primer hastalik tedavisi sonrasi genelde glisemi
regiilasyonu saglansa da bu hastalarda daha sonraki siirecte genellikle diabet gelisme

riski yiiksektir (ADA 2018a).



1.1.4. Fizyopatoloji

Tip 1 DM da mutlak insiilin eksikligi s6z konusudur. Hastalarin %90’1nda
otoimmun nedenler rol alirken, %10’unda non-otoimmun nedenler sebep olmaktadir.
Genetik yatkinligi olan bireylerde viriisler, toksinler, emosyonel stres gibi ¢evresel
tetikleyiciler tetigi ¢ekerek B hiicre yikimina neden olur. B hiicre rezervinin %80-
90’1ndaki azalma klinik olarak asikar DM semptomlarmin ortaya ¢ikmasina neden
olur. Ayrica bu hastalarda adacik hiicre antikor varlig1 da tanida yardimcidir. Tip 1
DM akut ortaya ¢iktigr icin tanida HbA1C den ziyade APG’nin Ol¢iilmesi daha
giivenilirdir. Tip 1 DM daha siklikla 30 yas Oncesinde goriiliirken, genellik zayif
goriiniimlii olan bireylerde goriilmektedir. Son yillarda Tip 2 DM’a benzeyen obez
kisilerde goriilen “Double diabet veya Hybrid diabet” formlar1 da tanimlanmistir

(Khawandanah 2019 ve Beckman ve ark., 2002).

Tip 2 DM’de post-reseptor diizeyde hiicre-reseptor defekti sonucu pankreas
adacik hiicresinde iiretilen insiilinin kullanimindaki sorunlar sonucunda, glukozun
hiicre diizeyinde enerji olarak kullanimi bozulur ve hiicre i¢i hipoglisemi goriiliir.
Kas ve yag dokusu gibi periferik dokularda insiilinin etkisi yetersizligi sonucu bu
dokularda glukoz uptake azalmistir. Buna karsilik artan kan glukoz diizeyine ragmen
pankreas B hiicreleri yamit olarak yeteri kadar insiilin salgilayamaz. Insiilin
sekresyonundaki defekt ve sabaha kars1 daha aktif olan kortizol, biiylime hormonu ve
adrenalin gibi kontr-insiiliner sistem hormonlar karacigerde glukoz yapimini agiri
derecede artirmistir. Bu nedenle Tip 2 DM’li hastalar agikar klinik 6ncesi uzun yillar
boyunca insiilin direncine maruz kalmaktadir. Diabetin ileri donemlerinde veya araya
giren bazi hastaliklar esnasinda insiilin salinimindaki belirgin eksilme patogenezde
on plana ¢ikmaktadir. Cogunlukla 30 yas dncesinde goriilmekle birlikte son yillarda
adelosan donemde artan obeziteye bagli erken yaslarda da gortilmektedir. Giiglii bir
genetik yatkinlik s6z konusu olup obezite ile ¢cok yakin iliskilidir. Sessiz bir sekilde
baglar ve klinik semptomlar genellikle siliktir (ADA 2015; Yoon ve ark., 2006 ve
McNeely ve ark., 2004). Fakat baz1 vakalarda uzun siiren hiperglisemiye sekonder

olarak hiperglisemik ketoasidoz da goriilebilmektedir.



1.1.5. Tedavi

Glisemi diizeyi hedefleri hastalara gore bireysellestirilmelidir. Yasam beklentisi
diisiik, uzun diabet siiresi ve tekrarlayan hipoglisemik ataklar1 olanlarda glisemik
degerler normal popiilasyona goére daha yiiksek seviyelerde hedeflenmelidir.
Bunlarin disindaki hasta popiilasyonun da ise hedeflenen degerler asagidaki gibidir

(ADA 2018b ve UKPDS group 1998):

AlC: <%7

Aglik kan sekeri: 80-130 mg/dl

Tokluk kan sekeri: <160 mgld

Cocuk ve adolesanlarda A1C: <%?7.5

Yasli ve hipoglisemi riski yiiksek A1C %7-7.5
Yasam beklentisi 5 yildan az ise A1C %8-8.5

NN N N N RN

Hemoglobin A1C ii¢ aylik kan glukozu ortalamasini yansitmaktadir. A1C
Olclimii i¢in hastanin a¢ olmasina gerek yoktur ve giiniin herhangi bir saatinde 6l¢giim
yapilabilir. Hemoglobin A1C’nin % 5’lik degeri kan glukozunda ortalama 100
mg/dl ye denk gelmektedir. AIC seviyesindeki her %1’lik artis ise plazma
glukozunda 35 mg/dl lik artisa denk gelmektedir (Little ve ark., 2011; The
ADVANCE Collaborative Group 2008 ve Woerle ve ark., 2007).

Diyet: Beslenme Tip 1 ve Tip 2 DM hastalarinda tedavi ve bakiminda 6nemli
bir yere sahiptir. Her hastaya gore ayr1 beslenme degisiklikleri uygulanabilir.
Dislipidemik hastadaki diyet Onerileri ile hipertansiyonu olan bireydeki diyet
Onerileri arasinda fark vardir. Bu nedenle tiim diabetli hastalarin beslenme
aligkanliklar1  uzman diyetisyenler tarafindan  diizenlenmelidir. Beslenme
aligkanhigina yonelik uygulanan tedavilerde Tip 1 DM’li hastalarda Al1C
degerlerinde %1°lik bir azalma gozlenirken, Tip 2 DM’li hastalarda %0,5-2 arasinda
diisiis gorilmektedir. Klasik olarak tiim diabetli hastalarda onerilen diyetlerdeki

makro besin oranlari: %45-60 karbonhidrat, %2-35 lipid ve %15-20 proteinlerden



olusur. Giinliik doymus yag oran1 %7-8 diizeyini asmamalidir (Academy of Nutrition

and Dietetics 2016; Ellis ve ark., 2004 ve Norris ve ark., 2001).

Egzersiz: Hastalarin mevcut komplikasyonlarina gore ayarlanmis fiziksel
aktivite tlim diabetli hastalarda Onerilmektedir. Diizenli fiziksel aktivite insiilin
direncinde azalmaya, kilo kontroliiniin saglanmasina, kan basinci regiilasyonuna ve
lipid profilinde olumlu gelismelere neden olmaktadir. Hastalara egzersiz planlamasi
yapilmadan 6nce mutlaka kardiyak riskin belirlenmesi ve ndérolojik muayenenin
yapilmasi onerilmektedir. Diabetli hastalarda genellikle tempolu yiiriime, kogma ve
yiizme gibi aerobik egzersizler ile birlikte kas giiclinde artisa neden olan direng
egzersizleri Onerilmektedir. Egzersiz programi hafifden baglayip daha agira dogru
ilerleyecek sekilde haftada 3 giin ve en az 150 dk siire ile yapilmasi 6nerilmektedir

(ADA 2018c; ADA 2018d ve Garber ve ark., 2018).

Medikal tedavi: Tip 2 DM tedavisinde en sik kullanilan ilaglar biguanid
grubudur. Metformin (sentetik guanidin tiirevi) ve fenformin bu grubun baslica
tiyeleridir. 1970 yilinda fenforminin laktik asidoza yol actigmin tespit edilmesi
tizerine kullanimi yasaklanmistir. Giiniimiizde metformin biguanid grubunda yer alan
tek ilagtir. Metformin yaklasik 60 yildir Tip 2 DM tedavisinde kullanilmaktadir.
Fakat bu ilacin etki mekanizmasi halen daha tam olarak anlasilamamistir.
Metforminin hiicre igerisinde dolayli yoldan 5’-adenozin monofosfat-aktive protein
kinaz (AMPK) enzimini aktive ettigi ve mitokondriyal gliserofosfat dehidrogenaz
(mGDP) enzimini kismen engelledigi gosterilmistir. Bu sayede karacigerde artmis
olan glukoneogenezi inhibe ettigi, lipit ve kolesterol biyosentezini baskiladig
diisiiniilmektedir. Ayrica kas hiicrelerinde glukoz uptake’ini ve yag asidi
oksidasyonunu arttirarak insiilin direncini azalttifina dair tartigmali bilgiler
mevcuttur. Istah iizerine olumsuz etkileri nedeniyle bir miktar kilo kaybina neden
olmaktadir. Hipoglisemi riski diisiikliigii ve kardiyovaskiiler sistem lizerine olumlu
etkileri nedeniyle diabet hastalarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Metformin gastrointestinal sistemde gaz, siskinlik ve diyare gibi gegici yan etkileri
yani sira laktik asidoz gibi dikkat edilmesi gereken yan etkilere de sahiptir. Bu

nedenle ileri derecede bobrek yetmezligi (GFR <30 ml/dk), karaciger yetmezligi ve



laktik asidoz hikayesi olanlarda kullanimina dikkat edilmelidir (Buse ve ark., 2016
ve Diabetes Canada Clinical Practice Guidelines 2018).

Pankreastan insiilin salimimini arttirarak fonksiyon goéren sekretegog grubu
ilaglar diger sik kullanilan antidiabetik ilaglardir. Pankreas B hiicrelerinden insiilin
saliimini arttirarak etki eden sulfaniireler ve etki siiresi daha kisa olan glinid grubu
ilaclar yer almaktadir. Her iki gruptaki ilaclar pankreas adacik hiicrelerinden glukoz
seviyesinden bagimsiz olarak K-ATP kanallarin1 kapatarak insiilin salinimim
arttirmaktadir. Glinid grubu ilaglarin etki siiresi kisa oldugu i¢in genellikle
postprandial glisemi iizerine etkileri mevcuttur. Bu nedenle her 6giin Oncesinde
kullanilirlar. Bu grup ilaglar hipoglisemi ve kilo artis1 gibi sik goriilen yan etkilere
sahip olup riskli hasta gruplarinda kullanimia dikkat edilmelidir. Ayrica Tip 1 DM
ve gebelikte kullanimi1 kontrendikedir (ADA 2018e).

Tiazolidindion grubundaki ilaglar periferde insiilin etkisini artirarak etki
gosterir. Periferik dokularda artan insiilin etkisine bagli olarak glukoz alimi artar ve
karacigerde glukoz tiretimi anlamli oranda azalir. Tiazolidindion grubundaki ilaglar
niikleer transkripsiyon faktorii olan PPAR-g (peroxisome proliferator-activated
receptor-g)’yr aktiflestirerek (PPAR-g agonisti) kas, karaciger ve yag dokusu gibi
periferik dokularda insiilin direncini azaltarak insiilin duyarliliginda artisa neden olur.
Ayrica adiposit diferansiyasyonunda artisa neden olarak da yag dokusunda etkili
olmaktadir. A1C’yi disiiriicti etkileri diger ilaglar ile karsilagtirildiginda yiiksektir.
Kan basinci iizerine olumlu etkileri oldugu da bazi ¢alismalarda gdsterilmistir. Bu
grup ilaglardan iilkemizde sadece pioglitazon yer almakta olup hipoglisemi
yapmamasi ve lipit profili tizerine pozitif etkileri nedeniyle Tip 2 DM’li hastalarda
etkili ilaclardir. Fakat su tutulumu ve kilo artis1 nedeniyle kalp yetmezligi olan
hastalarda kullanimi sinirhdir (ADA 2018d; Buse 2016; De Jong 2017; Diabetes
Canada Clinical Practice Guidelines 2018 ve Garber 2018).

Barsaklarda alfa glukozidazi kompetetif olarak inhibe ederek polisakkaridlerin
yikimint engelleyerek karbonhidrat sindirimi ve emilimini azaltarak fonksiyon

gosteren alfa glukozidaz inhibitorleri diabet tedavisinde destekleyici ilag grubu


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Buse%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26285584

olarak kullanilmaktadir. Tokluk kan sekeri tizerine etkileri mevcut olup hipoglisemi
yapmamasi ve kilo kaybina neden olmas1 énemli avantajlaridir. Ulkemizde bu grup
ilaclardan sadece akarboz bulunmaktadir. Glisemi iizerine etkileri az olmasi ve sik
gastrointestinal yan etkileri nedeniyle giinliik pratikte sik ve tek basina kullanilan

preparatlar degildir (Min ve ark., 2018 ).

Tip 2 DM patogenezindeki dnemli sorunlardan bir tanesi barsaktaki inkretin
hormonlarinin (GLP-1 ve GIP) seviyelerinin azalmasi veya etkilerinin gerilemesidir.
Bunun sonucunda ise glukagon sekresyonun inhibisyonundaki defekte bagli anti-
insiilin etkilerin artisidir. Inkretinemimetik grubu ilaglar olarak adlandirilan glukagon
benzeri peptid-1 reseptor agonistleri (GLP-1A: Glucagon like peptid-1 receptor
agonists) inkretin hormonlar1 taklit ederken, dipeptidil peptidaz-4 inhibitorleri
(DPP4-I) ise inkretinlerin yikimini engelleyerek inkretin seviyesinde artisa neden

olarak etki gosterirler.

GLP-1 reseptorlerini aktive ederek etki gosteren GLP-1 agonistleri, pankreas -
hiicrelerinde glukoza kars1 hassasiyeti artirir ve o hiicrelerinden glukagon salinimini
engelleyerek etki gosterirler. Ayrica midenin bosalmasini geciktirerek tokluk hissini
artirirlar. Bu grup ilaglarin insiilin salinimi glukoz seviyesi ile iligkili oldugu igin
hipoglisemi goriilme orani ¢ok azdir. Ayrica bu gruptaki ilaglar, sistolik kan
basincinda hafif diisiise neden olurken ortalama 2-4 kg kilo kaybina da sebep oldugu
gosterilmistir. Bu grup igerisinde eksenatid, liraglutid ve eksenatid XR yer
almaktadir. Eksenatid, liraglutid ve liksisenatid obez hastalarin kullanildig1 bazi
caligmalarda bazal insiilin ile birlikte kullanilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen
sonuclarda, glisemik kontrol daha diisiik insiilin dozlari ile saglanmis olup yiiksek
doz insiiline bagh kilo artis1 6nemli oranda azaldig1 goézlenmistir. Bu grup ilaclarda
pankreatit ve pankreas kanseri gibi yan etkiler yoniinden dikkatli olunmasi
gerekmektedir. Bu yan etkilerin hastalia m1 yoksa ilaca bagli m1 oldugu kesinlesmis

degildir (Mars ve ark., 2016).

Inkretin artirict olarak gérev yapan DPP-4 inhibitdr grubu ilaglar, barsakta

yemek sonrasi artan inkretinlerin DPP-4 tarafindan yikimini engelleyerek endojen



GLP-1 ve GIP diizeylerinde artisa neden olurlar. Bu gruptaki ilaglar da GLP-1
agonistleri gibi B hiicrelerinden insiilin salinimini glukoz seviyesine gore artirarak
tokluk glukoz diizeyini azaltir ve pankreas o hiicrelerinden glukagon salinimini
engeller. Sitagliptin, vildagliptin, saksagliptin, linagliptin ve alogliptin bu grupta yer
alan DPP4-1’leri olup bu ilaglar oral yoldan alinmaktadir.

DPP4-1 grubundaki ilaglar; Tip 2 DM hastalarinda kullanilan metformin,
siilfoniliire, pioglitazon veya insiilin gibi anti-diabetik ilaglara ragmen kan
glukozunda istenilen diisiis saglanamadiginda sonraki basamaklarda tedaviye ek
olarak kullanilmaktadir. Kilo iizerine olumlu veya olumsuz etkileri olmayip
hipoglisemi riski diisiiktiir. Ust solunum yolu enfeksiyonu benzeri etkilerin yani sira

pankreatit riski bu grup ilaglarda da bulunmaktadir (Wang ve ark., 2018).

Insiilinin 1922°de kesfinden sonra ozellikle Tip 1 DM’de olmak iizere tiim

diabet hastalarinin yasam stiresi ve kalitesinde dnemli gelismeler olmustur.

Insiilin tedavisinin baslica kullanim alanlar1:
v Tip1lDM
Oral anti-diabetikler ile yeterli glisemik regiilasyon saglanamayan
(HbA1C>%10) Tip 2 DM

Hiperglisemik aciller (diabetik ketoasidoz ve hiperosmolar non ketotik koma)

<\

Akut MI, siddetli agir enfeksiyonlar ve cerrahi operasyonlar

Gebelik ve laktasyon

<N X X

Diyet ile kontrol altina alinamayan Gestasyonel DM

Insiilin hiicre icine glukoz girisini ve karacierde glikojen depolanmasini
arttirarak, karacigerden glukoz salinimimi azaltarak ve periferik dokularda yag ve
protein yikimini engelleyerek fonksiyon goriir. Ulkemizde rekombinant DNA
teknolojisi ile iiretilen insiilin (insiilin analogu ve insan instilini) kullanilmaktadir.
Insiilin cilt alt1 dokuya enjeksiyon ydntemiyle kullamlarak viicutta absorbe edilir
(Palmer 2016 ve Horvath 2007). insan insiilini daha hizli absorbe edilirken, egzersiz

ve enjeksiyon bolgesine uygulanan masaj emilimi hizlandirir. Ayrica acil durumlarda
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kisa etki siireli insiilinler IV olarak da kullanilabilir. insiilinler etki siiresine gore kisa
(regiiler/lispro/aspart), orta (regiiler/NPH) ve uzun etkili (detemir/glarjin) insiilinler
olarak siniflandirilir. Hizli etkili insiilinler postprandial glisemi kontrolii saglarken
orta/uzun etkili insiilinler bazal insiilin seviyesini arttirarak aclhik glisemi
regiilasyonunu saglarlar. Ayrica bazi hastalarda insiilin kullanim sikligin1 azaltmak
icin giinde 2 kez kullanilan farkli oranlarda kisa ve orta etkili insiilin igeren karisim
preparatlarida mevcuttur. insiilin kullanimmin etkinligi yani sira énemli yan etkiler
de bildirilmigstir. Hipoglisemi ve kilo artis1 en sik goriilen yan etkilerdir. Ayrica
alerjik reaksiyonlar (analog insiilinlerde daha nadir) ve lipohipertrofi —atrofi diger sik
goriilen yan etkilerdir. Insiilin tedavisi sonrasi IGF-1 reseptdrlerinin aktivasyonu
sonucu malignite ve ateroskleroz sikliginda artis oldugu siiphesi olsa da heniiz bu
konuyla ilgili kanitlanmig yeterince veri bulunmamaktadir (Dailey 2004; Ross 2001
ve Rosenfalck 2000).

Semptomatik
+ A1C >%10

Yeni Tani Almig
Tip 2 Diyabet

MET + Bazal-Boliis
Insiilin Tedavisi

- | Semptomatik
MET +1-2 0AD + A1C>%10
Bilinen - MET + GLP-1A MET +|G'LP'.'T'A
Tip 2 Diyabet + Bazal insiilin

A1C > Hedef
+%1.5

MET +
Bazal Insiilin

A1C: Glikozile HbAlc
MET: Metformin
OAD: Oral antidiyabetik ilag

GLP-1A: Glukagon benzeri peptid-1 reseptér analogu
SCll: Stirekli cilt alti insiilin infiizyonu MET + 2-3 Doz
Bifazik insiilin

Sekil 1.1. Tip 2 DM hastalarinda tedavi algoritmasi
(TEMD-2018)

MET + Bazal
+1-3 Bolus insiilin

MET + Scli
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1.2. Sodyum-Glukoz Co-Transport 2 (SGLT2) inhibitorleri

Normal glukoz homeostazinda, bobrekler giinde ~180 g glukozu filtreler ve
geri emilimini gergeklestirir. Diyetle gilinliikk olarak 180 g glukoz emilir iken, 70 g
glukozun karaciger tarafindan glukoneogenez ve glikojenoliz yolu ile {iretimi
saglanir. Toplam giinliik glukoz havuzunun 125 g beyin tarafindan tiiketilirken, geri
kalan1 diger dokular tarafindan kullanilir. Bobrekler tarafindan giinliik 180 g filtre
edilirken neredeyse tamami yine bobrek tubiilleri ile geri emilim saglanarak yeniden
dolasgima verilmektedir (Sekil 1.2). Diabette ise giinliik glukoz girisi 280 g’1 astig1
icin glukoz diizeyleri glukoz geri emilim esik degerini asar ve bu durum glukoziiri ile

sonuglanir (Neal ve ark., 2017 ve Zinman ve ark., 2015).

Glukoz kullanimi

Diyette glukoz yaklasik 250 g/gin'2
yaklagsik 180

Ea
g/gin

Viicudun
Geri Kalam

Yaklagik 125

g g/giin
Yaklagik 250 g/giin'e fPrsss=7] ==

varan
filtrasyon ve geri
emilim?

Glukoneogenez
veya glikojenoliz
ile tiretilen

Bébrek yaklagik 25-35 g/giin glukoz kullanir
Bir 6glinden sonra 32 g'dan fazla® (yaklagik Yak|a$|k 70

15-55 g/gun)* glgunl

%20'si bébrekler
tarafindan dretilir.

Sekil 1.2. Viicutta normal glukoz homeostazi
(Gerich, 2010)

1930’1u yillarda bobregin glukoz dengesinde 6nemi ve fonksiyonu ilk olarak

aciklanmigstir. Bobregin glukoz dengesinde 3 temel gérevi vardir:

12



1. Glukoz iiretimi
2. Glukoz tiiketimi

3. Glukoz filtrasyonu ve geri emilimi

Glukoz {iretimi; basta renal kortekste olmak iizere glukoneogenez ile iiretir.
Glukoz 6-fosfataz enzimine insan viicudunda sadece karaciger ve bobrekler sahiptir.
Bu nedenle sadece bu organlardan tarafindan kan dolasimina glukoz salinimi
gergeklesmektedir. Ag¢lik durumunda salgilanan toplam viicut glukozunun
yaklasik %20'sine katkida bulunur. Glukoneogenez ile iretilen miktar ise tiim

glukozun yaklasik %40'ina katkida bulunur (Stumvoll ve ark., 1997).

Glukoz tiiketimi; kendi enerji ihtiyact igin gerekli olan glukoz renal medullada
kullanir. Beyin zorunlu bir glukoz tiiketicisi olup kandaki glukozun %350’sini
bobrekler ise %10'unu kullanir. Glukoz filtrasyon ve geri emilimi; glomeriilden
plazma glukozunu filtreledikten sonra filtre sividan tiibiiller aracilifiyla yaklasik
180-250 g/giin kadar miktar1 geri emilir. Plazma glukozu i¢in esik deger (~180-198
mg/dl) tiibliler maksimum geri emilim kapasitesini agsana kadardir (glukozun atilma
noktast). Normal renal glukoz kullaniminda, glukozun %901 SGLT2 tarafindan geri
emilir (Sekil 1.3) Bobrek proksimal tubiil S1 segmentinde Na ile birlikte glukozun

geri emilimi hipergliseminin kalict hale gelmesine katki saglamaktadir (Triplitt 2012).
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Glukozun ¢ogu SGLT2
tarafindan geri emilir
(%90)

1 " Proksimal tiibiil

Kalan glukoz SGLT1
tarafindan geri emilir
(%10)

N O XxCc —§

Glukoz filtrasyonu

Sekil 1.3. Bobregin glukoz metabolizmasindaki rolii
(Wright, 2001)

Viicutta toplam 6 adet sodyum glukoz yardimci tastyicist rol almaktadir.

SGLT 1: Sodyum, glukoz ve galaktozun bdbregin proksimal tiibiiliinden ve
bagirsagin fircamsi kenarindan eszamanl olarak taginmasini saglar.

SLGT 2: Bobregin proksimal tiibiiliiniin S1 segmentinde, sodyum ve glukozu
eszamanli olarak tasir

SGLT 3: Ince barsak uterus ve testislerde glukozu tasir iken sodyum tasimaz

SGLT 4: Ince barsak, mide ve karacigerde glukoz ve mannoz tasir

SGLT 5: Bobrekte rol alir fakat fonksiyonu bilinmiyor

SGLT 6: Omurilik, bobrek ve beyin de myoinositol ve glukoz tasir.

Dapagliflozin, 1835 yilinda Fransizlar tarafindan elma agaci kabugunda
bulunan filorizin isimli bilesikten elde edilmistir (Idris ve Donelly, 2009). Filorizin,
flavonoid sinifindan dihidroalkon tiirevi ve filoretin bilesiginin 2’-glukozidi olan bir
bilesigidir (Blaschek 2017). Baslangicta antipiretik ve antimikrobiyal olarak
denenmesine ragmen, daha sonraki yillarda glukoziiriye neden oldugu goriilmiistiir

(Rossetti ve ark., 1987). Daha sonraki yillarda bu etkiyi bobrekte glukoz
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transportunu engelleyerek yaptigi anlasilmis olup filorizinin bobrekte SGLT1 ve
SGLT2’yi birlikte inhibe ederek etki ettigi tespit edilmistir. Fakat bu ilacin barsak ve
beyindeki yan etkileri nedeniyle ilk zamanlarda seker hastalarinda kullanilamamastir.
Diabette kandaki hiperglisemi sonucu ortaya ¢ikan glukoziiri nedeniyle diabet,
bobreklerin yapisal hastaligi olarak da kabul edilmektedir. Son yillarda diabet
tedavisi amaciyla kullanima giren SGLT inhibitorii bilesiklerin Onciisii niteliginde

filorozinin oldugu bilinmektedir.

Diinyada onaylanan ve kullanima giren ilk SGLT2 inhibitorii dapagliflozin
olup Kasim 2012°de Amerika’da onaylanmistir. Ancak, bu ilag meme ve mesanede
kanser gelisim riskini arttirmasi ve klinik ¢alismalar sonucunda karacigerde hasara
neden oldugu tespit edilmesi iizerine FDA’nin Endokrinoloji ve Metabolik ilag
Danisma Komitesi (EMDAC) tarafindan piyasadan g¢ekilmesine karar verilmistir.
Daha sonra yapilan klinik ¢aligmalarda bu risklerin olmadigina dair verilerin ortaya
cikmasi tizerine, FDA tarafindan 8 Ocak 2014’de ‘Farxiga/ Forxiga’ ismiyle, Tip 2
DM olan hastalarin glisemik kontroliinde kullanilmak iizere tekrar onay almistir. Bu
ilag metformin hidrokloriir ile kombine edilerek dapagliflozinin daha uzun siirede
salinan Xigduo XR isimli tabletin Ekim 2014’te FDA tarafindan kullanimi
onaylamistir. Dapagliflozin emilim hiz1 yiiksek olup yar1 émrii 12,9 saattir. Ilacin
biyoyararlanimi ise %78’ e kadar ulagsmaktadir (Dhillon 2019 ve Paik ve ark., 2019).
Diger ilaclar ile birlikte kullanildiginda anlamli bir ilag etkilesim olmadig
gozlenmistir. Metabolizmasindan esas olarak uridin difosfatglukuronoziltransferaz
(UGT1A9) sorumlu olup diisiik oranda da sitokrom 450 enzimi tarafindan
metabolize edildigi bilinmektedir. Karaciger ve bobrekte CYPIA9 enzimi ile
dapagliflozin 3-O-glukuronid’e ¢evrilmektedir. Dapagliflozin etkinligi tek basina
kullanimda metformin ile kiyaslanacak kadar etkili oldugu gézlenmis ve bu etkinlik
52-102 hafta boyunca devam etmistir (Fioretto ve ark., 2015). Diger oral antidiabetik
olan ilaglar (glimeprid, metformin, pioglitazon ve sitagliptin) ile birlikte
kullanildiginda, hem dapagliflozinin hem de bu ilaglarin metabolizmasinin ve
farmakokinetik 6zelliginin etkilenmedigi tespit edilmistir (Kasichayanula ve ark.,
2013).
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SGLT2 nin inhibisyonu ile glukoziirinin neden oldugu kan glukoz seviyesinde
azalmaya bagli olarak hipergliseminin neden oldugu kardiyovaskiiler morbiditenin
Oonlenmesine ve glukotoksisitenin azalmasina katki saglamaktadir. Bu fonksiyonunu
insiilinden bagimsiz mekanizma ile gergeklestirdigi i¢in tiim hastalik evrelerinde ve
diger antihiperglisemik ila¢ smiflari ile kombinasyon halinde kullanabilir. Ozmotik
dilirez sayesinde baslangicta kilo kaybi ve kan basincinda azalmaya neden olur.
Idrarda asir1 miktarda glukoz atilimu ile kalic1 kilo kaybina ve diger ilaglarin neden
oldugu kilo artisinin engellenmesine katki saglar. Dapagliflozin ile saglanan kilo
kayb1 esas olarak yagsiz doku veya sividan ziyade yag dokusunda gozlenen kayip ile
iligkilidir. HbA1C ‘de diger anti-diabetik ilaglar ile kombine kullanildiginda ekstra
diismeye neden oldugu gdzlenmistir. Ayrica insiilin tedavisi alan hastalarda insiilin
ihtiyacinda azalma ve kardiovaskiiler olaylarda gerilemeye neden oldugu
gozlenmistir (Thomson ve ark., 2019 ve Verma ve ark., 2018). Bu grup ilaglar ile
ilgili en 6nemli kaygi mesane kanseri riskindeki artistir. Fakat bu zamana kadar
yapilan insan ve hayvan calismalarinda mesane kanseri riski artisina dair bir bulgu

gdzlenmemistir.

Dapagliflozin kullanimai ile hipoglisemi riskinin ¢ok diisiik oldugu gézlenmistir.
Bu ilacin en 6nemli yan etkilerinden biri idrar yolu infeksiyonudur. Hali hazirda Tip
2 DM  genital/idrar  yollar1  infeksiyon insidansi/prevalans1  artisiyla
iligskilendirilmektedir. Dapagliflozin bobrekteki asir1 glukozun geri emilimini inhibe
ettigi i¢in idrar yollarinda glukoz artigina yol agmaktadir ki bu da genitoiiriner
sistemde bakteriyel ¢ogalmanin artisi i¢in 6nemli bir risktir. Goriilen genitoiiriner
infeksiyonlarin biiytik kismi hafif ve orta siddette olup, nadiren Dapagliflozin‘in
birakilmasina yol agmis ve genellikle tek bir standart tedavi kiirliyle giderilmeleri
miimkiin olmustur. Piyelonefrit sikliginda artig gorilmemis olup plasebo ile
genellikle benzer siklikta meydana geldigi gbzlenmistir (Scheen 2019). Bu ilacin
baslangi¢c asamasinda eGFR degerinde hafif bir diismeye neden oldugu, daha sonra
eGFR degerlerinin normale geldigi gézlenmistir. Bobrek tizerine olan etkisinin gegici
oldugu bilinmektedir. Ilacin birakilmasi sonrast SGLT2 inhibisyonu ortadan
kalkmasina bagli proksimal tiibiilden glukoz emilimi tekrar baslamaktadir

(Heerspink ve ark., 2018). Ayrica dapagliflozin kullanan hastalarda glukoziirinin
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etkisi ile hacim deplesyonuna bagli hipotansiyon ataklari plaseboya gore daha sik
goriilmektedir. Dapagliflozin giinde tek doz kullanilmaktadir. Ogiinlerden bagimsiz

olarak kullanildig1 ve doz titrasyonu gerektirmedigi i¢in kullanim kolaydir.

1.3. Diabetes Mellitus’un Vaskiiler Komplikasyonlari

Vaskiiler komplikasyonlar DM’nin en ciddi ve sik morbidite/mortalite
nedenlerinden biridir. Ateroskleroz azalmis yasam siiresinin en 6nemli belirleyicisi
iken diabetik nefropatiye bagli son donem bobrek yetmezligi ve retinopatiye bagl
korliik ise hastaliga bagli yasam kalitesindeki bozulmada 6nemli rol oynamaktadir.
Bu nedenle vaskiiler komplikasyonlarin onlenmesinde en iyi tanimlanmis klinik
yaklagimlar kan glukoz seviyesinde yogun antidiabetik, antilipidemik ve
antihipertansif tedavilerdir (Adler ve ark., 2000 ve Collins ve ark., 2003). Ayrica
retinopatiye yonelik olarak uygulanan fotokoagiilasyon ve wvaskiiler endotelyal
biiyiime faktoriine yonelik ajanlar hastalik progresyonunu azaltmada oOnemlidir
(Klein ve ark., 1984). Tim bu gelismelere karsin hastalik prevelansindaki artis
nedeniyle vaskiiler komplikasyonlar halen 6nemli bir saglik sorunu olarak karsimiza
cikmaktadir. Glukoz diisiiriicii ilaglarin kullanim1 nefropati ve retinopati baglangicini
geciktirdigi halde, kardiyovaskiiler hastalik gelisiminin hiperglisemi ile daha az
iliskili oldugu ve antidiabetik ilaglardan daha az fayda gorildiigii gosterilmistir
(DCCT GROUP 1995 ve Gaede ve ark., 2003). Ayrica, diabetli hastalarda sik
goriilen dislipidemi ve hipertansiyonun etkisi disinda kardiyovaskiiler hastaliklar ile
DM arasinda bagimsiz bir iligkili oldugu agiktir. Tip 2 DM deki insiilin direnci ve
onun dokulardaki etkisi aterotrombotik olaylarin gelisiminde hiperglisemiden daha

onemli bir risk faktoriidiir (THE ONTARGET 2008).

Bu bilgilere karsin, halen diabetin vaskiiler komplikasyonlarini hedefleyen ¢ok
az terapotik alternatif bulunmaktadir. Diabetik vaskiiler komplikasyonlarin altta
yatan patogenezine yonelik yapilan c¢aligmalarin sonuglarindan yola ¢ikarak,
hastaligin molekiiler hasar mekanizmasi ile endojen koruyucu faktorler arasindaki

dengenin saglanmasi vaskiiler hasarin gelismesindeki en Onemli gosterge olarak
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diistiniilmektedir. Bu nedenle wvaskiiler komplikasyonun patogenezine yonelik
incelemeler ve tedavi algoritmalar1 gelecekte diabetin yonetim stratejisinin en dnemli

belirleyicisi olacaktir.

1.3.1. Vaskiiler Komplikasyonlarin Patogenezi

Diabete bagli gelisen aterosklerozun patolojisi, diger major risk faktorii olan
sigara ve dislipidemiye bagl gelisen lezyonlardan karakteristik olarak ayirt edilemez.
Kolesterol ozellikle de LDL kolesterol ateroskleroza yatkinlikta en onemli katki
saglayan faktor olarak diisiiniilse de, hipertrigliseridemi, diisik HDL ve kiigiik
yogunluklu LDL ateroskleroz gelisiminde daha ©nemli parametrelerdir (The
Emerging Risk Factors Collaboration 2010). Arteryal duvardaki apolipoprotein B
icerigi ve modifiye LDL, monositten derive edilen makrofajlar1 aktif hale getirerek
lipoproteinleri alir ve kopiik hiicrelerine derive etmektedir. Kopiik hiicrelerden ve
diger immun hiicrelerden salinan kemokin ve sitokinler immiin cevabin baglamasinda
onemli rol almaktadir. Ileri glikasyon son iiriinlerinin formasyonu ve degismis
glukoz metabolizmasinin sonucu olarak serbest oksijen radikallerinin asir1 liretimi
niikleer faktor-kappa B (NF-Kb) ve diger proinflamatuvar yolaklarin1 aktive ederek
sirecin daha da ilerlemesine neden olmaktadir. Bu degisiklikler adhezyon
molekiillerinin  ekspresyonu 1ile endotelyal disfonksiyonun gelismesine yol
acmaktadir. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu aterosklerotik plaktaki ve
plak tizerini Orten fibrotik oOrtiinlin ana kaynagidir. Bu siire¢ icerisinde makrofajlarda
ortaya c¢ikan apopitozis ilerlemis plak icerisindeki nekrotik ¢ekirdek formasyonun
olusmasina ve makrofajlardan ve diger hiicrelerden matrix metalloproteaz ve diger
enzimlerin salinmasina neden olmaktadir. Bu enzimler fibrotik ortiiniin kirilmasina
ve plak riiptiiriine yol a¢maktadir. Nekrotik ¢ekirdek ve diger ekstraselliiler
komponentlerin dolagimdaki kan ile temas1 sonucunda tromboz gelismekte, strok ve

myokard infarktiisii olusmaktadir (Bernesis ve ark., 2002 ve Libby ve ark., 2011).
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1.3.2. Hasarin Molekiiler Mekanizmasi

Diabetes mellitus hastalarinda gen ekspresyonu, hiicresel sinyalizasyon ve
hiicre fizyolojisi ile ilgili bir dizi anormallikler tanimlanmistir. Bu anormallikler
bircok dokuda benzer Ozellikte olup nadiren farkliliklar kisiye 0Ozgii olarak
goriilmektedir. Diabet hastalarinda goriilen hiicresel diizeydeki molekiiler hasar

mekanizmalar1 asagida farkl: yolaklar ile anlatilmistir.

Protein kinaz C aktivasyonu: Protein kinaz C (PKC), bir¢cok hiicre igi
sinyalizasyonda rol alan ve genis yelpazede eksprese edilen bir enzimdir. Bu enzimin
diabetli hastalarda ozellikle vaskiiler yatakta aktivitesi artmaktadir. PKC’nin 10
izoformu olmasia ragmen diabetli hastalarda a, B ve 6 olmak iizere 3 izoformu
stirekli olarak belirtilmektedir (Steinberg 2008). PKC B izoformunu inhibe eden
ruboxistaurin ile yapilan hayvan calismalarinda retinal ve glomerular hemodinamide
iyilesmeye ve aterosklerozda gerilemeye neden oldugu gosterilmistir (Deissler ve
Lang, 2016). PKC izoformlar1 yapisal olarak ve aktivasyon modlarina goére klasik (p),
yeni (8) ve atipik olmak iizere 3 alt gruba siniflandirilmistir. B ve 6 izoformlar
gliseraldehid 3-fosfat ve fosfotidik asit tarafindan intraseliiler olarak artan lipid
diacilgliserol tarafindan aktive olmaktadir. Ayrica siirekli olarak hipergliseminin
devam etmesi de PKC de transkripsiyonel upregulasyona neden olarak aktivitesinin
artmasina neden olur. PKC aktive olmasiyla endotelin-1 ve vaskiiler endotelyal
bliylime faktdr ekspresyonunda artisa, sonunda da wvaskiiler permeabilitenin
bozulmasina neden olmaktadir (Sekil 1.4) (Koya ve King, 1998). PKC o&zellikle
diabet hastalarinda inflamatuvar siirecin tetikleyicilerinden biri olarak diistiniilmekte
olup PKC inhibitérleri ile ilgili birgok calisma devam etmektedir. Diabetik obez
hastalarda karaciger insiilin direnci {izerine etkilerinden sonra arastirmacilar yeni

PKC inhibitorleri lizerine egilimlerini arttirmistir.
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Sekil 1.4. Hiperglisemi ve Protein Kinaz C aktivasyonu
(PKCB; Protein kinaz C beta, PKC39; protein kinaz C sigma, ET-1; endotelin-1, VEGF; vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii, MAPK; mitojen aktive protein kinaz, ROS; serbest oksijen radikali, SHP-
1; Src homology region 2 domain-containing phosphatase-1, NF-Kb; niikleer faktor kappa B)
(Geraldes ve King, 2010)

Poliol yolagi: Hiicre icine glukoz artis1 polyol yolagi araciligiyla fruktoz ve
sorbitol gibi iiriinlerin hiicre i¢i oraninda artisa neden olmaktadir. Normalde bu
doniisiim saglikli bireylerde de goriilmesine karsin, diabete bagli asir1 hiicre igi
glukoz artis1 bu yolagin daha fazla aktive olmasina ve hiicre i¢i hasar olusumuna yol
acmaktadir. Bu yolakta hiz kisitlayici basamak olan aldolaz rediiktaz enzim
aktivasyonu ile NADPH’i tiiketirken ve sorbitol rediiktaz aktivitesi ile NAD (+)
azaltir (Sekil 1.5) (Ruef ve ark., 2000). Bu yolagin aktivasyonu glukoz artis1 disinda
GAPDH inaktivasyonu ile de ortaya ¢ikabilir. Bu olay oksijen radikalleri tarafindan
ADP’nin GAPDH’e eklenmesi ile gerceklesir. GAPDH gliseraldehit 3 fosfatin
glikolitik konversiyonu i¢in gerekli oldugundan bu enzimin inhibisyonu gliseraldehit
3 fosfatin artmasina yol agar. Artmis olan gliseraldehit 3 fosfat PKC aktivatorii olan
diacil gliserole doniisiir. Hiperaktif polyol yolagi hiicresel diizeyde intraseliiler
antioksidan olarak gorev yapan NADPH’1n deplesyonuna neden olur ( Li ve ark.,
2019).
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Sekil 1.5. Polyol yolaginda NADPH tiiketimi
(NAD; Nikotinamid adenin dintikleotit, NADP; Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat)
(Chung, 2003)

Serbest oksijen radikalleri: Vaskiiler duvarda serbest oksijen radikalleri ve
stiperoksit Uiretimi vaskiiler hastaliklarin ve diabetin patogenezinde ¢ok dnemli bir
role sahiptir. Vaskiiler hiicrelerdeki siiperoksitin esas kaynagi NADH’1 substrat
olarak kullanan ve fagositik NADPH oksidazi taklit eden enzim tarafindan
tiretilmektedir. Diabette polyol yolaginin artisina bagli olarak NADH/NAD+
oraninin artmasinin bu enzimin aktivasyonuna neden oldugu diisiiniilmektedir.
NADH oksidaz enzim aktivitesindeki artig ayrica PKC aktivasyonuna bagli artmis
glukoz ve serbest yag asiti seviyesi ile de iliskili olabilir. Mitokondri ayrica 6nemli
serbest oksijen radikali kaynagindan biridir. Mitokondrideki sitrik asit sikliisii
elektron transport zinciri i¢in elektron donorii olarak hareket eden NADH VE
FADH2 olusumunu saglamaktadir. Hiicre i¢i glukoz konsantrasyonu arttiginda
proton gradienti artar ve elektron transferini inhibe eder. Bdylece elektronlar
siiperoksit liretimine neden olan molekiiler oksijene transfer olur. Diabette serbest
oksijen radikali olusumundaki farkli ve birbiri ile iliskili birgok mekanizma olmasi
hastaligin vaskiiler patogenezdeki karmasikligi yaninda ortak hedef hakkinda
ipuclarida saglamaktadir (Nishikawa ve ark., 2000).

Glikolizasyon yolagi: Sekerler tarafindan hiicre i¢i ve dis1 proteinlerin modifiye
edilmesi sonucu glukolizasyon son iirlinlerin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. Bu {iriinler
proteinlerin yapisint ve fonksiyonunu degistirerek proinflamatuvar ve hiicre yiizey
reseptOrlerinin aktive olmasina neden olur. Bu iiriinlerin seviyesi kan seker orani ile
dogrudan iligkilidir. Glukolizasyon son iiriinleri olusumu protein ve glukoz arasinda

nonenzimatik yol ile ortaya c¢ikabilir. En yaygin olarak karboksimetil-lizin
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goriilmektedir. Kollajen gibi ekstraselliiler yapisal proteinler glikasyon son iiriin
modifikasyonuna o6zellikle hassastir. Glikasyon son iiriinleri diabet hastalarinda
retina, aorta ve glomeriil gibi bir¢ok dokuda gosterilmistir. Bu modifikasyon
ekstraselliiler matriks proteinleri ve sinyal molekiillerinin fonksiyonunu degistirdigi
ve diabet hastalarinda vaskiiler patogenezde onemli yere sahip oldugu bircok
deneysel ¢alismada bulunmustur (Du ve ark., 2001; Federici ve ark., 2002 ve Makino
ve ark., 2015). Diabetin vaskiiler komplikasyon gelisiminde rol alan yukarida
bahsedilen patolojik olaylar bir biitiinlin pargasi olarak farkli yolaklarin katkis1 ile
atereskleroz ve diger vaskiiler komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Bu kompleks ve kismen birbirinden bagimsiz olan mekanizmalar nedeniyle vaskiiler
komplikasyonlarin tedavisi genelde tek bir yolak iizerinden yapilamamaktadir. Ornek
olarak, ACE inhibitorlerinin bdbrek fonksiyonlarinda 6nemli iyilesmeye neden
oldugu bircok c¢alismada gosterilmistir. Anjiyotensin I ve II lokal olarak bobrekte
tiretilmekte olup diabet hastalarinda kardiyak fibrozis gelisiminde ve bdbrek
hastaliginin ilerlemesinde 6nemli bir yere sahiptir. Anjiyotensin II TGF- araciligiyla
ekstraseliiler matriks tiretiminin artisina neden olmaktadir. Fakat Tip 1 diabet
hastalarinin  bobrek biyopsileri incelenerek yapilan calismada bu anjiyotensin
dontistiiriici enzim inhibisyonun yapisal diizelmeye neden olmadigi ve bobrek
kapiller basinci azaltarak daha ziyade fonksiyonel diizelmeye neden oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle diabetin kardiyovaskiiler hastaliklarinin yonetiminde

kombine veya yeni tedavi seceneklerine ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir.

1.4. B-Adrenerjik Reseptorler

B adrenerjik reseptorler (B—AR) ozellikle kalpte ¢ok 6nemli fonksiyonlarda
kritik role sahiptir. Bu reseptorler B1, B2 ve B3-AR olmak iizere {i¢ alt gruba ayrilir.
Baskin olarak rol alan B-AR’ler pozitif kronotropik etki ile kalp hizinda ve pozitif
inotropik etki ile de kalp kasilma kuvvetinde artisa neden olur. Ayrica pozitif
lusitropik etki sayesinde de gevseme oraninda artisa neden olmaktadir. B,-AR’ler
genellikle periferik vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ve plateletlerde bulunmakta olup

periferik diiz kas hiicrelerinde vazodilatasyona ve plateletlerde agregasyonunun
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inhibisyonuna neden olmaktadir (Emorine ve ark., 1989). B, -AR’ler ayrica vaskiiler
endotelyal hiicreler ve daha seyrek olarakta kalp kasinda da fonksiyon gosterdigi
bilinmektedir. B-AR’ler G protein kenetli reseptor ailesine ait olup Gs proteini
(vaskiiler diiz kas hiicrelerinde tanimli), adenilil siklaz (AC), siklik adenozin
monofosfat (¢cAMP) ve protein kinaz A (PKA) gibi hiicresel elemanlar ve enzimler
bu reseptorlerin klasik sinyal iletim yolaginda rol almaktadir (Sekil 1.6). Bu yolaklar
disinda p42/p44 mitojen aktive edici protein kinaz (p42/p44 MAPK ya da ERK1/2
yolagi), Gi protein kenetli fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3)/ protein kinaz B (Akt) ve
mitojen aktive edici protein kinaz (MEK) gibi yolaklar ile de uyarilabilmektedir.

Norepinefrin Epinefrin
\ N\

CREB-baglayici
protein

Sekil 1.6. B adrenerjik reseptdr yolagi (CBP; CREB baglayici protein, CREB; cAMP response
element-binding, CYP; sitokrom P) (Cannavo ve Koch, 2017)

B-AR uyarilmasi ile Gs proteininin a tinitesi asetilkolin ile birlesmesi sonucu
ATP’nin cAMP’ye doniisiimii saglanmaktadir. Klasik sinyal yolaginda olusan cAMP
PKA’y1 aktifleyerek birgok proteinin fosforillenmesine neden olur. Ornek olarak
PKA miyozin hafif zincir kinazi1 fosforilleyerek vaskiiler diiz kas hiicrelerinde bu
proteinin kalmoduline olan affinitesini azaltmaktadir. Bu sayede ,-AR aracilik ettigi
vazodilatasyon olusmaktadir. PKA kardiyak myositlerde aktive olarak, L tipi Ca*
kanallarinin uyarilmasina ve hiicre i¢ine Ca?* girisinin artigina neden olur. Hiicre ici
artan Ca’* kalp kasinda Bi1-AR/ B2-AR aracili kasilmaya neden olmaktadir (Port ve
ark., 2001 ve Queen ve ark., 2006).
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1.4.1. B3 Adrenerjik Reseptorler

Bs-AR dizisi yaklagik 400-408 aminoasitten olusan G protein ailesi
tiyesindendir. Diger B-AR ile karsilastirildiginda daha homojen bir 7 transmembran
domain igeren ekstraselliiler glikolize N-terminal ve intraselliiler C-terminal yapisina
sahiptir (Sekil 1.7). 1lk olarak 1989 yilinda klonlanan bu reseptérler, esas olarak yag
dokusu igerisinde lipoliz ve termogenezis regiilasyonunda rol aldigi gosterilmistir
(Cannavo ve ark., 2017 ve Emorine ve ark., 1989). Daha sonraki 20 yil igerisinde
yapilan c¢alismalarda bu reseptorlerin kardiyovaskiiler sistem modiilasyonu ve
anjiyogenezis de onemli role sahip oldugu gosterilmistir. Aslinda B3-AR ile ilgili
insan verileri PB; ve P2-AR’lere oranla daha az olup birgok veri hayvan
calismalarindan elde edilmistir. 1993 yilinda yapilan hayvan calismalarinda p3-
AR’lerin kardiyovaskiiler sistem disinda beyaz ve kahverengi yag hiicrelerinde,
ileumda ve rat mide fundusunda bulundugu saptanmistir (Arch ve Kaumann, 1993).
Yine bagka bir hayvan ¢aligmasinda B3-AR’lerin yukarida bahsedilen dokular diginda
farkl1 dokularda gérev aldig1 tespit edilmistir. ilk olarak 1996 yilinda P3-AR’lerin
kalp dokusunda yer aldig1 ve kalbin kasilma giiciinde azalmaya (negatif inotropik)
neden oldugu gosterilmis olup, arastirmacilarin kardiyovaskiiler sistem {izerinde
etkili bu yeni reseptorler ile ilgili bircok calismanin baslamasina neden olmustur

(Gauthier ve ark., 1996).

N-glikozilasyon bolgesi

Hiicre digi

Palmitolasyon bolgesi

Membran
Membran

Hiicre ici "’
Polimorfizm W43R

Sekil 1.7. B3-AR’lerin yapisi
(Igawa ve ark., 2010)
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1.4.2 Kalpte B3 Adrenerjik Reseptorler

B3-AR’lerin kalpte elektrofizyolojik etkilere neden oldugu yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir. Kalpte Ozellikle endotelyumda ve miyokardiyumda bulunan bu
reseptorlerin kalp i¢in 6nemli koruyucu rolleri oldugu son yillarda toplanan veriler
ile gosterilmistir. Karsit hipotezlerde ise kalp yetmezliginde artan B adrenerjik
aktivitenin kronik uyarilmasi sonucu miyokardiyumda B3-AR’lerin aktivasyonu ve
kalp yetmezliginin ilerledigi goriisii ve bu reseptorlere karst gelistirilen
antagonistlerin kalp yetmezliginde yararli oldugu diistiniilmiistiir (Masutani ve ark.,
2013). Bs-AR’lerin elektrofizyolojik c¢aligsmasini inceleyen hayvan calismasinda,
tavsanlarin kalp kasi hiicrelerinde uyarilan B3-AR’ler NO yolagini aktive etmesiyle
Ca’* transiyentini ve L tipi Ca** gecisini engelleyerek K* transportunu (lxs) arttirdig
gozlenmistir (Gauthier ve ark., 2011). Ayrica diisiik sicakliklarda B3-AR’lerin
uyarilmast sonucu L tipi Ca** kanallarindan Ca?* gecisinin artmasi ile insan
atriyumunda  kasilmaya aracilik ederken, normal wviicut 1sisinda bu etki

olusmamaktadir.

Ventrikiillerde B3-AR’lerin uyarilmasimin G alfa inhibitdr proteini {izerinden
etki yaparak Ca’* transientini ve L tipi Ca*" akisin1 engelledigi gosterilmistir. NO
sentezini uyararak cGMP iretimini arttirir ve negatif inotropik etkiye neden olur
(Audigane ve ark., 2009). Bu etkileri nedeniyle P3-AR’lerin kardiyoprotektif
ozellikleri oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica egzersizin kardiyak fonksiyonlar
lyilestirmesinde ve iskemi sonrasi miyokard hasarinin diizelmesinde bu reseptorlerin
nasil rol aldig1 gosterilmistir. Bu reseptorlerin koruyucu roliindeki en Onemli
faktorlerden bir tanesi de yeterli NO sentaz aktivitesinin varligidir. NO seviyesindeki
artis endotelyal disfonksiyonun diizelmesini ve artmig anjiyogenezis sonucu hasarli
iskemik miyokardin iyilesmesini saglar. f3-AR’ler, ayrica, kalp yetmezligi gibi
artmis sempatik aktiviteye bagli katekolaminlerin siirekli neden oldugu B; ve B2 nin
istenmeyen etkilerine kars1 da koruyucu role sahiptir (Arch ve ark., 1993; Audigane
ve ark., 2009; Cannavo ve ark., 2017; Dessy ve ark., 2005; Gauthier ve ark., 2011,
Masutani ve ark., 2013 ve Moens ve ark., 2010)
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Sekil 1.8. B3 .adrenerjik reseptorlerin kalpteki etki mekanizmasi
(Cannavo ve Koch, 2017)

1.4.3. Vaskiiler Sistemde B3 Adrenerjik Reseptorler

Hayvan c¢alismalarinda, torasik aortanin endotel hiicrelerinde nadolol
varhginda degisiklik gozlenmezken, [P3-AR’lerin antagonist ve agonistleri
uygulandiginda kasilma ve gevseme gozlenmistir. Bu durum vaskiiler sistemde Ps-
AR’lerin etkin oldugunun en 6nemli kanitlarindan biridir (Trochu ve ark., 1999).
Ozellikle hayvan torasik aortasinda gézlenen gevseme yanitindan By ve Po-AR’lerden
ziyade B3-AR’lerin sorumlu oldugu sonucuna varilmistir. B3-AR’lerin uyarilmasi
sonucu ortaya ¢ikan vazodilatasyondan endotelyal NO sentaz enzim aktivasyonunun
sorumlu oldugu bulunmustur. Yapilan farkli deneysel yontemlerde endotelden
bagimsiz mekanizmalarin da sorumlu oldugu hipotezi ortaya konulmus olsa da hangi
yolaklarin bu mekanizmada aktif rol oynadigi heniiz gosterilememistir (Flacco ve
ark., 2013).
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1.5. Amacg

Diabetes mellitus ve neden oldugu kardiyovaskiiler komplikasyonlar bu
patolojiye bagli morbidite ve mortalite nedenlerinin basinda gelmektedir. Diabetin
yol agtig1 vaskiiler hasarda ise endotel disfonksiyonunun 6nemi biiytiktiir. Endotel
disfonksiyonunda vaskiiler duvarda endotel aracili gevseme yanitlarindaki bozukluk
ilk olarak ortaya cikan bozukluklardan biridir. Vaskiiler gevseme yanitinin
degerlendirilmesinde endotel kaynakli gevsemeye aracilik eden muskarinik ve Ps-
AR’lerin degisimi incelenebilmektedir. Ote yandan, B,-AR aracili yanit da vaskiiler

gevsemeye Onemli katkida bulunmaktadir.

Giliniimiizde diabet tedavisinde sadece metabolik kontrol saglamaya yonelik
ilaglar kullanmaktansa, diabetik komplikasyonlarin 6nlenmesine ya da tedavisine de
odaklanan terapotik yaklasimlar tercih edilmektedir. Bu anlamda SGLT2 inhibitérleri
umut verici bir antidiabetik ilag grubu olarak diistiniilmektedir. Bobreklerdeki
sodyum-glukoz kotransportini inhibe ederek glukozun idrardan reabsorbsiyonunu
engelleyen bu ilaglar hiperglisemiyi etkin sekilde tedavi edebilmektedir. Ote yandan,
bu ilaclarin kardiyovaskiiler olumlu etkileri bir¢ok preklinik ve klinik ¢alismada
gosterilmistir. SGLT2 inhibitorlerin diabetik damarda etkilerini inceleyen calisma
sayist oldukca smnirlidir. Bu ilaglarin damarda B-AR aracili yaniti ne sekilde
degistirdigi ise heniiz bilinmemektedir. Bu noktadan hareketle, tez ¢alismamizda bir
SGLT2 inhibitérii olan dapagliflozinin diisiik doz streptozotosin ve yiiksek oranda
yag iceren diyet sonrasi gelisen diabet modelinde torasik aortada B-AR aracili

yanitlara etkisinin arastirilmasi amaglanmastir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Geregler

2.1.1. Kullamilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

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

* Bilgisayar kontrollii veri kayit ve analiz sistemi (MP30 Data Acquisition System,
Biopac-System Inc, Santa Barbara-California, ABD )

* Buzdolab1 (Argelik, TR)

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

» Cam laboratuvar malzemeleri ( Beher, meziir, huni, petri, deney tiipii, havan vb.)

* Cerrahi makas ve pensler ( INOX, DE )

» Cift cidarl izole organ banyosu sistemi (MAY, Commat Ltd. Ankara, TURKIYE)

* Derin dondurucu ( -20°C Argelik, TR )

* Eldiven

* Enjektor (Degisik hacimlerde; 10ml, Sml, 2ml, 1ml insiilin enjektorii ) (Hayat®,
TR)

* Giig¢ kaynaklar1 (PowerPac Basic (300V,400mA,75W), Bio-Rad, USA),(Stimulus
isolation 35)

* Hassas terazi (KERN ABJ)

* Kan sekeri 6l¢iim cihazi ve stripleri ( Contour Plus, Bayer)

» Manyetik karistiric (Isolab)

* Oksijen- karbondioksit karisim tiipii (%95 O2 / %5 CO2 igeren gaz karigim tiipii

» Otomatik Pipetler ( 10 ul, 100 pul, 1000 ul )(Eppendorf, Hamburg, DE)

* Otomatik Pipet uglar1 (10, 100 ve 1000 pl hacimlerinde) (Vertex/USA Scientific, USA)
* pH metre (ISOLAB, TR)

* Plastik malzemeler ( Standart ve DNAse Free 6zellige sahip )

* Sicaklik ayarlayici (Temperature Controller DC for Steiert Papillary muscle organ
bath, Type 391/1, Harvard Apparatus, DE)
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* Su banyosu (Heating circulator) (MAY, WBC3044-PR, Commat Ltd., Ankara, TR)
* Transdiiser (Isometric force displacement), (May FDT 10, Commat Ltd., Ankara, TR)
« Transdiiser amplifikatorii (MAY, BA-97, Commat Ltd., Ankara, TURKIYE)

* Vorteks (SCILOGEX, MX-S, Connecticut, USA) (Velp Scientifica, I)

2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

* Asetilkolin (Sigma Chemical Co, ABD)

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

« Dapagliflozin (Forziga, AstraZeneca, USA))

* Dietil eter (Merck, DE)

* Enoksaparin (Clexane, Sanofi, TR)

* Etanol

* Glukoz monohidrat (C6H1206.H20) (Sigma-Aldrich, E)

* Heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat, Istanbul, TR)

» izofluran (Piramal Critical Care Inc./ADEKA, USA/TR)

» Izoprenalin (Sigma-Aldrich, RC)

+ Kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl2 2H20 ) (Sigma-Aldrich, DE)
* L-Fenilefrin (Sigma Chemical Co, ABD)

* Magnezyum siilfat heptahidrat (MgS02.7H20) (Sigma-Aldrich, DE)
* Noradrenalin (Sigma-Aldrich, USA)

* Potasyum fosfat monobazik (KH2PO4) (Sigma-Aldrich, DE)
* Potasyum kloriir (KCI) (Sigma-Aldrich, DE)

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

* Sican yemi yagli (%35) (Open Source Diet D12492, ARDEN Arastirma ve Deney,
Ankara, TR)

* Sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Sigma-Aldrich, DE)

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

* Sodyum sitrat (Sigma Chemical Co, ABD)

* Streptozotosin (Sigma-Aldrich, DE)
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2.2. Kullanilan Deney Hayvanlar:

Bilkent Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
Deney Hayvanlar Unitesi’nden deneyler de kullanilmasi i¢in 75 adet 5 haftalik (100-
150 @) erkek Sprague-Dawley sican almmistir. Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Deney Hayvanmi Barindirma ve Kullanim
Unitesi’ne yerlestirilmistir. Deney protokolii baslamadan dnce siganlarm bu {initeye
aligmalar1 i¢in bir haftalik karantina siiresi uygulanmistir. Siganlar bu {initede 12 saat
aydinlik ve 12 saat karanlik ortamda (07.00-19.00 saatleri aras1 aydinlik, 19.00-07.00
saatleri arast karanlik), 22+1°C sabit sicaklik ve %30-70 sabit nemde tutulmustur.
Barindiklari siire boyunca siganlar yem ve su kisitlamasi yapilmadan (ad libitum)

beslenmistir.

Bu calisma, Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun

10.05.2017 tarih ve 2017-10-92 karar numarali onayi alinarak yapilmistir (Ek.1).

2.2.1. Deney Gruplar

Caligmada hayvanlar 4 deney grubu ayrilmistir:

» Kontrol grubu (K) (n=16): Normal yem ile beslenmistir (Cizelge 2.1).

» Kontrol-DAPA grubu (KD) (n=17): Normal yem ile beslenmistir ve 12 hafta
boyunca dapagliflozin ile tedavi edilmistir.

» Diabet grubu (D) (n=19): Yiiksek yag igerikli yem ile beslenmistir ve diisiik
doz STZ uygulanarak diabet olusturulmustur (Cizelge 2.2).

» Diabetik- DAPA grubu (DD) (n=23): Yiiksek yag igerikli yem ile
beslenmistir ve diisiik doz STZ uygulanarak diabet olusturulmustur ve 12
hafta boyunca dapagliflozin ile tedavi edilmistir.

Sicanlarin beden agirliklar: ve kan sekerleri diizenli olarak her hafta ol¢lilmiistiir.
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Cizelge 2.1. Sicanlarin normal yem bilesenleri listesi

Bilesenler

Aciklama

Soya fasiilyesi kuspesi

Genetigi  degistirilmis soya fasulyesinden elde
edilmistir: ACS-GMOO5-3, MON- 04032-6, MON-
89788-1

Bonkalit

Misir

Piring kepegi

Bitkisel yag

Genetigi degistirilmis soya fasulyesinden elde edilmistir:
ACS-GMOO5-3, MON- 04032-6, MON-89788-1

Melas

Kalsiyum

Karbonat

Di kalsiyum fosfat

Tuz vitamin-mineral karigimi

Maya

Mitoksin baglayict

Kiif 6nleyici

Analitik bilesenler (%)

Ham protein 23,0
Ham seliiloz 2,52
Ham yag 5,08
Ham kil 7,17
Lizin 1,36
Metiyonin 0,51
Kalsiyum 1,11
Fosfor 0,76
Sodyum 0,25

iz Elementler

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

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

Uriin No: D12492*

Gr (%) Kcal (%)
Protein 26,2 20
Karbonhidrat 26,3 20
Yag 34,9 60
Toplam kcal/gr 5,24
Bilesenler
Kazein, 30 mes 200 800
L-sistin 3 12
Misir nisastasi** 0 0
Maltodekstrin 10 125 500
Siikroz 68,8 275,2
Seliiloz, BW200 50 0
Soya yagi** 25 225
Domuz yagi*** 245 2205
Mineral karisim1 S10026 10 0
Dikalsiyum fosfat 13 0
Kalsiyum karbonat 5.5 0
Potasyum sitrat 1 H20 16,5 0
Vitamin karisimi V1001 10 40
Kolin bitartarat 2 0
FD&C Mavi boya** 0,05 0
Toplam 773,85 4057

*Yemlerin hazirlanmasinda Open Source Diet’in (USA) D12492 numarali {irlin formiilii esas alinmis
olsa da birkag¢ degisiklik yapilarak hazirlanmustir.

**Formiildeki bu maddeler eklenmemistir.

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

**%* Tim maddelerin karigtirilabilmesi i¢in toplam miktarin %401 kadar su kullanilmigtir. Daha
sonra bu su yemlerin kurutma iglemi sirasinda buharlasacagi i¢in miktar gz ardi edilmektedir.
*****Bunlara ilaveten koruyucu olarak sitrik asit (0,01gr/su) kullanilmistir.

2.3. Kullanilan Yontemler

2.3.1. Diabet Olusturulmasi

6 haftaya ulasan sicanlar 4 hafta boyunca yiiksek oranda yag iceren diyet
(HFD %35 g/g) (Cizelge 2.2) ile beslendikten sonra 0,1 N Ph: 4.5 sitrat tamponu
igerisinde STZ 25 mg/kg ¢ozeltisi injekte edilerek diabet olusturulmustur.
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Uygulamadan sonraki 72. saatte kuyruktan alinan kanda glukoz seviyesine bakilmis
kan gekeri 200 mg/dl’nin {izerinde olan sicanlar diabet olarak kabul edilmistir. Bazi
siganlarda ilk STZ dozu uygulamasindan sonra kan sekeri yiiksek ¢ikmasina karsin
bir siire sonra normal seviyeye dondiigli goézlenmistir. Diabetin tam olarak ortaya
¢iktigindan emin olmak i¢in tedaviye baslamadan onceki iki hafta boyunca siganlar
izlenmigtir. Kan sekeri 200 mg/dI’'nin altinda olan sicanlara STZ enjeksiyonu
tekrarlanmistir. Buna karsin kan sekeri 200 mg/dl’nin altinda olan sicanlar grup dis

brrakilmastir.

2.3.2. Tedavi

Kan sekeri 200 mg/dI’nin iizerinde olan si¢canlar iki hafta takip edildikten sonra
diabetik grup olarak kabul edilmis ve ila¢ tedavisine baglanmistir. KD ve DD olarak
ayrilan iki gruba, tedavi igin SGLT2 inhibitorii dapagliflozin 1 mg/kg/glin dozunda
her giin sabah saatlerinde oral olarak uygulanmistir. Tedavi 12 hafta boyunca diizenli

olarak bu iki gruptaki tiim siganlara uygulanmstir.

2.3.3. Kan Sekeri Ol¢iimleri

Haftahk Kan Sekeri Ol¢iimii:
Kan sekeri olglimii yapmak icin pazartesi gilinleri siganlarin kuyruklarindan
alman kanlar, kan sekeri dl¢iim cihazi ile &l¢iilmiistiir. Ol¢iim yapilmadan &nce

hayvanlara yem ya da su kisitlamas1 uygulanmamastir.

Oral Glukoz Tolerans Testi:

Oral glukoz tolerans testi (OGTT) diabet tan1 kriteri olarak kullanilan, viicudun
glukozu kullanma ve kandan atabilme kabiliyetini gésteren bir testtir. Bu
uygulamada 2 gr/kg olacak sekilde glukoz oral yoldan verilir ve 2 saat siireyle 30

dakikada bir kandan glukoz 6l¢iimii yapilir.
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Calismada K (n=8), D (n=8), KD (n=8) ve DD (n=8) olmak {iizere toplam 32
sican gece 21.00°dan itibaren 12 saat a¢ birakilmistir. Sabah kuyruktan alinan kanda
glukometre ile dl¢iim yapilmis ve ¢ikan degerler aclik kan sekeri ( 0. dk. kan sekeri)
olarak kaydedilmistir. Daha sonra her sicana oral gavaj ile 2 gr/kg olacak sekilde
seker c¢ozeltisi (%25 g/ml’lik seker-su ¢ozeltisi) verilmistir. Seker yiiklemesinin
ardindan 2 saat siireyle 30 dakikada bir ( 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda ) kuyruktan

alinan kanlardan glukoz 6l¢iimii yapilmistir.

2.3.4. Serum Lipid Diizeylerinin Ol¢iimii

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

Devlet Hastanesi Laboratuvarinda yapilmastir.

2.4. Deney Oncesi Yapilan islemler

Deney giinii sicanlarin beden agirliklar1 ve kan sekeri degerleri olgiilmiistiir.
Daha sonra siganlara izofluran (%2) anestezisi uygulanarak sakrifiye edilmistir.

Sicanlarin gogiis kafesleri agilarak aortalari izole edilmistir.

2.4.1. izole Organ Banyosu Deneyleri

2.4.1.1. Torasik Aorta Halkalarimin (Ringlerinin) Hazirlanmasi

Gogiis kafesi acildiktan sonra izole edilen aorta sofuk krebs ¢dzeltisine
(Cizelge 2.3) konulmustur. %95 0,-%5 CO; iceren gaz karigimiyla havalandirilan ve
heparin igeren krebs ¢ozeltisi igerisinde kendisini ¢evreleyen bag dokusu ve yagdan
dikkatlice temizlenmistir. Yaklastk 5 mm’lik uzunluktaki pargalara ayrilmistir.

Banyolarin sicakligit 36°C’ye sabitlenip ve siirekli olarak %95 O; - %5 CO;
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karisimiyla havalandirilmistir. Bu banyolara asilan aorta halkalarima 2000 mg’lik
gerim uygulanmigtir. Aorta halkalar1 15, 30, 45 ve 60. dakikalarda yikanarak 1 saat

boyunca inkiibe edilmistir. 1 saat sonunda halkalar 10° M fenilefrin ile kastirilmustir.

Aortadaki kasilma platoya ulasinca aorta halkalart 10° M asetilkolin ile
gevsetilmigtir.  Bu sekilde aortadaki endotel tabakasinin saglamligi kontrol

edilmistir. %70’den az gevseyen aorta halkalar1 deney dis1 birakilmistir.

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

MA mM gram (1litre icin)
NaCl 58,44 120 7,013
KCI 74,56 4,80 0,358
CaCl,.2H,0 147 1,25 0,184
MgSQO,4 7H,0 246,48 1,25 0,308
KH, PO, 136 1,20 0,163
NaHCO; 84,01 25 2,100
CesH12,06.H,0 198,17 10 1,982

2.4.1.2. Torasik Aorta Halkalarinda Kasilma-Gevseme Yamtlarmin Olciilmesi

Endotel tabakasinin saglam oldugu anlasildiktan sonra aorta halkalar1 yikanip
bazal seviyeye inmesi saglanmistir. Sonrasinda fenilefrin (10 ve 10° M) ile
konsantrasyon-yanit egrisi ¢ikarilmistir. Her bir damar igin maksimum kasilmay1
saglayan fenilefrin dozunun %70’ (submaksimal doz) hesaplanarak 6n kastirici
agonist konsantrasyonu olrak kullanilmistir. Yikama sonucu bazal seviyeye inen
aorta halkalarina tek doz olarak verilen submaksimal fenilefrin dozu ile 6n kastirma
uygulanmistir. Bunu takiben endotele bagimli gevseme cevaplarini olusturmak iizere
degisen konsantrasyonlardaki (10°-10* M) asetilkolin ile konsantrasyon-yanit egrisi

¢ikarilmistir.

Yikama sonrasi bazal seviyesine inmesi beklenen aorta halkalari submaksimal

fenilefrin dozu ile kastinlmustir. izoprenalin (10°-10° M) ile konsantrasyon-yanit
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egrisi ¢cikarilmistir. Bu sekilde nonselektif B-AR agonisti olan izoprenalin ile -AR
aracili gevseme yanitlar1 elde edilmistir. Yikama sonrasi yeniden bazal seviyesine
diisen aorta halkalar1 fenilefrinin submaksimal dozunda kastirildiktan sonra bu kez
selektif Bs-AR agonisti olan CL 316,243 ile 10°-10° M dozlar arasinda

konsantrasyon-yanit egrisi alinarak gevseme yanitlar1 kaydedilmistir.

2.5. istatistiksel Analiz

Deney sonucunda ulasilan verilerin istatiksel analizinde GraphPad Prism (8.3.1,
USA) kullanilmistir. Veriler ortalama ve standart sapma (ortalama + standart hata)
ile gosterilmistir. Ayrica One-way ANOVA Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi
kullanilmistir. Istatistiksel anlamlilik igin p<0.05 diizeyi kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Deney Hayvanlarinin Genel Ozellikleri

3.1.1. Deney Hayvanlarinin Beden Agirhg:

Deney hayvanlarimin beden agirliklar1 diizenli olarak yapilan haftalik
Olgiimlerle takip edilmistir. Dort hafta siire ile yiliksek oranda yag iceren diyet ile
beslenen sicanlarin beden agirliklari, kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli fark olmadigr gozlenmistir. STZ ile diabet olusturulduktan sonra
diabetik ve diabetik-dapa sicanlarin beden agirliklar1 ortalamasi, kontrol
grubundakiler ile karsilastirildiginda anlamli olarak daha diisiik bulunmustur.
Diabetik ve diabetik-dapa grup arasinda ise beden agirligi bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Ayrica dapagliflozin tedavisi alan kontrol
grubundaki siganlarin beden agirhg, tedavi almayan kontrol grubu ile

karsilastirildiginda farklilik gozlenmemistir (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1 ve Sekil 3.2).
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Haftalar

Sekil 3.1. Siganlarin haftalik beden agirlig1 degisimi
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Beden Agirhigi (gr)
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Sekil 3.2. Siganlarin 6liim an1 beden agirlig1 degerleri.
*** Kontrole gore anlamlilik, ***p<0.001; ### Diabete gore anlamlilik, p<0.001; $$ Kontrol-dapa’ya
gore anlamlilik

Cizelge 3.1. Sicanlarin 6liim an1 kan sekeri ve beden agirligi degerleri 6zellikleri

BA (gr) KS$ (mg/ml)
K (n=16) 440 2+40.4 106.5+9.2
D (n=17) 392.04+47.9%** 307.0£125.9%**
KD (n=19) 43722266 99.9+8 0###
DD (n=23) 395.6+37.5**$$ 151.4429 9###

BA, beden agirligi; KS, kan sekeri. K, kontrol grubu; D, diabetik grup; KD, dapagliflozin tedavili kontrol grubu;
DD, dapagliflozin tedavili diabetik grup. Degerler ortalama + standart sapma (OrtSD) olarak verilmistir. **,
p<0.01, *** p<0.001, Kontrole gore anlamlilik; ##, p<0.01, ###, p<0.001, Diabete gore anlamlilik; $$, p<0.01,

Kontrol-dapa’ya gore anlamlilik

3.1.2. Deney Hayvanlarmin Kan Sekeri

Deneye baslamadan hemen Once hayvanlardan kan sekeri seviyesini 6lgmek

tizere kuyruk kani alinmistir. STZ diabetik grupta kan sekeri beklendigi gibi yiiksek

bulunmustur. Dapagliflozin ile tedavi uygulanan diabetik grupta kan sekeri

seviyesinin, tedavi almayan diabetik gruba gore anlamli bir sekilde diisiik oldugu

gozlendi. Kontrol grubundaki si¢anlarda dapagliflozin tedavisi sonrasi kan sekeri
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seviyesi, tedavi almayan kontrol grubundakiler ile karsilastirildiginda her hangi bir

farklilik izlenmemistir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).
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Sekil 3.3. Sicanlarin haftalik kan sekeri degerlerinin degisimi.
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Sekil 3.4. Sicanlarin 6liim an1 kan sekeri degerleri
***Kontrole gore anlamlilik, ### Diabete gore anlamlilik, p<0.001
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3.1.2.1. Oral Glukoz Tolerans Testi

Oral glukoz tolerans testinde seker yiiklemesinden 12 saat Once yem

kisitlamasi uygulanmistir. Kan sekerinin en yiiksek seviyesi 60. dakikada ol¢iilmiis

ve bu dakikadan sonra oOl¢iimlerin yapildigi 75. ve 90. dakikalarda kan sekeri

diizeyinin diistiigii gézlenmistir. (Cizelge 3.2. ve Sekil 3.5). Diabetik gruplarin kan

sekeri diizeyleri kontrol grubuna gore yiliksek bulunmustur. Ama bu artis

dapagliflozin tedavisi uygulanan grupta tedavi uygulanmayan gruba oranla daha

azdir.

Cizelge 3.2. OGTT kan sekeri degerlerinin zamana gore degisimi.

0.dk 30.dk 60. dk 90. dk 120. dk
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
mg
K 95+5 129+14 108+19 82+11 91+14
(n=8)
D 301486 | 435+ 114%%% [ 409+120%%* | 362+102%%* | 348+92%*x*
(n=8)
KD 92+7 133+16 84+14 74+15 95+17
(n=8)
DD 133+£12 | 277+34%8& [ 218443%8& | 198457%8& | 183453%%&
(n=8)

K, kontrol grubu; KD, dapagliflozin tedavili kontrol grubu; D, diabetik grup; DD, dapagliflozin
tedavili diabetik grup.***; Kontrole gore anlamhlik. *** 4% Djabete gore anlamlilik, p<0.001
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Sekil 3.5. Oral glukoz tolerans testi grafigi
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Diabet
Kontrol+Dapa
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3.1.3. Serum Lipid Diizeyleri

Bu calismada total kolesterol, HDL kolesterol, LDL kolesterol ve
trigliserid diizeyleri Ol¢lilmiistiir. Kolesterol degerleri bakimindan gruplar arasi
anlamli bir farkliik bulunmamustir (Sekil 3.6 A-C). Trigliserid diizeyleri
acisindan ise, HFD ile beslenen diabetik grupta kontrol grubuna gore artis

goriinse de bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (Sekil 3.6 D).
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Sekil 3.6. Sicanlarin serum lipid degerlerine ait grafikler
A) Total Kkolesterol diizeylerinin grafigi. B) HDL kolesterol diizeylerinin grafigi. C) LDL
kolesterol diizeylerinin grafigi. D) Trigliserid diizeylerinin grafigi. K, kontrol grubu (n=12); KD,
dapagliflozin tedavili kontrol grubu (n=13); D, diabetik grup (n=13); DD, dapagliflozin tedavili
diabetik grup (n=14).
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3.2. Izole Organ Banyosu Deney Sonuclar:

3.2.1. Fenilefrin Konsantrasyon — Yanit Egrileri

Tim gruplardaki sicanlarda endotel tabakasinin saglam oldugu oncelikle tespit
edilmistir. Aorta halkalar1 yikanarak bazal seviyeye indigi goézlendikten sonra
fenilefrin (10®-10° M) ile konsantrasyon-yanit egrisi ¢ikarilmistir (Sekil 3.7 ve Sekil
3.8). Maksimum etki 10° M fenilefrin dozunda gozlenmistir. Gruplar arasinda
istatistiksel bir farklilik olmadigi halde fenilefrinin diabet-dapa grubundaki aort
halkalarinda kasilmay1 hafif diizeyde arttirdigi saptanmistir (K: 2882+554 mg; D:
2906+634 mg; KD: 2898+574 mg; DD: 3156+573mg).

4000+
> 30004
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©
£ 2000+
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* 1000 = Diabet
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1 1 1 1 1
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log [fenilefrin] (mol\L)

Sekil 3.7. Endoteli intakt aortada fenilefrin konsantrasyon-yanit egrisi.

42



4000 ® ° ..
o o ®
° oged
3000~ ®
(@)]
S Pe
- °
£ 20001 | o o0 °
2 ° o
7
1000
C 1 1 1 1
K D KD DD

K:Kontrol
D:Diabet
KD:Kontrol+Dapa
DD:Diabet+Dapa

Sekil 3.8. 10° M fenilefrin varliginda olugsan maksimum etki

3.2.2. Asetilkolin Konsantrasyon - Yamt Egrisi

Asetilkolinin 10°-10* M degisen konsantrasyonlarinin kiimiilatif bi¢imde

uygulanmasiyla siganlarin aorta halkalarinda konsantrasyon bagimli gevseme

yanitlar1 olusturulmustur (Sekil 3.9 ve Sekil 3.10). Buna gore asetilkolinin neden

oldugu gevseme yanitlarinda gruplar arasinda bir farklilik tespit edilmemistir

(K: %81.2+10.0; D: %84.7+14.0; KD: %78.8+15.3; DD: %85.8+12.4).
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Sekil 3.9. Endoteli intakt aortada asetilkolin konsantrasyon-yanit egrisi
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Sekil 3.10. 10 M asetilkolin varliginda olugsan maksimum etki.

3.2.3. izoprenalin Konsantrasyon-Yamt Egrileri

izoprenalinin 10°-10° M degisen konsantrasyonlarinin kiimiilatif bicimde

uygulanmasiyla sicanlarin aorta halkalarinda konsantrasyon bagimli gevseme
yanitlar1 olusturulmustur (Sekil 3.11 ve Sekil 3.12). Nonselektif B-AR agonisti

izoprenalinin maksimum etkiyi 10° M dozunda gésterdigi saptanmustir. izoprenalin

diabetik grupta kontrole goére anlamli olarak daha az gevseme yaniti olusturmustur.

Fakat dapagliflozin tedavisi sonrasi bu durum degismemistir (K: %67.8+15.1;

D: %44.9+18.8*%; KD:

anlamlilik).
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Sekil 3.11. Endoteli intakt aortada izoprenalin konsantrasyon-yanit egrisi
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Sekil 3.12. 10"° M izoprenalin varliginda olusan maksimum etki.
* Kontrole gore anlamlilik, p< 0.05

3.2.4. CL 316,243 Konsantrasyon-Yanit Egrileri

CL 316,243 in 10*-10° M degisen konsantrasyonlarinin kiimiilatif bigimde
uygulanmasiyla sigcanlarin aorta halkalarinda konsantrasyon bagimli gevseme
yanitlar1 olusturulmustur (Sekil 3.13 ve Sekil 3.14). Selektif p3-AR agonisti CL
316,243 maksimum etkiyi 10° M dozunda gdstermistir. Gruplar arasinda istatistiksel
olarak herhangi bir farklilhk gozlenmemistir (K: %12.7+£6.2; D: %]11.3+4.4;
KD: %9.9+2.2; DD: % 8.1£2.3).
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Sekil 3.13. Endoteli intakt aortada CL 316,243 konsantrasyon-yanit egrisi.
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Sekil 3.14. 10° M CL 316,243 varliginda olusan maksimum etki.
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4. TARTISMA

Calismamizda bir SGLT2 inhibitori olan dapagliflozinin HFD ve diisiik doz
STZ ile indiiklenen diabetik sican torasik aortasinda B-AR aracili yanit verirligi ne
sekilde etkiledigi aragtirllmistir. Kardiyovaskiiler hastaliklar diabete bagli morbidite
ve mortalitenin en 6nemli nedenlerinden biri olarak gosterilmektedir. Bu bakis
acistyla, diabetik bireylerde sadece metabolik bozuklugu tedavi edecek antidiabetik
bir tedavi yaklagimi yerine patolojiye bagl kardiyovaskiiler sorunlar1 da 6nlemeye
ve/veya tedavi etmeye yonelik ilaglarin kullanimi siklikla tercih edilmektedir. Bu
anlamda SGLT inhibitorlerle gerceklestirilen gerek preklinik gerekse klinik
caligmalarin sonuglart umut verici gortinmektedir (Chin ve ark., 2019; Furtado ve
ark., 2019; Neal ve ark., 2017; Wiviott ve ark., 2019 ve Zinman ve ark., 2015).

SGLT2 inhibitorlerinin antidiabetik etki mekanizmasit bu ilaglarin renal
tiibiillerde sodyum glukoz kotransportunu inhibe ederek glukozun idrarla atilmasi
esasina dayanmaktadir. Bu sekilde kan sekerinin diabetik bireylerde efektif olarak
diisiiriilmesi miimkiin olmaktadir. Literatiir ile uyumlu olarak, c¢alismamizda
dapagliflozin tedavisi sonucu diabetik siganlarin kan sekeri anlamli olarak
diisiiriilmiistiir. Ote yandan, bu ilaglar yalmzca diabete bagl olarak renal tiibiillerde
reabsorbsiyon esigi asilan glukoz fzerine etkili olduklarindan normoglisemi
durumunda kan sekerini disiiriici etki gostermemektedir. Gergcekten de,

dapagliflozin tedavisi kontrol sicanlarda antihiperglisemik etkiye yol agmamastir.

Bircok klinik c¢alismada SGLT2 inhibitorlerin  kardiyovaskiiler yarari
vurgulanmaktadir. Bu ¢alismalardan DECLARE-TIMI 58 (Dapagliflozin Effect on
Cardiovascular Events: Thrombolysis in Myocardial Infarction 58) klinik
calismasinda dapagliflozinin Tip 2 diabetik hastalarda kardiyovaskiiler 6liim oranim
disiirdiigti  gosterilmistir (Wiviott ve ark.,, 2019). EMPA-REG OUTCOME
(Empagliflozin Cardiovascular Outcome) c¢alismasinda, bu ilacin Tip 2 diabetik
hastalarda kalp yetmezligine bagli hastaneye yatis, kardiyovaskiiler nedenlerden

Olim ve herhangi bir nedene bagl 6liim oranlar1 belirgin olarak azalmistir (Zinman

47



ve ark., 2015). Yine CANVAS (Canagiflozin Cardiovascular Assessment Study
program) calismasi ile de Tip 2 diabetik bireylerde kardiyovaskiiler 6liim riskinin
kanagliflozin tedavisi ile azaldig1 bildirilmistir (Radholm ve ark, 2018). Bu olumlu
etkiler yalnizca metabolik yararla iliskilendirilmemekle birlikte, altta yatan

mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamistir.

SGLT2 inhibitorlerinin diabetin aortada B-AR aracili yanitlarin1 ne sekilde
etkiledigi heniiz bilinmemektedir. Bu noktadan hareketle, ¢alismamizda Tip 2 diabet
modelini yansitan yiiksek yag diyeti ve diisilk doz STZ injeksiyonu ile olusturulan
diabetik siganlar SGLT2 inhibitorlerin klinige giren ilk iiyesi olan dapagliflozin ile
tedavi edilmistir. Bu siganlardan izole edilen torasik aortada oncelikle fenilefrin
aracili kasilma yaniti incelenmistir. Elde edilen sonuglar a;-AR aracili kasilma
yanitlarinin diabetik damarlarda bir miktar arttigin1 gosterse de, gruplar aras1 anlamli

bir farklilik izlenmemistir.

Calismamizda dapagliflozinin endotel aracili gevseme yanitina etkisini
arastirmak amaciyla torasik aorta halkalarinda asetilkolin yaniti incelenmistir.
Asetilkolin ile uyarilan gevseme yaniti ne diabetik ne de dapagliflozin tedavili
diabetik sican aortasinda farkli bulunmamustir. Diabete bagli endotel bagimh
gevseme yanitinin bozulmasi sik karsilasilan bir bulgu olmakla birlikte (Kazuyama
ve ark. 2009; Lee ve ark., 2018; Steven ve ark., 2017; Salim ve ark., 2016 ve Yang
ve ark., 2011), bu yanitin bozulmadigini gosteren makaleler de literatiirde
bulunmaktadir (Kappagoda ve ark., 1989; Karasu, 2000 ve Muderrisoglu ve ark.,
2020). Bu anlamda, elde ettigimiz bulgu literatiire aykir1 goriinmemektedir. Ne var
ki, diabetik aortada asetilkolin aracili gevsemenin korunmus olmasi, dapagliflozinin

bu parametreye etkisinin degerlendirilmesini giiglestirmektedir.

SGLT2 inhibitorlerin diabetik damardaki etkisini aragtiran makale sayist
oldukga sinirlidir. Bunlardan birinde, db/db diabetik farelerde hem endotel bagimli
(asetilkolin ile uyarilan) hem de endotel bagimsiz (sodyumnitroprussid ile uyarilan)
gevseme yanitindaki bozulmanin dapagliflozin tedavisi sonucu diizeldigi

bildirilmistir (Lee ve ark., 2018). Arastirmacilar ilacin bu olumlu etkisini
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antihiperglisemik etkinin yani sira inflamasyon {izerindeki yarar1 ile de
iliskilendirmistir. Bir bagka ¢alismada, endotel aracili gevsemeye etkisi Tip 2 diabet
modellerinden biri olarak kabul edilen ZDF sigcanlarda incelenmistir. Calismada
diabete bagli olarak bozulan asetilkolin ile uyarilan endotel aracili gevseme yaniti bir
SGLT?2 inhibitorii olan empagliflozin hem diisiik ve hem de yiiksek dozu ile kismen
diizeltilmistir (Steven ve ark., 2017). Arastiricilar, bu yararh etkiyi kan sekerindeki
diisiise ek olarak, iyilestirilmis insiilin duyarliligi ve sinyalizasyonuna bagli olarak
vaskiiler disfonksiyona yol acan c¢esitli yolaklardaki bozukluklarin diizeltilmesi ile
iligkilendirmistir. Benzer sekilde, STZ diabetik farelerde empagliflozin tedavisi
metabolik yarara ek olarak, asetilkolin ile uyarilan endotel bagimli gevseme cevabini
diizeltmistir (Oelze ve ark., 2014). Ayrica, metabolik sendrom ve kalp yetmezligi
modeli olan ZSF1 (Zucker diabetic fatty/spontaneously hypertensive heart failure F1
hibrid) siganlarda yapilan bir caligmada yiiksek doz empagliflozin tedavisinin
mesenterik arterde bozulan asetilkolin aracili gevseme yanmitini iyilestirdigi
gosterilmistir (Park ve ark., 2020). Bu calismada sodyumnitroprussid ile uyarilan
endotel bagimsiz gevseme yanitinda ise herhangi bir degisim izlenmemistir. Kronik
empagliflozin tedavisi ile diizelen asetilkolin aracili gevseme cevabi diabetik
apolipoprotein E geni eksik farelerde de gosterilmistir (Ganbaatar ve ark., 2020). Bir
baska SGLT2 inhibitorii olan ipragliflozinin ise STZ diabetik farelerde endotel
bagimli vazodilatasyonu kismen eNOS fonksiyonundaki olumlu etkisi ile iyilestirdigi
bulunmustur (Salim ve ark., 2016). Arastirmacilar, bu bulguyu ilacin eNOS ve Akt
fosforilasyonu iizerindeki etkisine baglamistir. Nitekim ipragliflozin tedavisi sonucu
diabete bagli bozulan eNOS’un Ser1177 fosforilasyonu ve Akt fosforilasyonu

diizeltilmistir.

SGLT2 inhibitorlerinin endotel aracili vazodilatasyon iizerindeki olumlu
etkileri sadece kronik tedavi sonucu degil akut olarak in vitro ortamda da
gosterilmigtir. Sayour ve ark. saglikli sicanlarda aorta halkalarinin kanagliflozin ile
inkiibasyonu sonucu asetilkolin aracili gevseme yanitlarinda duyarlilik ve maksimum
yamtm anlamli olarak arttigini bildirmistir (Sayour ve ark., 2019). Ote yandan, bu
olumlu etki yalnizca endotel aracili gevseme yaniti {izerinde gdzlenmis, endotel

bagimsiz gevsemede (sodyum nitroprussid ile uyarilan) ise bir farklilik

49



bulunmamistir. Benzer sekilde, in vitro olarak hiperglisemiye maruz birakilan
abdominal aorta halkalarinda bir saatlik dapagliflozin inkiibasyonu asetilkolin aracili

gevseme yanitindaki bozuklugu belli 6l¢iide iyilestirmistir (Gaspari ve ark., 2018).

Yukarida da belirtildigi iizere, SGLT2 inhibitorlerin diabetik damardaki
etkisini inceleyen calisma oldukca azdir. Ote yandan, bu calismalarin hepsi de
asetilkolin ile uyarilan endotel bagimli gevsemeye ya da nitroprussid ile uyarilan
endotel bagimsiz gevseme yanitina odaklanmistir. Bu anlamda c¢alismamiz
nonselektif PB-AR agonisti olan izoprenalin ile wuyarilan gevseme yanitina
dapagliflozin tedavisinin etkisini de degerlendirdigi i¢in bir ilk 6zelligi tasimaktadir.
Elde ettigimiz sonuglar izoprenalin ile uyarilan gevseme yanitinin diabetik aorta
halkalarinda azaldigin1 gdstermektedir. Bu sonug literatiir bulgusu ile uyumludur,
nitekim diabetik sicanlarda P,-AR aracili vazodilatasyonun azaldigi bilinmektedir
(Yakubu ve ark., 2012 ve Zeydanli ve ark., 2010). Ote yandan, dapagliflozin tedavisi
bu bozulmayi diizeltememistir. Aslinda, calismamizda dapagliflozin tedavisi ile
diabetik sicanlarin kan sekeri anlamli olarak diisiiriilmiistiir. Literatiir bilgisinden de
yola ¢ikarak, bu metabolik yarar sonucunda B,-AR aracili yanitin da diizelmesini
beklemek akla yatkin goriinmektedir. Nitekim yukarida da adi gecen bircok
makalede metabolik yarara endotel aracili gevseme yanitindaki diizelme de eslik
etmektedir. Ote yandan, ¢alismamizda izoprenalin ile uyarilan gevseme yanitinda bu
lyilesmenin  gbézlenmemesi hipergliseminin Otesinde farkli etkenlere isaret

etmektedir.

B2-AR aracili vazodilatasyonun aortada adenilat siklaz-CAMP-PKA {izerinden
oldugu bilinmektedir. Ayrica, izoprenalin aracili gevseme yanitina K+ kanallarinin
acilmasi ve voltaj bagimli Ca™ kanallarinin kapanmasi da katkida bulunmaktadir. Bu
noktalardan hareketle, dapagliflozin tedavisinin yararinin gézlenmemesinin de adi
gecen sinyal yolaklar ile ilgili olmasi muhtemeldir. Ne var ki ¢aligmamizda, bu
yolaklarin degisimine fonksiyonel ya da molekiiler diizeyde bakmak miimkiin

olmamistir. Bu da, elde ettigimiz sonucun yorumlanmasini zorlastirmaktadir.
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Calismamizda son olarak, dapagliflozin tedavisinin torasik aortada Ps;-AR
aracili gevseme yanitina etkisi incelenmistir. f3-AR’lerin aortada vazodilatasyona
aracilik ettigi ilk defa Trochu ve ark. tarafindan gosterilmistir (Trochu ve ark., 1999).
Bu B-AR alt tipinin ya da aracilik ettigi yanitin diabetteki degisimi ilk kez
laboratuvarimizda Tip 1 diabete karsilik gelen STZ-diabet modelinde gosterilmis
olmakla birlikte (Muderrisoglu ve ark., 2020), Tip 2 diabete karsilik gelen ve klinige
translasyonu daha yiiksek olabilecek modellerde ise incelenmemistir. ilk kez,
caligmamizda [B3-AR aracili gevsemenin yiiksek yag ve diisik doz STZ ile
olusturulan diabet modelinde ne sekilde degistigi arastirllmistir. Elde ettigimiz
bulgular, bu yanitin STZ diabet modelinde oldugu gibi, bu modelde de bir farklilik
gostermedigini ortaya koymaktadir. Ayrica, dapagliflozin tedavisi ile de bu yanitta

herhangi bir degisim gézlenmemistir.

Sonug olarak ¢alismamizda, yiikksek yag diyeti ve diisiik doz STZ injeksiyonu
ile olusturulan diabet modelinde kronik dapagliflozin tedavisi ile kan sekeri
regiilasyonu basariyla saglanmistir. Buna karsin, f2-AR aracili gevseme yanitindaki
bozulma diizeltilememistir. Ote yandan, bu yanmita SGLT2 inhibitdrlerin etkisine
odaklanan baska c¢alisma bulunmadigi i¢in elde ettigimiz bulgunun altinda yatan
fonksiyonel ya da molekiiler etkenlerin incelenmesi literatiire O6nemli katki
saglayacaktir. Bu anlamda, SGLT2 inhibitorleri ile 6zellikle de bu grubun en parlak
liyesi olan empagliflozin ile yapilacak calismalarla, bu ilaglarin diabette B,-AR
aracilt gevseme yanitina etkisinin mekanizmalarmma odaklanilmasi O6nem arz

etmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda yiiksek yag diyeti ve diisiik doz streptozotosin injeksiyonu ile
olusturulan diabet modelinde aortada B-AR aracili yanitlara bir SGLT2 inhibitorii
olan dapagliflozin tedavisinin etkileri incelenmistir. Bu tedavi ile siganlarda kan
sekeri kontrolii basariyla saglanmistir. Sicanlarin torasik aorta halkalarinda
fenilefrinle uyarilan kasilma yaniti ile asetilkolin, izoprenalin ve CL 316,243 ile
uyarilan gevseme yanitlari degerlendirilmistir. Sonug olarak, izoprenalin ile uyarilan
gevseme yanitt disinda, diger agonistlerle elde edilen yanitlarda gruplar arasi
herhangi bir farklilik izlenmemistir. Buna karsin, izoprenalin ile uyarilan B,-AR
aracili gevseme cevabi diabetik damarlarda azalmistir. Ote yandan, bu bozulma

tedavi sonrasinda diizelmemistir.

SGLT2 inhibitorlerin diabetik damarda etkisini arastiran tiim calismalarda
metabolik yarara endotel aracili gevseme yanitindaki diizelmenin de eslik ettigi
goriilmektedir. Ne var ki, bu ¢aligmalardan hicbirinde bu grup ilaglarin f,-AR aracili
gevseme yanitina etkisi incelenmemistir. Calismamizda, kan sekeri regiilasyonuna
karsin gevseme yanitinin diizelmemesini agiklamak miimkiin olmamistir. Ote yandan,
bu bulgunun alt yolaklar {izerinden fonksiyonel ve molekiiler diizeyde arastirilmasi
literatiire katki saglayacaktir. Bu anlamda, bu grubun {iyeleriyle ile yapilacak
kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda, hem preklinik hem de
klinik ¢aligmalarda grubun etkin ve parlak iiyesi olarak gosterilen empagliflozini

kullanmak yarar saglayacaktir.
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OZET

Yiiksek Yag Diyeti ve Diisiik Doz Streptozotosin Uygulanan Diabetik Sigan
Aortasinda Beta Adrenoseptor Aracih Yanitlara Dapagliflozinin Etkileri

Glinlimiizde diabet, siklig1 ve yarattig1 sorunlar nedeniyle tiim diinyada 6nemi gittikce
artan bir saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diabet, ayrica, bircok kardiyovaskiiler
hastalik ¢esidi i¢cin bagimsiz bir risk faktoriidiir. Diabetik hastalarda kardiyovaskiiler hastalik
gelisiminde, endotel disfonksiyonu en 6nemli nedenlerden biri olarak diistiniilmektedir.

SGLT2 inhibitorleri bobreklerde sodyum glukoz transportini inhibe ederek {iriner
glukoz atilimini artiran ve bdylece hiperglisemiyi diizelten yeni bir oral antidiabetik sinifidir.
Yeni kanitlarla SGLT2 inhibitorlerinin sadece kan glukozunu kontrol etmekle kalmayip kan
basincini da diigiirmeye yardimei oldugu gosterilmistir. SGLT?2 inhibitorlerinin kan basincini
diisiirmede gosterdigi etkinin birka¢ mekanizma ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Fakat
SGLT2 inhibitorlerinin diabetik damarda B-AR aracili yaniti ne sekilde degistirdigini
inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu noktadan hareketle, ¢alismamizda SGLT2
inhibitorii olan dapagliflozinin yiiksek yag diyeti ve diisiik doz STZ ile indiiklenen diabet
modelinde torasik aortada [-AR aracili gevseme yanitina etkisinin incelenmesi
amaclanmustir.

Calismamizda 6 haftalik Sprague-Dawley sican kullanilmistir. Sicanlar kontrol,
kontrol-dapa, diabetik ve diabetik-dapa olmak tizere dort gruba ayrilmustir. Diabet yiiksek
yag icerikli diyet (%35 yag g/g) ve diisiik doz STZ (25 mg/kg, i.p.) ile indiiklenmistir. Diabet
ve kontrol grubundaki tedavi alan si¢anlar 12-15 hafta boyunca dapagliflozin (1 mg/kg/giin,
oral) tedavisi almigtir. Torasik aorta halkalarinda fenilefrin, asetilkolin, izoprenalin ve CL
316,243 aracili gevseme ve kasilma yanitlar1 aragtirllmistir. Elde edilen degerlerin istatiksel
analizi GraphPad Prism ile yapilmis, degerler ortalama =+ standart sapma ile ifade edilmistir.
Gruplarin kargilagtirmast One-way ANOVA ve Bonferroni post-hoc test ile yapilmis ve
P<0,05 istatistiksel anlamlilik olarak kabul edilmistir.

Calismamizin sonucunda, dapagliflozin tedavisinin diabette artan kan sekerini etkin
olarak diisiirmiistiir. Ote yandan, ilag diabette bozulan B,-AR aracili gevseme yanitini
diizeltememistir. Torasik aortada degerlendirilen fenilefrin, asetilkolin ve CL 316,243
yanitlar1 bakimindan ise gruplar arasi bir farklilik bulunmamistir. Bu bulgular 1s18inda,
SGLT2 inhibitdrlerinin diabetik aortada B-AR aracili yanita etkisini anlayabilmek i¢in
foksiyonel ve molekiiler diizeyde kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: B-AR, dapagliflozin, torasik aorta, SGLT2 inhibitérleri, diabet.
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SUMMARY

The Effects of Dapagliflozin on Beta Adrenoceptor Mediated Responses in The
Aorta of Diabetic Rats Using a High Fat Diet and Low Dose Streptozotocin

Diabetes is a major health problem worldwide because of its high prevalance and
complications. Diabetes is also an independent risk factor for several cardiovascular diseases.
Endothelial dysfunction has been thought as one of the most important causes in the
development of cardiovascular diseases in the diabetic patients.

SGLT2 inhibitors are a new class of oral antidiabetic drugs that improves
hyperglycemia by increasing urine glucose excretion due to the inhibiton of renal glucose-
sodium cotransport. In addition to their antihyperglycemic effect, this group has been also
demonstrated to decrease the blood pressure. This effect has been related to some
mechanisms. On the other hand, the effect of SGLT2 inhibitors on the B-AR mediated effect
in the diabetic aorta has not been studied yet. From this point of view, we aimed to
investigate the possible effects of dapagliflozin, the first member of SGLT2 inhibitors, on the
thoracic aorta in a diabetic model induced by high fat feeding and low dose STZ injection.

In our study, 6-week old Sprague Dawley rats have been used. The rats were divided
to four groups as control, diabetic, diabetic-dapa and control-dapa. Diabetes was induced by
high fat feeding (%35 fat g/g) and low dose STZ injection (25mg/kg). The rats in the
treatment groups were treated with dapagliflozin (1mg/kg/day, oral) for 12-15 weeks.
Phenylephrine, acetylcholine, isoprenaline and CL 316,243 mediated vascular responses
were studied in the thoracic aorta. The results were analysed with GraphPad Prism. The
values were presented as mean + standart deviation. The statistical analysis was made by
using One-way ANOVA and the group comparisons were made with Bonferroni post-hoc
test. The value of P<0,05 was considered significant.

In our study, dapagliflozin effectively reduced the blood glucose. On the other hand, it
did not improve B,-AR mediated relaxation response which is impaired in diabetic groups.
There was no significant difference between the groups regarding the effects mediated by
phenylephrine, acetylcholine or CL 316,243. In the light of these findings, detailed
functional and molecular studies are needed to clarify the effect of SGLT2 inhibitors in the
diabetic aorta.

Keywords: B-AR, dapagliflozin, thoracic aorta, SGLT2 inhibitors, diabetes
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