TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

VALSARTAN/SAKUBITRIL KOMBINASYONU
LCZ696’NIN DIABETIK KARDIYAK
DISFONKSIYON UZERINE OLASI ETKILERININ
BETA ADRENERJIK YANITVERIRLIK
UZERINDEN DEGERLENDIRILMESI

Betiil Rabia ERDOGAN
FARMAKOLOJI ANABILiM DALI

DOKTORA TEZi

DANISMAN
Doc. Dr. Ebru ARIOGLU INAN

ANKARA
2020



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

VALSARTAN/SAKUBITRIL KOMBINASYONU
LCZ696’NIN DIABETIK KARDIYAK
DISFONKSIYON UZERINE OLASI ETKIiLERININ
BETA ADRENERJIK YANITVERIRLIK
UZERINDEN DEGERLENDIRILMESI

Betiil Rabia ERDOGAN

FARMAKOLOJi ANABILIM DALI
DOKTORA TEZi

DANISMAN
Do¢. Dr. Ebru ARIOGLU iNAN

Bu tez TUBITAK’1n 1175936 ve 1158564 numarah projeleri ile

desteklenmistir.

ANKARA
2020



ETiK BEYAN

Ankara Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii Mudiirliigii’ne,

Doktora tezi olarak hazirlaylp sundugum “Valsartan/Sakubitril kombinasyonu
LCZ696’nin diabetik kardiyak disfonksiyon iizerine olas1 etkilerinin beta adrenerjik
yanitverirlik {izerinden degerlendirilmesi” baslikli tez; bilimsel ahlak ve degerlere
uygun olarak tarafimdan yazilmistir. Tezimin fikir/hipotezi tiimiiyle tez danismanim
ve bana aittir. Tezde yer alan deneysel calisma/arastirma tarafimdan yapilmis olup,
tim ctimleler, yorumlar bana aittir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

Ogrencinin Ad1 Soyadi: Betiil Rabia ERDOGAN
Tarih: 18/08/2020

Imza:



ICINDEKILER

Etik Beyan ii
Icindekiler ii
Onsoz \
Simgeler ve Kisaltmalar viii
Sekiller xiii
Cizelgeler Xiv
1. GIRIS 1
1.1. Diabetes Mellitus 1
1.1.1. Diabetes Mellitusun Siniflandirilmasi 2
1.1.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus 2
1.1.1.2. Tip 2 Diabetes Mellitus 3
1.1.1.3. Gestasyonel Diabetes Mellitus 4
1.1.1.4. Diger Nedenlere Bagli Olmayan Spesifik Diabetes Mellitus Tipleri 5
1.1.2. Diabetin Kardiyak Fonksiyon Uzerine Etkileri 5
1.1.3. Diabette Kalp Yetmezligi Tedavisi 8
1.2. Beta Adrenerjik Reseptorler 9
1.2.1. Kalpte Bulunan Beta Adrenerjik Reseptor Alt Tipleri ve Sinyal

Mekanizmalar1 10
1.2.2. Diabetin Kardiyak Beta Adrenerjik Reseptorler Uzerine Etkisi 14
1.3. Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi (RAAS) 16
1.4. Natritiretik Peptidler 18
1.5. Neprilisin (NEP) Enzimi 21
1.6. LCZ696 (Valsartan/sakubitril): Kalp Yetmezliginde Yeni Tedavi Yaklasimi 23
2. GEREC VE YONTEM 30
2.1 Kullanilan Geregler 30
2.1.1. Cihazlar 30
2.1.2. Kimyasal Malzemeler 32
2.2. Kullanilan Ydntemler 34
2.2.1. Deney Hayvanlari 34
2.2.2. Diabetin Olusturulmasi 35
2.2.3. LCZ696 ve Valsartan Tedavisi 35
2.2.4. Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) 35
2.2.5. Biyokimyasal Parametrelerin Olgiilmesi 36
2.2.6. In vivo Kalp Deneyleri 36
2.2.6.1. In vivo Kateterizasyon Deneyi 36
2.2.6.2. In vivo Ekokardiyografi Deneyi 37
2.2.7. In vitro Kalp Deneyleri 37
2.2.7.1. In vitro izole Papiller Kas Deneyi 37
2.2.7.2. In vitro Langendorff Kalp Preparasyonu Deneyi 38
2.2.8. Western Blot Deneyleri 39
2.2.9. Istatistiksel Analiz 43

2.2.10. Yazim ve Grafiklerin Olusturulmasi 43



3. BULGULAR

3.1. Deney Hayvanlarinin Genel Ozellikleri

3.1.1. Oliim Anm1 Beden Agirhig, Kalp Agirlig, Kan Sekeri Diizeyi
3.1.2. OGTT Kan Sekeri Diizeyleri ve Aclik Plazma Insiilin Diizeyi ile
HOMA-IR Degerleri

3.1.3. Plazma Total Kolesterol ve Trigliserid Diizeyleri

3.1.4. Plazma NT-proBNP Diizeyleri

3.2. In vivo Kardiyak Ol¢iimler

3.2.1. In vivo Kateterizasyon Sonuglari

3.2.2. In vivo Ekokardiyografi Sonuglari

3.3. In vitro Kalp Deneyleri

3.3.1. Langendorff Kalp Preparasyonu Deneyi

3.3.1.1. CL 316,243 Yanitlar1

3.3.2. izole Papiller Kas Deneyi

3.3.2.1. izoprenalin Yanitlart

3.3.2.2. Forskolin Yanitlari

3.4. Western Blot Deneyleri

3.4.1. SERCA?2a, Fosfolamban ve Fosforile Fosfolamban Ifadelenme Diizeyi

4. TARTISMA

5.SONUC VE ONERILER

OZET

SUMMARY

KAYNAKLAR

EKLER

Ek 1. Hayvan Deneyleri Etik Kurul Onay Raporu
OZGECMIS

45
45
45

46
48
49
49
49
54
S7
57
S7
58
58
58
59
59

61
68
70
71
72
90
90
91



ONSOZ

Diabet, diinya genelinde halihazirda 460 milyondan fazla insani etkileyen ve
goriilme siklig1 her gegen giin artan kronik, metabolik bir hastaliktir. Diabete bagh
ortaya ¢ikan morbidite ve mortalitenin en O©nemli nedeni kardiyovaskiiler
komplikasyonlardir. Diabette, glisemik kontrolii saglayan ilaglarin yani sira, kardiyak
disfonksiyonu Onleyici ve/veya tedavi edici ilaglarin gelistirilmesi biiyliik 6neme
sahiptir. Diabet patofizyolojisinde beta adrenerjik yanitverirlik, diabette kardiyak
disfonksiyon gelismesine neden olan Onemli etkenlerden biridir. LCZ696, bir
anjiyotensin reseptor blokeri olan valsartan ile bir neprilisin inhibitérii olan
sakubitrilin 1:1 kombinasyonudur. Bu ilag, 2015 yilinda diisiik ejeksiyon fraksiyonlu
kalp yetmezliginin tedavisinde kullanilmak tizere onay almistir. Yapilan preklinik
calismalarda ilacin diabetik kalpte olumlu etkileri gdsterilmistir. Ilacin bu olumlu
etkilerini hangi mekanizmayla gosterdigi ise tam olarak agiklanamamistir ve konuyla
ilgili daha fazla galigmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu noktadan hareketle, diabetik
kalpte olumlu etkileri oldugu gosterilen LCZ696 nin diabette bozulan kardiyak beta
adrenerjik yanitverirlik {izerine etkisi ilacin iceriginde bulunan valsartanla

karsilastirmali olarak ilk defa ¢alismamizda incelenmistir.
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1. GIRIS

1.1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus, pankreasta yeterli miktarda insiilin iiretilememesi ve/veya
iiretilen insiilinin dokular tarafinda kullanilamamas1 sonucu ortaya ¢ikan ve yiiksek
kan sekeri ile karakterize kronik bir hastaliktir. Insiilin, pankreasta langerhans
adaciklarinin beta (B) hiicrelerinden salgilanan anabolik bir hormondur. Insiilin
hormonu sayesinde, kandaki glukoz hiicre i¢ine alinarak enerjiye doniistiiriiliir. Insiilin
ayn1 zamanda protein ve yag metabolizmasindan da sorumlu temel hormondur. Insiilin
eksikligi ve/veya hiicrede insiilin direnci olugmasi diabetin klinik belirtisi olan yiiksek
kan sekeri tablosuna yol agmaktadir (IDF, 2019). Kontrol altina alinamayan yiiksek
kan sekeri, uzun donemde ortaya ¢ikan ve ciddi saglik sorunlar1 olan kardiyovaskiiler
hastaliklar, retinopati, nefropati, noropati, serebrovaskiiler hastalik, obezite, erektil

disfonksiyon ve nonalkolik karaciger yaglanmasina neden olmaktadir (WHO, 2019).

Uluslararasi Diabet Federasyonunun verilerine gore, diinya ¢capinda 2000 yilinda
151 milyon olan diabetik birey sayis1 (20-79 yas), 2019 yilinda yaklasik {i¢ kat artarak
463 milyona ulagmigtir. Bu rakamim 2030 yilinda 578 milyon, 2045 yilinda ise 700
milyona ulasacagi tahmin edilmektedir (IDF, 2019). Diinya genelinde diabete bagh
saglik harcamalar1 yillik yaklasik 760 milyar Amerikan Dolar1 (USD) dir. Bu rakamin
2030 yilinda 825 USD ve 2045 yilinda 845 USD’ye ulasacag diisiintilmektedir
Diabete bagli 6liimler, tiim diinyada ilk 10 6liim nedeni arasinda yer almaktadir. 2019
yilinda diabet ve komplikasyonlarina bagl olarak 4,2 milyon kisi (20-79 yas) hayatini
kaybetmistir (IDF, 2019).

Avrupa’da 2019 yilinda 59 milyon olan diabetik birey sayisinin (20-79 yas) 2045
yilinda 67 milyona ulagmasit beklenmektedir. Tiirkiye, Almanya ve Rusya’nin
ardindan diabetik birey sayisinin (6,6 milyon) en fazla oldugu 3. Avrupa iilkesidir
(IDF, 2019). Giintimiizde diabetik birey sayisinin (20-79 yas) en yiiksek oldugu 10

iilke siralamasinda bulunmayan Tiirkiye’nin 2045 yilinda 10. siraya yiikselmesi



ongorilmektedir. Tirkiye’de diabet nedenli saglik harcamalari, toplam saglik

harcamalarinin %23,8’ini olusturmaktadir (IDF, 2019).

1.1.1. Diabetes Mellitusun Siniflandirilmasi

Amerikan Diabet Derneginin giincel siniflandirmasina gore diabetes mellitus, tip
1 diabet, tip 2 diabet, gestasyonel diabet, diger nedenlere baglh spesifik diabet tipleri
olmak {izere dort ana baglik altinda toplanmistir (ADA, 2019).

1.1.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 diabetes mellitus (insiilin bagimli diabet), pankreasin langerhans
adaciklarinda bulunan B hiicrelerin ciddi oranda ya da tamamen hasarina bagl olarak
insiilin eksikligiyle sonuglanan diabet tipidir. Tip 1 diabetin, tip 1a ve tip 1b diabet
olmak iizere iki alt tipi bulunmaktadir. Tip la diabette, B hiicrelerin immiin sistem
aracilt hasar1 s6z konusu iken, tip 1b diabette f hiicre hasarinin nedeni bilinmemektedir
(Katzung ve Trevor, 2015). Tip 1 diabette insiilin eksikligine bagh olarak, kandaki
glukoz hiicrelere alinamaz ve bunun sonucunda kan sekeri yiikselir. Insiilin
eksikliginde hiicrelere glukoz alinamamasi sonucunda, karacigerde ag¢lik durumunda
aktive olan glikojenolizis ve glukoneojenezis yolaklari uyarilir. Karacigerde iiretilen
glukoz kan dolagimina gecerek hiperglisemi taplosunun kétiilesmesine neden olur

(Silverthorn, 2016).

Yiiksek kan sekeri, bobrek tiibiillerine reabsorbe olabilecek miktardan daha fazla
glukoz ulasmasina neden olur, bdylece idrarla atilan glukoz miktar1 artar. Idrarla atilan
glukoz, ozmotik etki ile sivi reabsorpsiyonunu da azaltarak ozmotik dilireze neden
olur. Idrarla atilan s1vi miktarmin artmasi tip 1 diabetin klasik semptomlarindan olan
asir1 idrara ¢ikma (poliiiri) ve bunun sonucu olarak artmis su igme istegine (polidipsi)
yol acar. Beyindeki ¢ogu néronun aksine, doygunluk merkezindeki noronlar insiilin

duyarlidir ve insiilin yoklugunda glukozu kullanamaz. Intraseliiler glukoz yoklugu



aclik gibi algilanir ve yeme merkezi daha fazla yiyecek alimi i¢in uyarilir. Bu durum,
tip 1 diabetin li¢iincii klasik semptomu olan asir1 yemek yeme (polifaji) tablosunun
ortaya ¢ikmasina neden olur (Silverthorn, 2016). Insiilin eksikliginde glukozun enerji
kaynagi olarak kullanilamamasi, protein ve yaglarin enerji tiretiminde kullanimini
artirir. Protein ve yag depolarinin bosalmasi sonucunda eger bireyin kan sekeri kontrol
altina alinamazsa, polifajiye ragmen hizli kilo kaybi goriiliir ve birey kendisini yorgun
hisseder. Insiilin eksikliginde enerji iiretiminde glukoz yerine yaglarin kullanilmast,
dolasimda keton cisimlerinin miktarinin artmasma neden olarak Oliimle

sonuglanabilen diabetik ketoasidoz tablosuna neden olur (Guyton ve Hall, 2016).

Geligmis tilkelerde, diabetik bireylerin % 7-12’si tip 1 diabet hastasidir (IDF,
2017). Diinyada 20 yasin altinda 1,1 milyon tip 1 diabetik birey bulunmaktadir (IDF,
2019). Tip 1 diabet genellikle ¢ocukluk ¢aglarinda ortaya ¢ikmakla birlikte, tip 1 diabet
baslangict yetiskinlerde de meydana gelebilmektedir. Tip 1 diabet hastalarinin
%84’linii yetiskinler olusturmaktadir (WHO, 2019).

1.1.1.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 diabetes mellitus (insiilin bagimli olmayan diabet), dokularda insiiline
kars1 direng gelisiminin yani sira kismi insiilin eksikliginin de eslik ettigi diabet tipidir.
Tip 1 diabetin aksine, tip 2 diabette artmis plazma insiilin konsantrasyonu
(hiperinsiilinemi) tablosu vardir. Dokularda azalan insiilin duyarliligt sonucunda,
pankreas B hiicrelerinden kompensatuvar mekanizma olarak insiilin salinimi artar
(Guyton ve Hall, 2016). Tip 2 diabetin altinda yatan nedenler tam olarak
anlasilamamakla birlikte, yiiksek beden agirligi, obezite ve yashlik tip 2 diabete
yatkinlig1 artirmaktadir. Bu faktorlerin disinda ik ve aile dykiisii de tip 2 diabete
yatkinlig1 etkilemektedir (IDF, 2019).

Tip 2 diabette gozlenen akut semptomlar, tip 1 diabette oldugu kadar siddetli
degildir. Insiilin direncine ragmen az miktarda da olsa hiicrelere glukoz tasinmasi ve

metabolize edilmesi s6z konusudur. Bu nedenle ¢ogu tip 2 diabet hastasi, hastaligin



baslangicinda asemptomatiktir. Bu durum tani konulduktan sonra hem hastaligin
tedavisini zorlagtirmakta hem de uzun siire kontrol altina alinmayan kan sekeri,

makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin olusma riskini artirmaktadir

(Silverthorn, 2016).

Tip 2 diabet, genellikle 40 yas ve iistii bireylerde goriilmekle birlikte, kotii
beslenme aliskanligi, obezite ve fiziksel aktivite azliginin giderek artmasi nedeniyle
son yillarda ¢ocuk ve genglerde tip 2 diabet goriilme siklig1 artmistir (IDF, 2019).
Diinya genelinde, diabet vakalarinin yaklagik % 90-95’ini tip 2 diabetik bireyler
olusturmaktadir (ADA, 2019).

1.1.1.3. Gestasyonel Diabetes Mellitus

Gestasyonel diabetes mellitus, ilk defa hamilelik sirasinda ortaya c¢ikan
hiperglisemi tablosu olarak tanimlanmaktadir. Ozellikle gebeligin son trimesterinde
plasental hormonlar insiilin rezistansi olusmasina yol acar (Katzung ve Trevor, 2015).
Hamilelik sirasinda fazla kilo alimi, fazla kilo ve obezite, ileri yaslarda hamile kalma,
gestasyonel diabet Oykiisii, ailede diabet Oykiisii, polikistik over sendromu, sigara
kullanimi, diisiik hikayesi gestasyonel diabet riskini artirmaktadir. Risk faktorii
bulunan hamileler, hamileligin basindan itibaren gestasyonel diabet gelisimi riski
acisindan izlenmelidir. Gestasyonel diabet Oykiisii olan 40 yas alt1 bireylerde,
hamileligi izleyen 3-6 yil sonra tip 2 diabet gelisme olasilig1 yiiksektir (IDF, 2019).
Gestasyonel diabet, hamilelikte gozlenen hiperglisemi olgularmmin % 75-90’1m
olugturmaktadir. 2019 yilinda saglikli diinyaya gelen bebeklerin %15,8’inin gebelikte
yasanan hiperglisemiden etkilendigi bildirilmistir. Bu bebekler, yasam boyu obezite
ve tip 2 diabet gelisimi agisindan yiiksek risk tasimaktadirlar (IDF, 2019).



1.1.1.4. Diger Nedenlere Bagh Olmayan Spesifik Diabetes Mellitus Tipleri

Diger nedenlere bagli olmayan spesifik diabet tipleri ise asagidaki sekilde
siralanabilir (WHO, 2019):

e Monojenik diabet (B hiicre fonksiyonunda meydana gelen monojenik
bozukluklar

e Insiilin aktivitesinde monojenik bozukluklar (klinik sendrom sonucu
genlerde meydana gelen mutasyon)

e Diabetle iligkili olabilecek diger genetik sendromlar

e  Ekzokrin pankreas hastaliklar

e Endokrin hastaliklar

e Enfeksiyonlar (konjenital kizamikg¢ik, sitomegaloviriis, koksaki B,
kabakulak, adenoviriislere bagli  hiicre hasari)

e Ilag veya kimyasalla indiiklenmis diabet

¢ Yaygin olmayan immiin sistem aracili diabet

1.1.2. Diabetin Kardiyak Fonksiyon Uzerine Etkileri

Diabet ve diabete bagli komplikasyonlarin gériilme siklig1 diinya genelinde giin
gectikce artmaktadir. Diabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar arasindaki iliski
Framingham Heart Study kapsaminda yapilan ¢aligmalarla 1970’1 yillarin sonunda
ortaya konulmustur (Framingham Heart Study, 26/2/2020). Aterosklerotik
kardiyovaskiiler hastaliklar (koroner kalp hastaligi, serebrovaskiiler hastalik ya da
periferal arter hastaligl) ve kalp yetmezligi diabete bagli gozlenen morbidite ve
mortalitenin baglica nedenleridir (ADA, 2019). Diabetik bireyler, diabetik
olmayanlara oranla kardiyovaskiiler hastalik goriilme agisindan 2-3 kat daha fazla risk
altindadirlar (IDF, 2017). Diabetik bireylerin %32,2’sinde kardiyovaskiiler hastaliklar
goriilmektedir ve kardiyovaskiiler komplikasyonlar bu bireylerde en sik rastlanan
oliim nedenidir (Einarson ve ark., 2018). Tip 2 diabetik bireylerin yaklasik %701
kardiyovaskiiler hastaliklar nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir (Silverthorn, 2016).



Yapilan calismalar kalp yetmezligi prevalansinin diabetik bireylerde yiiksek oldugunu
ve hastalik seyrinin, diabetik olmayan bireylerle karsilastirildiginda diabetik
bireylerde daha kotii seyrettigini gostermektedir (Lehrke ve Marx, 2017).

Diabetik kardiyomiyopati, koroner arter hastaligi, hipertansiyon ve kalp kapagi
hastaliklar1 gibi kardiyovaskiiler risk faktorlerinden bagimsiz olarak meydana gelen
kalp kasinda yapisal degisiklikler ile karakterize ve buna bagli kalbin viicuda yeterince
kan pompalayamamasi ile sonuglanan bir kalp hastaligidir (Jia ve ark., 2018). Diabetik
kardiyomiyopatide erken donemde diyastolik disfonksiyon, ge¢c donemde ise sistolik
disfonksiyon gozlenmektedir. Bu klinik tablo ilerleyen donemde kalp yetmezligine yol

acmaktadir (Palomer ve ark., 2018).

Diabette hiperglisemi, insiilin rezistansi ve hiper/hipoinsiilinemi diabetik
kardiyomiyopatinin olusumuna neden olan bir¢ok mekanizmay1 tetiklemektedir.
Hiperglisemi, reaktif oksijen radikallerinin ve ileri glikasyon son iiriin (AGE)
birikimini artirmakla birlikte kalsiyum (Ca™) homeostazinda bozulmaya ve
endoplazmik retikulum (ER) stresinde artisa neden olur. Artan kan glukozu seviyesi
sonucunda kan volumiinde meydana gelen azalma renin-anjiyotensin-aldosteron
sistemini (RAAS) aktive etmektedir. Hiperglisemi, oksidatif stres ve artan AGE
birikiminin de etkisiyle mikrovaskiiler bozukluklari da tetiklemektedir (Sivasankar ve
ark., 2018). Azalan insiilin duyarliligi ve/veya seviyesi kalbi enerji kaynagi olarak
glukoz yerine serbest yag asitlerini kullanmaya y6nlendirir, bu durum kalbin oksijen
gereksinimini artirarak kardiyak strese neden olur. Bunun yani sira, insiilin
duyarliliginda azalma hipertansiyon ve ateroskleroz olusumuna da aracilik etmektedir
(Haas ve McDonnell, 2018). Hiperinsiilineminin kardiyak disfonksiyon gelismesinde
bilinen en 6nemli rolii damarlarda sertlesmeye yol agarak, dolagim bozukluguna neden
olmasidir (Jia ve ark., 2016).

Hiperglisemi, insiilin rezistansi ve hiper/hipoinsiilinemi etkisiyle tetiklenen ve
kardiyomiyopati olusumuna neden olan diger mekanizmalar ise bozulmus bagisiklik
yaniti, inflamatuvar sitokin seviyesinde artig, mitokondriyal disfonksiyon ve benzeri

subseliiler bilesen anomalileri ile kardiyak otonomik noropati ve artmis doniistiiriicii



bliyime faktorii- B (TGF-B) ifadelenmesidir. Tim bu mekanizmalar sonucu
kardiyomiyositlerde yapisal ve fonksiyonel bozukluk meydana gelmekte, bu durum
diabetik kardiyomiyopati ve ilerleyen donemde kalp yetmezligine yol agmaktadir. (Jia
ve ark., 2016 ve Lee ve Kim, 2017) (Sekil 1.1). insiilin, 5’-adenozin monofosfat ile
aktive olan protein kinaz (AMPK) ve B-adrenerjik reseptor (AR) sinyal iletim
mekanizmalarinda meydana gelen degisimler de diabetik kardiyomiyopati

olusumunda rol oynayan farktorlerdendir (Varma ve ark., 2018).
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Sekil 1.1. Diabetik kardiyomiyopatinin patofizyolojik mekanizmasi
RAAS, renin anjiyotensin aldosteron sistemi; ER, endoplazmik retikulum; TGF-p, doniistiiriicii bityiime
faktorii- B (Lee ve Kim, 2017)



1.1.3. Diabette Kalp Yetmezligi Tedavisi

Diabette kalp yetmezligi ve diger kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde
egzersiz, diyet gibi kan sekeri diizeyi ve insiilin duyarlilig1 tizerinde olumlu etkileri
bulunan hayat tarzi degisiklikleri 6nerilmektedir. Ne var ki hayat tarzi degisikliginin
diabetik bireylerde kalp yetmezligi ve diger kardiyovaskiiler hastaliklarin olugsmasini
azalttigin1 gosteren yeterli caligma bulunmamaktadir (Marwick ve ark., 2018 ve
Henning, 2018). Kan sekeri diizeyinin antidiabetik ilaglarla kontrol altinda tutulmasi,
diabette kalp yetmezligi ve diger kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde diger bir
yaklagimdir. Diabette yogun tedavi yaklagimi ile kan sekerinin kontrol altinda
tutulmas1 kardiyovaskiiler hastaliklarin olugsmasini %30’a kadar azaltmaktadir
(Research Group DCCT/EDIC, 2016). Glikolize hemoglobin (HbA1c) diizeyinde %1
oraninda artig kalp yetmezligi riskini %8 oraninda artirirken (Marwick ve ark., 2018),
kardiyovaskiiler hastalik riskini %18 oraninda artirmaktadir (Selvin ve ark., 2004).
Bununla birlikte HbAlc diizeyinde azalmanmn diabete bagli kardiyovaskiiler
hastaliklarin ve bu hastaliklara bagli 6liimlerin 6nlemesinden anlamli bir etkisinin
olmadigimi gosteren ¢aligmalar da bulunmaktadir (Duckworth ve ark., 2009 ve Group
UKPDS, 1998). Baska bir c¢alismada ise, HbAlc diizeyinde standart tedavi
yaklasimindan daha fazla azalmaya neden olan yogun tedavi yaklagimi alan hastalarda
mortalite oran1 %22 daha yiiksek bulunmustur (Gerstein ve ark., 2008a). Bahsi gecen
caligmalar farkli ila¢ gruplar ile tedavi edilen diabetik hastalardan toplanan verilerdir
ve belirli bir tedavi yaklagimmin glisemik kontrol {izerindeki etkisini

yansitmamaktadir.

Diabet tedavisinde temel hedef kan sekeri diizeyinin kontrol altinda tutulmasidir.
Ne var ki, diabet tedavisinde kullanilan her ilacin kan sekeri diizeyini etkili bir sekilde
diistirmelerine ragmen kardiyovaskiiler komplikasyonlar iizerinde olumlu etkileri
oldugundan bahsetmek miimkiin degildir. Diabet tedavisinde kullanilan ilaglardan
insiilin, stilfoniliireler, tiazolidindionlar, baz1 glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1)
reseptOr agonistleri ve bazi dipeptidil peptidaz-4 (DDP-4) inhibitorleri kalp yetmezligi

riskini artirirken, metformin, sodyum glukoz ko-transporter-2 (SGLT-2) inhibitorleri



ve bazi GLP-1 reseptor agonistlerinin diabetik kardiyovaskiiler komplikasyonlar

tizerinde olumlu etkileri bilinmektedir (Kenny ve Abel, 2019).

Diabetik hastalarda kalp yetmezliginde kullanilacak ilaglar i¢in hazirlanmis bir
tedavi kilavuzu bulunmamaktadir. Diabette semptomatik kalp yetmezligi bulunan
hastalarda Kkalp yetmezliginin tedavisinde rutin olarak kullanilan ilaglar
kullanilmaktadir. ilk basamak tedavi seceneklerinden olan RAAS’yi hedef alan
ilaglarin diabetik kalpte de faydali etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir (Kenny ve
Abel, 2019). Hem RAAS’yi hedef alan hem de neprilisin (NEP) enzimini bloke ederek
dolasimdaki natritiretik peptid (NP) seviyesini artiran yeni bir ilag smifi olan
ARNT/’lerin diabetik bireylerde kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde umut vaad

edici oldugu diisiiniilmektedir (Kenny ve Abel, 2019 ve Malek ve Gaikwad, 2017).

1.2. Beta Adrenerjik Reseptorler

B-ARlerin bir alt {iyesi oldugu adrenerjik reseptorler, G-protein-kenetli
reseptorler (GPCR) sinifina girmektedirler. GPCR’ler hiicre membraninin bir
tarafindan diger tarafina yedi defa gecerek i¢ ve dis yiizeyde kivrimlar meydana
getirirler (Wallukat, 2002). Agonist reseptore baglandiktan sonra etkinin olugsmasina
aracilik eden G proteinleri alfa (a), B ve gama (y) birimlerinden olusmus heterotrimer
yapidadir. Agonistin baglanmasi ile reseptor aktive olur ve G proteininin a alt birimi
By alt biriminden ayrilir. Es zamanli olarak o alt birimine bagli guanozin difosfat
(GDP), guanozin trifosfat (GTP) ile yer degistirerek iligkili oldugu ikincil ulak
molekiiliin aktive edilmesine aracilik eder (Sekil 1.2) (Li ve ark., 2002). G
proteinlerinin baslica alt tipleri Gs, Gi, Gq ve Go’dur (Kayaalp, 2012).
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Sekil 1.2. G protein kenetli reseptdr yapisi ve alfa (a) alt biriminin aktivasyonu
GPCR, G protein kenetli reseptdr; GDP, guanozin difosfat; GTP, guanozin trifosfat (Li ve ark., 2002)

Ilk defa Lands ve arkadaslari tarafindan 1967 yilinda yapilan calismalarla -
AR’lerin B1- ve P2-AR olmak tizere iki alt tiirii tanimlanmustir. Yapilan ¢alismalarda
Bi-ARlerin adipoz dokuda yag asidi metabolizmasi ve kardiyak stimiilasyona, 2-
AR’lerin ise bronkodilatasyon ve vazodilatasyona aracilik ettigi ortaya konulmustur
(Molinoff, 1984). Sempatik aktiviteden sorumlu oldugu bilinen ilk iki -AR alt tipinin
yant sira, katekolaminlerin metabolik etkilerinden sorumlu oldugu diisiiniilen Ps-
AR’ler ilk defa 1989 yilinda klonlanmigtir (Emorine ve ark., 1989). Bi- ve B2-AR
disinda kalpte pozitif inotropik etkiye aracilik eden putatif fs-AR’lerin de var oldugu
One siirlilmiisse de (Kaumann ve Molenaar, 1997), sonrasinda bunun aslinda :-
AR’lerin diisiik afiniteli tiirevi oldugu ortaya konulmustur (Kaumann ve ark., 2001 ve
Kompa ve Summers, 1999).

1.2.1. Kalpte Bulunan Beta Adrenerjik Reseptor Alt Tipleri ve Sinyal

Mekanizmalar

Kalp dokusunda katekolaminlerin pozitif inotropik, kronotropik ve lusitropik
etkilerine aracilik eden B1- ve B2-AR’lerin (Brodde, 1991 ve Hoffman ve Lefkowitz,
1982) yani sira, baslangigtayalnizca metabolik etkilerinden sz edilen Bs-AR’ler de
insan ventrikiil dokusunda tanimlanmistir (Gauthier ve ark., 1996).Gauthier ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada nadolol (Bi- ve PB>—AR antagonisti) varliginda

izoprenalin (selektif olmayan B-AR agonist) uygulanmasi sonucunda negatif inotropik
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etki gozlenmistir. Bu bulgu, Bi- ve P2-AR’lerin aksine Bs-AR’lerin kalpte negatif
inotropik etkiye aracilik ettigini gostermistir (Gauthier ve ark., 1996).

Kalp dokusunda B1-AR’lerin yogunlugu daha fazladir ve bu alttipin B-AR aracili
yanitlardan asil sorumlu reseptor alt tipi oldugu diisiiniilmektedir. Ventrikiilde tiim -
AR’lerin %70-80’ini PB:-AR olustururken, bu oran atriumda %60-70’tir (Brodde,
1991).

B1- ve B2-AR’lerin her ikisi de Gs proteini ile kenetlidir ve agonistin baglanmasi
sonucunda Gs,, alt birimi ikincil ulak adenilil siklaz (AS) aktive eder ve hiicre igi siklik
adenozin 3’,5"-monofosfat (CAMP) miktar1 artar. Artan CAMP, protein kinaz A
(PKA)’y1 aktive eder. Aktive olan PKA, L tipi Ca™ kanali ve bir¢ok sarkolemmal
proteinin fosforile ederek kalpte B-AR aracili yanitlarin olusmasina aracilik eder
(Brodde ve Michel, 1999) (Sekil 1.3). L tipi Ca*™* kanalinin fosforilasyonu sonucu
membran depolarize olur ve hiicre igine Ca*™" girisi gergeklesir. PKA tarafindan
fosforillenen ryanodin reseptérii (RyR2) tarafindan hiicre i¢indeki artmis Ca®* miktar1
algilanir ve sarkoplazmik retikulumdan (SR) Ca**-aracili-Ca"*-salinim1 gergekleserek
kardiyomiyositlerde kasilma yanit1 baglamis olur (George ve Pitt, 2006). SR Ca**
ATPaz (SERCAZ2a) iizerinde inhibitor 6zellik gosteren fosfolambanin (PLB), PKA
tarafindan fosforillenmesi ile sitozoldaki Ca™ SR’a geri alinir ve bdylece gevseme
yanit1 baglatilir. Kardiyak gevsemede rol alan diger bir yolak, troponin I'nin PKA
tarafindan fosforillenmesi sonucu troponin C ve buna bagli olarak miyoflamentlerin

Ca"™a duyarlihigininin azalmasidir (Kaumann ve Molenaar, 1997).
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Sekil 1.3. Kalpte 1 ve B2 —AR’lerin hiicre i¢i sinyalizasyon yolaklari

AR, adrenerjik reseptor; AS. adenilil siklaz; CaMKII, Ca**/Kalmodulin kinaz Il; cAMP, siklik adenozin
3’,5"-monofosfat; PKA, protein kinaz A; PI3K, fosfotidilinositol-3-kinaz; Akt, protein kinaz B. (Fu ve
ark., 2017b)

B2—AR’ler, B1—AR’lerin aksine Gs proteininin yani sira pertussis toksin (PTX)
duyarli-Gi proteini ile de kenetlenebilmektedir (Xiao ve ark., 1999). B-AR’lerin PKA
aracili  fosforilasyonunun artmasi reseptor desensitizasyonu sonucunda Gs
kenetlenmesinde azalmaya Gi kenetlenmesinde ise artisa neden olur (Daaka ve ark.,
1997). B—AR’lerin Gi ile baglanmasi cAMP miktar1 ve buna bagh PKA
aktivasyonunda azalmaya neden oldugu i¢in kardiyak kontraktiliteyi olumsuz yonde
etkilemektedir (Woo ve Xiao, 2012). Bunun yani sira, Gs proteini kenetli B1—AR’lerin
stirekli agonistle uyarilmasi, PKA aracili yolaktan bagimsiz olarak, Ca™"/Kalmodulin
kinaz 11 (CaMKI|I) aracili yolag: aktive ederek apoptozise neden olurken (Zhu ve ark.,
2003), B2 —AR’ler Gi proteini aracili fosfotidilinositol-3-kinaz (P13K) ve protein kinaz
B (Akt) aktivasyonu ile apoptozisi inhibe etmekte ve kardiyoprotektif etki
gostermektedir (Zhu ve ark., 2001) (Sekil 1.3).

Kalpte bulunan Bs-AR’lerin aktive olmasi i¢in B1 ve B2-AR’ler igin gerekenden
daha fazla katekolaminle uyarilmalar1 gerekmektedir (Berlan ve ark., 1995). Bunun

yani sira, f3—AR’ler hem desentisizasyona hem de reseptor downregiilasyonuna f1- ve
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B2-AR’lerden daha dayaniklidir (Gauthier ve ark., 2000). Kalp yetmezliginde sempatik
sinir sistemi (SSS) aktivasyonu ve buna bagli artan katekolamin miktarina bagl olarak
B1- ve B2 —AR aracili yanitlar kaybolurken, fs—AR aracili yanitlar korunmaktadir
(Moniotte ve ark., 2001). Bs—AR’lerin, kalp yetmezligi gibi patofizyolojik durumlarda
artan SSS aktivasyonuna kars1 kalbi korudugu diistiniilmektedir (Kayki-Mutlu ve ark.,
2019).

Bs—-AR’ler, Bi- ve B2-AR’lerin aksine Gi/o, proteini ile kenetlidir. Agonist
baglanmasi ile Gi/o, alt birimi aktive olarak endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)
ifadelenmesini uyarmaktadir. eNOS aracili olusan nitrik oksit (NO) ikincil ulak
guanilil siklaz1 (GS) aktive eder ve hiicre i¢i siklik guanozin 3’,5"-monofosfat (cGMP)
miktar1 artar. Artan cGMP, protein kinaz G (PKG) aktivasyonuna neden olur. PKG, L
tipi Ca™ iyon akiminda azalmaya neden olarak ve/veya Ca™" akimindan bagimsiz
miyoflamentlerin proteinler araciligiyla olusan kasilma yanitin1i negatif yonde
etkileyerek gevseme yanitina neden olur. cGMP ile uyarilan fosfodiesteraz-1I’nin
(PDE-II) hiicre i¢i cAMP miktarinda azalmaya yol agmasi da f3—AR aracili gevsemeyi
tetikleyen diger bir yolaktir (Rozec ve Gauthier, 2006). Bunun yani sira, Gi, alt
biriminin mitojenle-aktive olan protein kinaz (MAPK) yolagin1 aktive ettigi ve
boylece P3-AR’lerin negatif inotropik etkilerine aracilik ettigi diisiiniilmektedir

(Gauthier ve ark., 2000) (Sekil 1.4).

/\_// Gm\_),@

|

YyCAMP MAPK ? AcGMP

Sekil 1.4. Kalpte Bz -ARlerin hiicre i¢i sinyalizasyon yolaklari

AC, adenilil siklaz; cAMP, siklik adenozin monofosfat; MAPK, mitojenle aktive olan protein kinaz;
eNOS, endotelyal nitrik oksit sentaz; cGMP, siklik guanozin monofosfat

(Gauthier ve ark., 2000).
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1.2.2. Diabetin Kardiyak Beta Adrenerjik Reseptorler Uzerine Etkisi

Diabette artan SSS aktivasyonuna bagli olarak dolagimda ve kalp dokusunda
katekolamin miktar1 artmaktadir (Ferraro ve ark., 1990; Fushimi ve ark., 1982 ve Perin
ve ark., 2001). Ne var Ki, artan katekolamin miktarina ragmen, kalbin bu hormonlara
yanitverirliligi azalmigtir (Dhalla ve ark., 1998). B-AR aracili yanitlarin degismesi,
diabette kardiyak disfonksiyona neden olan faktorlerden biridir (Varma ve ark., 2018).

Diabetik bireylerde Pi- ve P2-AR aracili yanitlarda herhangi bir degisim
olmamasina karsin (Dinger ve ark., 1998 ve Wilson ve ark., 2017) her iki reseptoriin
mRNA diizeylerinde azalma oldugu gosterilmistir (Dinger ve ark., 2003). Yapilan
diger caligmalarda ise, hem tip 2 (Lamberts ve ark., 2014) hem de tip 1 diabetik
bireylerde kardiyak B-AR duyarliliginda azalma oldugu ortaya konulmustur (Berlin ve
ark., 1986 ve Korytkowski ve ark., 1998). B-AR aracili kasilma yanitindaki azalmanin
B-AR ifadelenme diizeyi azalmaksizin alt yolak bilesenlerinde meydana gelen

degisimlerden kaynaklandigi one stiriilmistiir (Lamberts ve ark., 2014).

Siganlarda streptozotosin (STZ) ve alloksan ile olusturulmus diabet modelinde
izoprenalin (selektif olmayan B-AR agonist) aracili kalp atim hizinin ve noradrenalin
(selektif B1-AR agonist) duyarliliginin azalmasi diabette B-AR aracili yanitlarda
azalma oldugunu gostermektedir (Foy ve Lucas, 1976). Diabette B-AR ifadelenme
diizeyindeki azalma ilk defa Savarese ve Berkowitz tarafindan kanitlanmistir. STZ
diabetik sicanlarda kalp atim hizindaki %24 azalmaya paralel olarak kardiyak B-AR
yogunlugunda %28 azalma oldugu bulunmustur (Savarese ve Berkowitz, 1979). STZ
diabetik sicanlarda yapilan ¢aligmalarda 3-AR aracili fonksiyonel yanitlardaki azalma
hem pB-AR ifadelenme diizeyinde hem de AS aktivitesindeki azalmayla
iliskilendirilmistir (Getzsche, 1983; Mooradian ve ark., 1988 ve Sundaresan ve ark.,
1984). Ne var ki, AS aktivitesinde azalma olmaksizin, tek basina B-AR ifadelenme
diizeyindeki azalma da B-AR aracili yanitlarda azalmaya yol agmaktadir. Bu ¢alismada
AS aktivitesi sicanlara alloksan uygulanmasindan bes giin sonra Ol¢iilmiistiir
(Ingebretsen ve ark., 1983). Bir diger calismada ise STZ diabetik siganlarda diabet

tablosunun dogrulanmasinin ardindan 2. haftada azalan B-AR ifadelenme diizeyine
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ragmen AS aktivitesi degismezken, 4. haftada AS aktivitesinde de azalma gézlenmistir
(Atkins ve ark., 1985). Tip 2 diabetik Zucker diabetic fatty (ZDF) siganlarda ise 10
haftalik diabet siiresinin ardindan hem B-AR ifadelenme diizeyinde hem de AS
aktivitesinde azalma oldugu bulunmustur (Huisamen ve ark., 2001). Bu veriler, B-AR
ifadelenme diizeyi ve AS aktivitesinde gozlenen azalmanin diabetin siiresiyle iligkili

oldugunu diistindiirmektedir.

STZ diabetik siganlarda 8 haftalik diabet siiresi sonunda Bi- ve B2-AR aracili
yanitlar degismezken, 14 haftalik diabet siiresi sonunda diabetik atriumda izoprenalin
ve noradrenalin uygulamasi sonucu maksimum kasilma yanit1 azalmistir. Bununla
birlikte kalbin fenoterole (selektif f2-AR agonist) verdigi yanit degismemistir (Dinger
ve ark., 1998). Dinger ve arkadaslarinin 14 haftalik STZ diabetik siganlardan alinan
tim kalp dokusunda B1- ve B2-AR’lerin protein diizeyinin azaldigini Bs-AR’lerin ise
arttigin1 géstermistir. Ayni ¢calismada B2-AR mRNA diizeyinde ise artis gozlenmistir.
Bu durum, diabetin B2>-AR degredasyonunda artisa veya posttranslasyonel
modifikasyonlara neden olabilecegi seklinde yorumlanmistir (Dinger ve ark., 2001).
STZ diabetik siganlarda kardiyak Bi1-AR protein miktari azalirken (Aragno ve ark.,
2012 ve Carillion ve ark., 2017) kardiyak fonksiyon tizerinde koruyucu etkisi oldugu
diisliniilen B3-AR protein miktarimin arttigi gosterilmistir (Arioglu-Inan ve ark., 2013
ve Carillion ve ark., 2017). STZ diabetik siganlarda Dinger ve arkadaslarmin 2001
yilinda yaptig1 ¢alismayla paralel olarak kalpte f1- ve B2-AR’lerin protein miktarinin
azaldigi, Bs—AR protein miktarinin ise arttigi gosterilmistir (Bidasee ve ark., 2008).
Tip 1 diabetik farelerde ise P2-AR protein miktarindaki azalmanin kardiyak

disfonksiyona neden oldugu ortaya konulmustur (Mishra ve ark., 2010).

Yiiksek yagli diyetle olusturulan tip 2 diabetik fare modelinde izoprenalin aracili
kasilma ve gevseme yanitlarinda azalmaya ragmen, B1- ve f2-AR protein diizeyinde
anlaml1 bir degisim gozlenmemistir (Fu ve ark., 2017a ve Wang ve ark., 2017). Ayni
hayvan modeli tizerinde yapilan bir diger calismada ise, STZ diabetik sicanlarda
yapilan ¢alismalarin (Arioglu-Inan ve ark., 2013; Bidasee ve ark., 2008; Carillion ve
ark., 2017 ve Dinger ve ark., 2001) aksine, kardiyak Bs-AR protein miktarinin azaldigi
gosterilmistir (Kleindienst ve ark., 2016). Tip 2 diabetik db/db farelerde de azalmis p-
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AR aracili yanita ragmen B1-AR protein miktar1 degismemistir (Daniels ve ark., 2010).
Zucker obez siganlar ile yiiksek yaglh diyet ve diisiik doz STZ ile olusturulan tip 2
diabetik siganlarda kasilma yanit1 ve kalp atim hizindaki azalma kardiyak B3-AR
protein miktarinda degisme olmaksizin, f1- ve f2-AR protein miktarindaki azalmayla
iliskili bulunmustur (Haley ve ark., 2015a ve Jiang ve ark., 2015). ZDF siganlarda kalp
atim hiz1 azalirken kalbin kasilabilirligi degismemistir. Caligmada Bi- ve p2-AR
protein miktarinin azaldigir ve Bs-AR protein miktarinin arttigi ortaya konulmustur
(Haley ve ark., 2015b).

1.3. Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi (RAAS)

RAAS, viicutta kan basincini diizenlenmesinden sorumlu temel nérohormonal
sistemdir. Bobrekte arter basincinin diismesi sonucu jukstaglomerular hiicrelerde
inaktif haldeki prorenin renine déniismektedir Renin, anjiyotensinojenin anjiyotensin
(Ang) I’e doniisiimiinii saglamaktadir. Ang-l ise anjiyotensin doniistiiriicii enzim
(ACE) araciligiyla Ang-II’ye doniismektedir Ang-1l, RAAS’nin viicuttaki asil
etkilerinden sorumlu olan molekiildiir ve etkisini anjiyotensin tip 1 reseptor (AT1R)
ile anjiyotensin tip 2 reseptorlerine (AT2R) baglanarak gostermektedir (Tamargo ve
Tamargo, 2017). Ang-II’'nin ATIR’ye baglanmasi ile vazokonstriksiyon, endotel
hasari, proinflammatuvar ve profibrotik genlerin ifadelenmesinde artis, hipertrofi ve
apoptoziste artig, sodyum (Na*) ve su tutulumu ile artmis SSS aktivitesi ve oksidatif
stres yanitlar1 ortaya ¢ikmaktadir. AT1R aracili yanitlar kardiyovaskiiler ve renal
hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir (Malek ve Gaikwad, 2017 ve Tamargo
ve Tamargo, 2017). Ang-II’'nin AT2R’ye baglanmasi ile ATIR aracili yanitlarin
aksine vazodilator, natriiiretik, antifibrotik, antiproliferatif ve antiinflammatuvar
etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Bu yanitlar dokular {izerinde koruyucu etkiye sahiptir
(Colafella ve ark., 2019). RAAS’yi hedef alan, klinikte renal ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaglar ACE inhibitérleri (ACEi),
ATIR blokerleri (ARB) ve mineralokortikoid reseptor antagonistleridir (Tamargo ve
Tamargo, 2017).
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RAAS, hipertansiyon, ateroskleroz, bobrek yetmezligi, kalp yetmezliginin yan1
sira diabet nedenli renal ve kardiyovaskiiler hastaliklarin patofizyolojisinde de 6nemli
rol oynamaktadir (Malek ve Gaikwad, 2017). Diabette hiperglisimeye bagli olarak kan
volliimiiniin azamasi, bobrek arteriyel kan basincinda diismeye neden olur ve RAAS
diisen kan basincini diizenlemek iizere aktive olur (Sivasankar ve ark., 2018). Bunun
yant sira diabette artan oksidatif stres, dolasimda ve dokularda Ang-II miktarinin
artmasina neden olur (Lim ve ark., 2004). Diabetik kalpte Ang-II reseptor yogunlugu
ve mRNA seviyesi artmistir (Boudina ve Abel, 2007). Kalp dokusunda artan Ang-I1,
insiilin rezistansin1 ve oksidatif stresi artirir, endotel disfonksiyonuna yol acar
(Sivasankar ve ark., 2018). Ang-II ayn1 zamanda reaktif oksijen iiriinlerinin artmasina
vel/veya dogrudan ATIR araciligi ile hipertrofi ve fibrozise neden olarak (Bader,
2010), diabetik kardiyomiyopatinin gelismesine ve ilerlemesine katkida

bulunmaktadir (Sivasankar ve ark., 2018).

Diabette meydana gelen kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde ve/veya
tedavisinde RAAS’yi hedef alan ilaglarin yararli etkileri yapilan c¢aligmalarla
gosterilmistir. The Heart Outcomes Prevention Evaluation (HOPE) ve The
Microalbuminuria, Cardiovascular, and Renal Outcomes (MICRO) HOPE Kklinik
caligmalar1 ramiprilin (ACEi1) diabetik bireylerde gelisen kardiyovaskiiler hastalik
riskini %25-30 oraninda, kardiyovaskiiler nedenli mortaliteyi ise %37 oraninda
azalttigin1 gostermektedir (Investigators, 2000).Ne var ki, sonraki yillarda yapilan The
Diabetes Reduction Assessment with Ramipril and Rosiglitazone Medication
(DREAM) klinik c¢alismasinda diabetik bireylerde ramiprilin  kardiyorenal
komplikasyonlar agisindan plasebo tedavisine bir istiinliigli olmadig1 ortaya

konulmustur (Gerstein ve ark., 2008b).

The Candesartan in Heart Failure—Assessment of Reduction in Mortality and
Morbidity Program (CHARM) klinik ¢alismasinda kandesartanin (ARB) diabetik
hastalarda kardiyovaskiiler hastalik gelismesinde koruyucu etkisi gosterilmistir (Yusuf
ve ark., 2005). The Valsartan Antihypertensive Long-term Use Evaluation (VALUE)
klinik ¢caligmasinda valsartan (ARB) tedavili grupta, yeni baslangig¢li diabet tablosunun

%23 oraninda daha az goriilmesi valsartanin glukoz metabolizmasi iizerinde olumlu
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etkisi oldugunu gostermektedir (Julius ve ark., 2004). Kardiyovaskiiler hastalik
Oykiisli bulunmayan tip 2 diabetik hastalarda ramipril (ACEi) ve telmisartan (ARB)
tedavilerinin benzer oranda sol ventrikiil diyastolik fonskiyonunda iyilesmeye yol

act1g1 bildirilmistir (Symeonides ve ark., 2007).

Klinik ¢aligmalarin yani1 sira RAAS’yi hedef alan ilaglarin diabetik kalpteki
etkilerini ve etki mekanizmalarini inceleyen preklinik ¢alismalar da bulunmaktadir.
Spontan diabetik BB si¢anlarda, kaptopril (ACEi) tedavisi miyokardiyal perfiizyonu
iyilestirerek kalp tizerinde koruyucu etki gostermistir (Résen ve ark., 1995). Tip 1
diabetik sican modelinde ise enalapril (ACEi), losartan (ARB) ve kandesartanin
(ARB) kardiyak fonksiyon tizerindeki koruyucu etkileri Ca™ homeostazini
iyilestirmeleri ile iliskili bulunmustur (Liu ve ark., 2006 ve Yaras ve ark., 2007). Hem
tip 2 hem de tip 1 diabetik sican modellerinde ise irbesartan (ARB) ile valsartanin
(ARB) ER streste azalmaya neden olarak kardiyak remodelingi azalttig1 ve kardiyak

fonksiyonu iyilestirdikleri ortaya konulmustur (Liu ve ark., 2015 ve Wu ve ark., 2011).

1.4. Natriiiretik Peptidler

Kalp yetmezligi patofizyolojisinde, SSS ve RAAS nin yan1 sira NP sistemi de
onemli rol oynamaktadir. Kalp yetmezliginin erken doneminde kompensatuvar rol
oynayan SSS ve RAAS aktivasyonu ilerleyen siirecte hastaligin kotiilesmesine neden
olurken, NP sistemi aktivasyonu kalp yetmezligi patofizyolojisini olumlu yonde
etkilemektedir (Volpe ve ark., 2016). NP’ler atrial natritiretik peptid (ANP), B-tipi
natritiretik peptid (BNP), C-tipi natriliretik peptid (CNP), dendroaspis natriiiretik
peptid (DNP) ve iirodilatin olmak {izere bes alt tipi bulunan nérohormonlardir (Fu ve
ark., 2018). Kardiyovaskiiler hastaliklarin homeostazinda rol oynayan natriiiretik
peptidler ise ANP, BNP ve CNP’dir (Daniels ve Maisel, 2007). ANP ve BNP normal
fizyolojik kosullarda atriumda depolanmis halde bulunurken (Potter ve ark., 2006),
kalpte voliim artisina bagl olarak ANP ve BNP sirasiyla atrium ve ventrikildeki
kardiyomiyositlerde sentezlenir (Singh ve ark., 2017). CNP ise yogunlukla beyinde

sentezlenmekte, kondrosit ve endotel hiicrelerde de yiiksek konsantrasyonda
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bulunmakla birlikte (Volpe ve ark., 2016) kalp dokusunda da sentezlenmektedir
(Daniels ve Maisel, 2007). ANP ve BNP etkilerini natriliretik peptid reseptér (NPR)-
A’ya baglanarak gosterirken; CNP etkilerini NPR-B tizerinden gosterir (Singh ve ark.,
2017).

Kalp yetmezliginde asir1 voliim artisina bagli olarak hem atrium hem de
ventrikiilde BNP mRNA ifadelenmesi uyarilir ve dolasimdaki BNP miktar1 artar
(Luchner ve ark., 1998). Hem ANP hem de BNP, NPR-A’ya baglandiginda GS aktive
olur ve ikincil ulak cGMP miktar1 artar. cGMP ise PKG araciligiyla damar, kalp ve
bobrek gibi hedef organlarda gesitli alt yolaklari aktive ederek (Singh ve ark., 2017),
vazodilatasyon, diiirez, natriiirez ve RAAS’de inhibisyon olusturur, boylece kalbin
hem o6n yiikk (afterload) hem de ard yiikiinde (preload) azalmaya neden olur
(Nakagawa ve ark., 1995 ve Volpe ve ark., 2016). Bunun yani sira NP’ler, NPR-A
araciligiyla kardiyak remodelingde azalmaya neden olurlar ve antiiskemik,
antiproliferatif, antimitojenik, pozitif lusitropik etkilere de aracilik ederler (Chen, 2007
ve Singh ve ark., 2017) (Sekil 1.5). Kardiyovaskiiler hastaliklarin patofizyolojisinde
rol oynayan natritiretik peptidler (ANP, BNP ve CNP) dolasimdan NPR-C ve NEP
enzimi araciligiyla degrede olarak uzaklastirilirlar (Chen, 2007).

Kalp yetmezliginde kompensatuvar mekanizma olarak dolasimda artan BNP
seviyesi, hastaligin tanisinda kullanilan bir laboratuvar bulgusudur (Doust ve ark.,
2006). Her ne kadar hastaligin akut doneminde dolasimda BNP miktar artig gosterse
de kalp yetmezlikli hastalarda uzun dénemde dolasimda BNP’nin aktif formunda
eksiklik ve/veya BNP nin etkilerine direng gelismesi ortaya ¢ikmaktadir (Chen, 2007).
Kalp yetmezliginde voliim ve/veya basing artisina bagl olarak artan duvar stresi
sonucunda, ventrikiillerde pre-proBNP sentezlenmesi uyarilir. pre-proBNP’den
oncelikle proBNP1.108 peptidi olusur, sonrasinda bu peptid aktif form olan BNP1.3; ile
inaktif form olan amino terminal fragmana (NT-proBNP) pargalanir (Daniels ve
Maisel, 2007). NT-proBNP’nin yarilanma 6mrii 1-2 saat iken BNP’nin yarilanma
omrii 20 dk’dir. Bu durum 1:1 oraninda salgilanmalarina ragmen dolagimda NT-
proBNP’nin daha yiiksek konsantrasyonda bulunmasina ve BNP’ye oranla dolasim

konsantrasyonunda daha az dalgalanma gozlenmesine yol agmaktadir (Daniels ve

19



Maisel, 2007). Bunun yani sira BNP’nin aksine NT-proBNP, NPR-C ve NEP
enziminin substrati degildir, bobrekler araciligiyla viicuttan uzaklastirilir (Vickery ve
ark., 2005). Bu noktalardan hareketle, kalp yetmezliginin tanisinda ve kullanilan
ilaglarin etkinliginin takip edilmesinde BNP seviyesi yerine NT-proBNP seviyesinin

6l¢iilmesi daha mantikli goriinmektedir (Daniels ve Maisel, 2007).

NP’lerin kalp {izerindeki koruyucu etkileri ve kalp yetmezIliginin ileri
asamalarinda dolasimda NP seviyesinin azaldig1 diisiintildiiglinde, kalp yetmezliginde
NP seviyesini artiran tedavi yaklagimlarinin uygulanmasi akla yatkindir. Bu durum
ekzojen NP’lerin uygulanmasi ve/veya NP’lerin yikiminin engellenmesi fikrini
dogurmustur (Mangiafico ve ark., 2013). Bu amagla 6ncelikli olarak BNP analogu
nesiritid (rekombinant insan BNP) kardiyovaskiiler hastaligi bulunan bireylerde tedavi
amactyla kullanilmis fakat uzun dénemde kalp yetmezligine bagl hastaneye yatis ve
oliim oraninda iyilesmeye neden olmadigi gézlenmistir (O'Connor ve ark., 2011).
Bununla birlikte nesiritidin kisa yarilanma 6mriine sahip olmasi ve intravendz yoldan
uygulanmasi (Kang ve Banerjee, 2017), arastirmacilart NP’lerin yikiminin azaltilarak
dolagimdaki miktarlarinin artirilmasina yonelik tedavi yaklagimlari gelistirmeye

yonlendirmistir (Malek ve Gaikwad, 2017).
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Sekil 1.5. Natritiretik peptidlerin etki mekanizmalari, etkileri ve metabolizmalar1
(Singh ve ark., 2017 ve Volpe ve ark., 2016)

1.5. Neprilisin (NEP) Enzimi

NEP enzimi, ¢inko metalloproteinaz enzim ailesinin prototipidir (Turner ve ark.,
2002). Memelilerde NEP enziminin fizyolojik rolii ilk defa beyinde tanimlanmis
olmakla birlikte, NEP enzimi en yiiksek oranda bobreklerde ve diger birgok dokuda
bulunmaktadir (Turner ve ark., 2001). NEP enzimi, kardiyovaskiiler sistem, sinir
sistemi ve immiin sistemde diizenleyici rol oynayan NP’ler, bradikinin,
adrenomedullin, opioidler, tasikininler, bradikinin, endotelin I, Ang-1, Ang-I1, amiloid
B peptid, gastrin ve P maddesinin de iginde bulundugu bir¢ok peptidin
metabolizmasinda gorev alir (McMurray ve ark., 2014; Turner ve ark., 2001 ve Turner
ve ark., 2002).

NEP enziminin vazodilator etkili NP’lerin yikimindan sorumlu olmasi, enzimin

inhibisyonunu saglayan tedavi yaklasimlarinin kardiyovaskiiler hastaliklarin
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tedavisinde yararli etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir. Ne var ki, bu amagcla
kullanilan ilk NEP enzim inhibitorii kandoksatril ile yapilan ¢alismalarin bir kismida
NP’lerin dolasim konsantrasyonunun artmasi sonucunda natriiirez ve diiirez
olusumuna bagli olarak ila¢ kan basimncimi diisiirse de, calismalarin biiyliik bir
cogunlugunda hipertansif veya kalp yetmezlikli hastalarda bu etkiler gosterilememis
ve ilag piyasadan g¢ekilmistir (McDowell ve Nicholls, 2000). NEP enzimi NP’lerin
yani sira vazokonstriktor 6zellik gosteren peptidlerin (Ang-1, Ang-11 ve endotelin-I)
yikimindan da sorumludur ve enzim inhibisyonu ile bu peptidlerin de dolasimdaki
konsantrayonlar1 artmaktadir. Tek basina NEP enzim inhibisyonunun hem
vazodilatasyona hem de vazokonstriikksiyona yol agmasi tedavide NEP enzim
inhibisyonu yapan ilaclarla RAAS iizerinde inhibitdr 6zellik gosteren ilaglarin

kombine olarak kullanilmas: fikrini giindeme getirmistir (Kang ve Banerjee, 2017).

Hem NEP enzimini hem de ACE’yi ayn1 anda inhibe eden ajanlara vazopeptidaz
inhibitorleri denilmektedir. Klinik etkinligi izerinde en fazla ¢alisma yapilmis olan
vazopeptidaz inhibitérii omapatrilat isimli molekiildiir (Weber, 2001). Omapatrilat,
hipertansiyon ve kalp yetmezligi tedavisinde kullanilmak {izere gelistirilmistir.
Bilesik, hem NP, bradikinin, adrenomedullin gibi vazodilator peptidlerin yikimini
onlemekte hem de Ang-II olusumunu engelleyerek etki gostermektedir (Kostis ve ark.,
2004). Omapatrilat ile tedavi edilen hipertansif hastalarda hem sistolik hem de
diyastolik kan basincinin, tek basina ACEi kullanilan hastalara oranla daha ¢ok
diistiigii gosterilmistir (Campese ve ark., 2001). Omapatrilatin kalp yetmezligi
tedavisinde hastaligin seyrini iyilestirilmesi ve 6liim oranini diisiirmesi agisindan tek
basina ACEi tedavisinden daha avantajli olabilecegi ortaya konulmustur (Rouleau ve
ark., 2000). Daha genis 6lgekli The Omapatrilat Versus Enalapril Randomized Trial
of Utility in Reducing Events (OVERTURE) klinik ¢alismasinda ise kalp yetmezlikli
hastalarda omapatrilat hastaneye yatis ve 6liim oranini azaltmasina ragmen tek basina
ACEi tedavisinden daha tistiin bulunmamistir (Packer ve ark., 2002). Yapilan klinik
calismalarda omapatrilat ile tedavi edilen hastalarda, tek basina ACEi tedavisi
uygulanan hastalara oranla daha fazla anjiyoddem gelistigi gézlenmistir (Kostis ve
ark., 2004 ve Packer ve ark., 2002). Bu durum, NEP enzimi ve ACE’nin es zamanl

inhibisyonu sonucunda bradikinin ve P maddesinin asir1 miktarda artmasinin yani sira
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NEP enziminin substrati olan aminopeptidaz P’nin de miktarinin artmasindan
kaynaklanmaktadir (Singh ve ark., 2017). Vazopeptidaz inhibitorlerinin yan etkileri
neprilisinin inhibitérlerinin (NEPi) RAAS’yi inhibe eden fakat anjiyoodem riskini
artirmayan ARB’ler ile kombine edilmesi fikrinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur

(Gu ve ark., 2010).

Simdiye kadar NEP enziminin ve bu enzimi inhibe eden ilaglarin daha ¢ok
kardiyovaskiiler sistem {izerindeki etkileri tizerinde durulmustur. NEP enziminin
adipositlerde de ifadelenmesi, arastirmacilar1 metabolik hastaliklar ile bu enzimin
aktivitesi arasindaki iligkiyi arastirmaya yonlendirmistir. Obezite ve azalmis insiilin
duyarliligimin hem plazmada hem de adipositlerde artan NEP enzim miktari ile iligkili
oldugu gosterilmistir (Standeven ve ark., 2011). Bununla birlikte NEP enzim
inhibisyonun, obezite ve diabette B hiicre fonksiyonunu, glukoz metabolizmasini ve
insiilin duyarliligini iyilestirdigi ortaya konulmustur (Arbin ve ark., 2003; Jordan ve
ark., 2017; Seferovic ve ark., 2017 ve Wu ve ark., 2010). NEP geni ¢ikarilmis ve
yiiksek yagli diyetle beslenmis farelerde ise pankreas B hiicre miktarinda artis oldugu
gosterilmistir (Parilla ve ark., 2018). Tim bu veriler, NEPi’lerin obezite ve diabet
tedavisinde etkili bir tedavi segenegi olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla
birlikte, NEPi’lerin tek basina ve/veya ACEi ile kombinasyonunun yan etkileri
diistintildiigiinde, tedavide ARB grubu ilaglarla kombinasyonlar1 kullanilmalidir
(Esser ve Zraika, 2019).

1.6. LCZ696 (Valsartan/sakubitril): Kalp Yetmezliginde Yeni Tedavi Yaklagimi

Kalp yetmezligi patofizyolojisinde, SSS ve RAAS aktive olarak, hastaligin
erken doneminde kompensatuvar mekanizma ile dolasim homeostazini saglayip
olumlu etkiler gosterse de her iki sistemin uzun siireli aktivasyonu prognozu
kotiilestirmektedir. Bu nedenle SSS’yi inhibe eden ilaglar (p blokerler) ve RAAS’yi
inhibe eden ilaglar (ACEi ve ARB) kalp yetmezliginde kullanilan klasik tedavi
yaklasimlaridir. Bunun yani sira son yillarda, vazodilator, natritiretik ve diiiretik etki

gosteren NP’lerin kalp yetmezligi tedavisinde kullanilmasi giindeme gelmistir (Volpe
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ve ark., 2016). NP’lerin viicuttaki miktarini artiran ekzojen NP uygulamasi (O'Connor
ve ark., 2011), N’Plerin yikimini 6nleyen NEP enziminin tek basina (McDowell ve
Nicholls, 2000) veya ACE enzimi ile eszamanli olarak inhibe edilmesine (Kostis ve
ark., 2004 ve Packer ve ark., 2002) yonelik tedavi yaklasimlarinin klinik ¢alismalar
sonucunda neden olduklari yan etkiler sebebiyle kalp yetmezligi tedavisinde
kullanimlar1 uygun bulunmamigtir. Bu veriler, ARB ve NEPi kombinasyonu
anjiyotensin reseptor blokeri-neprilisin inhibitérii (ARNi) grubu ilaglarin kalp
yetmezligi tedavisinde yan etkisi daha az ve etkinligi daha yiiksek bir tedavi segenegi

olabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir.

Valsartan/sakubitril kombinasyonu LCZ696, ARNi ilag grubunun ilk tiyesidir
(Vardeny ve ark., 2013). LCZ696, 2015 yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan diisiik ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi (HFrEF) tedavisinde
kullanilmak iizere onaylanmistir (FDA, 4/5/2020). LCZ696, valsartan ile sakubitrilin
1:1 kombinasyonudur. Sakubitril diger adiyla AHU377 bir 6n ilagtir ve oral yolla
alimasini takiben enzimatik reaksiyon sonucu bilesigin aktif formu olan LBQ657’ye
dontisiir (Vardeny ve ark., 2014). Valsartan kalp tizerindeki olumlu etkilerini AT1R’yi
bloke ederek, LBQ657 ise NEP enzimini inhibe ederek gostermektedir (Mangiafico
ve ark., 2013) (Sekil 1.6). Biyoyararlamin ¢alismalar1 valsartan maruziyeti agisindan
giinde 2 defa uygulanan 200 mg LCZ696 (97 mg/ 103 mg sakubitril/valsartan) ile
glinde 2 defa uygulanan 160 mg valsartanin birbirine esdeger oldugunu gostermistir
(Gu ve ark., 2010).

Kardiyovaskiiler sistem homeostazinda gérev alan NP’lerin NEP enziminin
substrat1 olduklar1 bilinmekle birlikte, NEP enziminin sadece BNP metabolizmasi
tizerinde direkt etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Semenov, 6/6/2020). BNP, NEP
enziminin substrati iken NT-proBNP bu enzim araciligiyla metabolize
edilmemektedir. Bu nedenle kalp yetmezliginde LCZ696’nin etkinligi
degerlendirilirken NT-proBNP seviyesinin 6l¢iilmesi onerilmektedir (Singh ve ark.,
2017). Ne var ki, yapilan klinik ¢alismalarda LCZ696 tedavisi uygulanan hastalarda
NT-proBNP seviyesinin diistiigii bildirilmistir (Jhund ve ark., 2014 ve Packer ve ark.,
2015). Bunun nedeni LCZ696’nin NEP enzimi {iizerindeki inhibitor etkisinin,
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hastaligin farkli tiplerinde ve farkli asamalarinda degisiklik géstermesi ve dolagimda
artan BNP seviyesinin proBNP yapimini azaltmasi ve buna bagli olarak NT-proBNP

seviyesinin azalmasi olabilir (Semenov, 2015).

AT1 Reseptorii

X

Valsartan

- §8
LCZ696 ?

Sacubitril (AHU377)

LBQ657 -i_(—}
&

Neprilisin Enzimi

Sekil 1.6. LCZ696’nin molekiil yapist ve etki yerleri
(Vardeny ve ark., 2014).

Prospective Comparison of ARNI with ACEI to Determine Impact on Global
Mortality ve Morbidity in Heart Failure (PARADIGM-HF) klinik g¢aligmasinda
HFrEF’li hastalarda LCZ696 ve enalapril tedavileri karsilastirilmistir. LCZ696
hastaliga bagli hastaneye yatis oranini enalaprilden %21 daha fazla azaltmustir.
Bununla birlikte, LCZ696 tedavisi alan hastalarda kardiyovaskiiler nedenlere bagh
Olim orant %20, tiim nedenlere bagl 6lim orani ise %16 daha az gdzlenmistir
(McMurray ve ark., 2014). Prospective comparison of ARNI with ARB on Management
of Heart Failure with Preserved Ejection Fraction (PARAMOUNT) klinik
caligmasinda ise ejeksiyon fraksiyonu korunmus kalp yetmezlikli hastalarda (HFpEF)
LCZ696’nin etkinligi bilesigin igerigindeki valsartanla karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. LCZ696’nin hastaligin karakteristik bulgusu olan biiyiimiis sol
atrium boyutunda daha fazla azalmaya neden olarak remodelingi tersine cevirdigi

gosterilmistir. LCZ696 sistolik/ diyastolik kan basinda 9,3/ 4,9 mmHg azalmaya yol
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acarken bu oran tek bagina valsartan kullanan hastalarda 2,9/ 2,1 mmHg’dir (Solomon
ve ark., 2012).

Hipertansif SHR si¢anlarda olusturulan kalp yetmezligi modelinde LCZ696 (68
mg/kQg) tedavisinin kalp tizerindeki koruyucu ve vaskiiler fonksiyonu iyilestirici etkisi
tek bagina valsartan (31 mg/kg)’dan daha iistiin bulunmustur. LCZ696 nin bu olumlu
etkilerini miyokardiyal NO biyoyararlanimini artirarak ortaya koydugu gosterilmistir
(Trivedi ve ark., 2018). SHR si¢anlarda yapilan bir diger ¢alismada LCZ696 nin diisiik
veya yiiksek tuz diyetinden bagimsiz olarak kan basmcim diisiiriicii etkisinin tek
bagina valsartandan daha fazla oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte LCZ696 (60
mg/kg), kan basincini daha etkili bir sekilde diigiirmesine paralel olarak, yiiksek tuz
diyeti alan si¢anlarda koroner arter remodelingini, kardiyak hipertrofiyi, inflamasyonu
ve vaskiiler endotelyal disfonksiyonu tek basina valsartan (30 mg/kg)’dan daha ¢ok
iyilestirmistir (Kusaka ve ark., 2015). Miyokard infarktiisii (MI) modeli olusturulan
siganlarda, MI’dan bir hafta sonra, dort hafta boyunca LCZ696 (68 mg/kg) tedavisi
uygulanmistir. LCZ696 tedavisinin Kardiyak hipertrofi ve fibrozisi azaltarak MI
sonrast gelisen kardiyak sol ventrikiil disfonksiyonunu ve remodelingi iyilestirdigi
gosterilmistir (von Lueder ve ark., 2015). Bununla birlikte tek bagina NEPi (AHU377
veya LBQ657) ve ARB (valsartan) tedavileri ile ARNi (valsartan+LBQ657)
tedavisinin, Ang-ll stimiilasyonu ile olusturulan hipertrofi iizerine karsilastirmali
etkileri neonatal miyosit ve fibroblast hiicrelerinde incelenmistir. NEPi’nin 6n ilag
formu olan AHU377 kardiyak hipertrofi ve fibrozis ilizerinde herhangi bir etki
gostermezken, ilacin aktif formu LBQG657 fibrozisi etkilemeksizin hipertrofiyi inhibe
etmistir. Tek basina valsartan hem hipertrofi hem de fibrozisi inhibe ederken ilacin
LBQ657 ile kombine olarak uygulanmasi inhibe edici etkisini artirmistir. Bu veriler,
LCZ696’nin kardiyak hipertrofi ve fibrozis tizerindeki olumlu etkisinin tek bagina
NEPi veya ARB’den daha fazla oldugunu ortaya koymaktadir (von Lueder ve ark.,
2015). Bagka bir calismada ise izoprenalin uygulamasiyla olusturulan kardiyak
hipertrofi ve diyastolik disfonksiyon modelinde yedi giinliik LCZ696 (60 mg/kg) ve
valsartan (30 mg/kg) tedavilerinin hipertrofi {izerinde etkileri gozlenmezken, sadece
LCZ696 fibrozisi inhibe etmistir (Miyoshi ve ark., 2019). Subtotal nefrektomili
sicanlarda sekiz haftalik LCZ696 (30 mg/kg) ve valsartan (15 mg/kg) tedavilerinin
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artan sol ventrikiil agirhigi, kardiyak fibrozis ve azalan fraksiyonel kisalma (FS)
tizerine olumlu etkileri gozlenmemistir. Calismada 1ilaglarin  kardiyoprotektif
etkilerinin gozlemlenmemesi, her iki ilacin da patentlerine sahip firma tarafindan
belirlenen siganlarda etkili dozundan (LCZ696: 68 mg/kg; Valsartan: 31 mg/kg) daha
az miktarda kullanilmasina baglanmigtir (Ushijima ve ark., 2017).

PARADIGM-HF klinik ¢alismasinda, HbAlc > % 6,5 ve diabet hastasi olan
HFrEF’li bireylerde, LCZ696 tedavisi HbA ¢ seviyesinde saglanan diisiis % 0,26 iken
enalapril tedavisi alan bireylerde bu oran % 0,16’dir. Bununla birlikte LCZ696
tedavisi alan bireylerde ilk defa insiilin veya oral antidiabetik ilaglara baslama orani
da enalapril tedavisi alan bireylere gore daha diisiiktiir. Bu durum, LCZ696’nin
glisemik kontrolii saglamak agisindan tek basina enalaprilden daha iistiin oldugunu
gostermektedir (Seferovic ve ark., 2017). Ayni galismada, HbAlc seviyesi ve glisemik
durumdan bagimsiz olarak LCZ696 tedavisi alan hastalarda hiperkalemi ve renal
fonksiyon bozuklugu daha az goriilmiistiir (Kristensen ve ark., 2016) Obez hipertansif
bireylerde, LCZ696 tedavisinin glukoz ve lipit metabolizmasi tizerinde amlodipin
tedavisinden daha olumlu etkileri oldugu kanitlanmistir (Jordan ve ark., 2017). DPP-4
enziminin yani sira NEP enzimi de endojen GLP-1 ve ekzojen GLP-1 analoglarinin
yikiminda rol oynamaktadir. LCZ696’nin glisemik kontrolii GLP-1 reseptor

sinyalizasyonunu artirmasindan kaynaklandigi da diisiiniilmektedir (Packer, 2018).

HFrEF’li diabetik farelerde LCZ696’nin kalp {izerindeki etkisi ilacin
bilesenlerinden biri olan Valsartanla karsilastirnlmistir. LCZ696, TGF-f mRNA
ifadelenmesini baskilayarak fibrozi valsartan tedavisine oranla daha ¢ok azaltmis ve
kardiyak fonksiyonu iyilestirmistir. Ilacin kalp {iizerinde bu olumlu etkilerinin
bilesiminde bulunan ARB’den c¢ok NEP enzim inhibisyonu ile ilgili oldugu
bildirilmistir. Bununla birlikte LCZ696 nin, NP miktarinda neden oldugu artigin ilacin
kalp tlizerinde antihipertrofik etkisine aracilik ettigi gosterilmistir (Suematsu ve ark.,
2016). ARNIi ila¢ grubunun bir diger {iyesi olan irbesartan/tiorfan, diabet olusturulan
TGR(MRRN2)27 (Ang-II bagimli hipertansyon modeli) sigcanlarda kan basincini
igerigindeki irbesartanla ayni oranda diisiirmiistiir. Bununla birlikte ARNi tedavisi,

kan basinci iizerindeki etkisinden bagimsiz olarak, kalp agirligini, proteiniiriyi ve
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glomerulosklerozisi azaltmasi agisindan tek basina ARB tedavisinden daha {istiin
bulunmustur. Elde edilen veriler, diabete bagli mikrovaskiiler komplikasyonlar
tizerine ARNi grubu ilaglarin ARB grubu ilaglardan daha faydali olabilecegini
diistindiirmektedir (Roksnoer ve ark., 2016). LCZ696 nin diabetik kalpteki etkileri
hem diabetik fare modelinde hem de yiiksek glukoza maruz birakilan H9c2
kardiyomyoblast hiicre hattinda incelenmistir. LCZ696 nin kardiyak inflamasyonu,
oksidatif stresi ve apoptozisi azaltarak diabetik kardiyomiyopatiyi iyilestirdigi
gosterilmistir  (Ge ve ark.,, 2019). ARNi ilag grubunun bir bagka iiyesi
telmisartan/tiorfanla yapilan ¢alismada ise Ge ve arkadaslarinin ¢aligmasina benzer
sekilde, ilacin diabetik kardiyomiyopati lizerindeki olumlu etkilerini inflamatuvar,
profibrotik ve apoptotik yolaklari inhibe ederek gosterdigi ortaya konulmustur (Malek
ve Gaikwad, 2019). ARNi grubu ilaglarin diabetik kalpteki olumlu etkilerinin yani sira,
diabetik retinopati (Prasad ve ark., 2016), diabetik periferal norapati (Davidson ve ark.,
2018) ve diabetik nefropati (Habibi ve ark., 2019) iizerinde tek basmma ARB
kullanimina kiyasla daha etkili oldugunu gdsteren hayvan c¢aligmalart da

bulunmaktadir.

LCZ696 ve ARNI grubu diger ilaclarin sayilan olumlu etkilerinin yani sira, NEP
enziminin birgok peptidin metabolizmasinda rol oynamasi ila¢ kullanimina bagh
meydana gelebilecek yan etki endisesini artirmaktadir (Malek ve Gaikwad, 2017).
Alzheimer hastaligmin patogenezi kompleks olmakla birlikte beyinde p-amiloid
peptid miktarinda artis en 6nemli belirtectir. NEP enzimi, ACE ve insiilin degrade
edici enzim beyinde B-amiloid peptid klirensinden sorumlu enzimlerdir. Alzheimer
hastalarinda NEP geni ifadelenmesinin diisiik oldugu ve NEP geni ¢ikarilmis deney
hayvanlarinda alzheimer tablosunun gozlendigi bilinmektedir (Tyler ve Teerlink,
2017). Bu nedenle NEPi ilaglarin kullanilmasi f-amiloid peptid degredasyonunda
azalmaya ve beyinde bu peptidin birikiminde artisa neden olmaktadir (Marr ve ark.,
2004). Diabetik bireylerin  alzheimer hastaligina daha yatkin olduklari
diistintildiigiinde (Baglietto-Vargas ve ark., 2016) ARNi grubu ilaglarin diabette en
cok korkulan yan etkileri alzheimer riskinde artisa neden olmalaridir. PARADIGM-
HF c¢alismasindan elde edilen verilerde LCZ696 kullanimina bagli demans ve bilissel
fonksiyonlarda azalmaya dair bir veri elde edilmemekle birlikte (Cannon ve ark.,
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2017), ilacin uzun donemde biligsel fonksiyon {izerine etkilerinin incelendigi klinik
calisma sonuglarinin 2022 yilinda agiklanmasi beklenmektedir (Singh ve ark., 2017).
Her ne kadar LCZ696 ve diger ARNi grubu ilaglarin diabetik kalp ve bobrek
fonksiyonu {izerine olumlu etkileri yapilan preklinik ve klinik ¢aligmalarda gosterilse
de, bu ilaglarin diabetteki etkinligi ve giivenlilirgini degerlendirmek amaciyla daha gok
hasta bireyden olusan genis gruplarda klinik ¢alismalarin yiiriitiilmesi gerekmektedir

(Malek ve Gaikwad, 2017).

Diabete bagli en oOnemli morbidite ve mortalite nedeni kardiyovaskiiler
komplikasyonlardir (Einarson ve ark., 2018). ileri asamada kalp yetmezligine yol acan
diabetik kardiyomiyopatinin Onlenmesinde ve/veya tedavisinde etkili olabilecek
ilaglarin gelistirilmesi biiyiikk onem tasimaktadir. RAAS’yi hedef alan ilaglarin diabete
bagli kardiyovaskiiler hastaliklarda olumlu etkilerini gdsteren birgok c¢alisma
bulunmaktadir (Kenny ve Abel, 2019). Kalp yetmezliginde kompensatuvar
mekanizma olarak NP diizeyi de artmaktadir. NP’ler vazodilator, antifibrotik ve
antihipertrofik etkilere aracilik etmektedir. NP’lerin yikimindan sorumlu olan NEP
enziminin inhibe edilmesi, NP miktarinda artisa bagh olarak kalp {izerindeki olumlu
etkilerinin yami sira, glukoz metabolizmasini da iyilestirmektedir. Bu durum
NEPi’lerin kardiyovaskiiler hastaliklarin yaninda diabet ve obezite gibi metabolik
hastaliklarin tedavisinde etkili bir segenek olabilecegini diisiindiirmektedir (Esser ve
Zraika, 2019). Valsartan/sakubitril diger adiyla LCZ696, bir ARB olan valsartanla bir
NEPi olan sakubitrilin 1:1 kombinasyonudur. Hem NEPi’lerin hem de ARB’lerin
kalpte ve diabetteki olumlu etkileri diisiiniildiigiinde LCZ696’nin diabete bagh gelisen
kardiyomiyopatinin tedavisinde kullanilmasi akla yatkin goériinmektedir. Diabetik
kalpte kasilma ve gevseme yanitlarinin bozuldugu bilinmektedir ve su ana kadar ilacin
diabetik kalpteki kasilma yanitlar1 iizerine etkisini inceleyen bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Tiim bu bilgiler 15181nda, tez ¢alismasi kapsaminda diabetik kalpte
degisen beta adrenerjik yanitverirlik {izerine valsartan/sakubitril kombinasyonu

LCZ696 nin valsartanla karsilastirilmali olarak degerlendirilmesi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1 Kullanilan Geregler

2.1.1. Cihazlar

%95 oksijen ve %5 karbondioksit iceren gaz karisim tiipii (Kargaz, TURKIYE)
3.0 ipek cerrahi iplik (Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi, TURKIYE)
Accu-Chek glukometre ve stikleri (Roche, ALMANYA)

Anestezi kafesi (MAY, Commat Ltd., Ankara, TURKIYE)

Arietta V60 ultrasound kardiyovaskiiler sistem (Hitachi Healtcare Inc.,)
Basing-Hacim (PV) Loop kateteri (Millar Instruments, Houston, ABD)
Basing-Hacim (PV) Loop data analiz sistemi (SciSense, Kanada)

Buz makinas1 (Hosizaki Ice Maker, JAPONYA)

Buzdolaplar1 (+4°C, -20°C, Vestel, TURKIYE)

Cerrahi makas ve pensler (INOX, ALMANYA)

Calkalayic1 (IKA®-WERKE, Type OS 10K, ALMANYA)

Calkalayic1 (MRC, KDS 3016, RC)

Cesitli cam ve plastik malzemeler (Standart 6zellikte)

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler (Eppendorf, ALMANYA; Alfagen, TURKIYE)
Derin dondurucu (-80°C) (Niive, DF 490, TURKIYE)

Eldiven (Nitril)

Elektroforez tanki (Bio-Rad, ABD)

Ependorff tiipler (Isolab, ALMANYA)

Etiiv (Blue Pard, PHO50A, CIN)

Film basma kaseti (Amersham, INGILTERE)

Gavaj Kandilii

Gii¢ kaynagi (PowerPac Basic (300V,400mA,75W), Bio-Rad, ABD)
Hassas terazi (Scaltec, SBA 31, ALMANYA; Kern ABJ, ALMANYA)
Havan ve havan eli (porselen)

ISO150-C Gii¢ Kaynagi (Commat, TURKIYE)
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Kaba terazi (Scaltec, SBA 61, ALMANYA)

Kuru Isitict (Major Science, ABD)

Langendorff Kalp Sistemi (Commat, TURKIYE)

Langendorff Sistemi I¢in Masterflex L/S Peristaltik Pompa (ABD)
Manyetik Karistirict (Isolab, ALMANYA)

Manyetik karistirici (Isiticili) (Heidolph, Schwabach, ALMANYA)
Mikro plaka (96 kuyucuklu)

Mikroplaka okuyucu (Moleculer Devices, SpektraMAX® 190, USA)
Operasyon Masasi (Harvard Instrument, ABD)

Otoklav (ALP, Japonya)

Parafilm (Bemis Company, Inc., ABD)

pH metre (Mettler Toledo MP220; ISVICRE; Isolab, ALMANYA)
Photonic PL2000 Soguk Isik Kaynag:

Pipet uclar1 (Isolab, ALMANYA)

Rontgen filmi (Medical X-ray blue/MXBE film) (Carestream, ABD)
S31 (9-2 MHz) fazli pediyatrik transducer (Hitachi Healtcare Inc.,)
Santrifiij (Hettich, EBA 12, Tuttlingen ALMANYA)

Santrifiij (Sogutmali) (Hettich, Micro 200R, Tuttlingen, ALMANYA)
Santrifiij (Sogutmali) (Hettich, Rotina 35R, Tuttlingen, ALMANYA)
Santrifiij (Quick) (HERMLE, Z 160 M, Wehingen, ALMANYA)
Sonikatér (BANDELIN Sonoplus, HD 2200, Berlin, ALMANYA)
Stvi Azot Tanki (Kargaz, TURKIYE)

Sirkiilatérlii Su Banyosu (Commat, TURKIYE)

Solunum Anestezi Cihazi (Harvard Apparatus, ABD)

Steiert Tipi Yatay Siiperfiizyon Sistemi (Hugo Sachs, ALMANYA)
Steiert Tipi Yatay Siiperfiizyon Sistemi I¢in Sicaklik Kontrol Cihazi(Hugo Sachs,
ALMANYA)

Stimiilator (Grass S44, ABD)

TS410 Akimolger (Transonic, ABD)

Transducer Amplifier (MAY, BA-97, Commat Ltd., Ankara, TR)
Transfer seti (Bio-Rad, ABD)

Vakumlu siizme seti (Erlen, vakum basligi, siizme haznesi, siizme seti kiskaci)
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Vakumlu Siizme Cihaz1 (Velp Scientifica, ITALYA)

Veri Kayit ve Analiz Sistemi (MP35 Data Acquisition System, Biopac-System Inc,
ABD)

Veri Kayit ve Analiz Sistemi (MP100 Data Acquisition System, Biopac-System Inc,
ABD)

Vortex (Velp Scientifica, ITALYA)

Yatay Siiperfiizyon Sistemi I¢in Peristaltik Pompa (Ismatec, ALMANYA)

2.1.2. Kimyasal Malzemeler

Akrilamid/Bis Soliisyonu (%30, 29:1) (Bio-Rad, ABD)

Amonyum persiilfat (APS) (Bio-Rad, ABD)

Antikor (primer) (GAPDH (14C10), CST2118S, Cell signaling, ABD)
Antikor (primer) (PLN, CST8495, Cell signaling, ABD)

Antikor (primer) (p-PLN (PLNs"16"17) 'CST8496, Cell signaling, ABD)
Antikor (primer) (SERCAZ2a, CST4388, Cell signaling, ABD)
Antikor (sekonder) (Antirabbit, CST7074, Cell signaling, ABD)
Artirilmig kemiliiminesans (ECL) soliisyonu (Clarity, Bio-Rad, ABD)
Bikinkoninik asit (BCA) protein miktar tayini kiti (Thermo Scientific, Pierce™, ABD)
Bovine serum albiimin (BSA) (Equitech Bio, Inc., ABD)

Bromfenol blue (Sigma-Aldrich, ABD)

CL 316,243(Sigma Aldrich, ABD)

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma Aldrich, ABD)

Dithiothreitol (DTT) (Bio-Rad, ABD)

Etilendiamin tetraasetikasit (EDTA) (Sigma Aldrich, ABD)

Forskolin (Sigma Aldrich, ABD)

Gliserol (Sigma-Aldrich, ALMANYA)

Glisin (Bio-Rad, ABD)

Glukoz monohidrat (Sigma Aldrich, ABD)

Heparin (Heparinum, Pharmada, TURKIYE)

Hidrojen kloriir (Merck, ALMANYA)
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Insiilin ve NT-proBNP ELISA kitleri (Shanghai Sunred Biological Technology Co.,
CIN)

Izofluran (ADEKA, TURKIYE)

Izoprenalin (Sigma Aldrich, ABD)

Izopropanol (Sigma Aldrich, ALMANYA)

Kalsiyum kloriir dihidrat (Sigma Aldrich, ABD)

Laemmli (6X) ¢6zeltisi

Magnezyum kloriir heptahidrat (Sigma Aldrich, ABD)

Membran strip soliisyonu (Nyztech, PORTEKZ)

Metanol (Merck, Sigma Aldrich, ALMANYA)

Nitroseliiloz (NS) membran (Bio-Rad, ABD)

Polivinilidin floriir (PVDF) membran (Bio-Rad, ABD)

Potasyum fosfat monobazik (Sigma-Aldrich, ABD)

Potasyum kloriir (Sigma Aldrich, ABD)

Proteaz inhibitor kokteyl (Sigma-Aldrich, ABD)

Protein ladder (PageRuler, Thermo Fisher, ABD)
Radyoimmiinopresipitasyon tampon ¢ozeltisi (RIPA) (Sigma-Aldrich, ABD)
Rontgen filmi banyo developer soliisyonlar1 (Konax, TURKIYE)

Rontgen filmi banyo fikser soliisyonlar1 (Konax, TURKIYE)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Bio-Rad, ABD)

Seliiloz Asetat Filtre (0.45um, Sartorius AG, ALMANYA)

Sican yemi (Altromin, ALMANYA ve ARDEN Arastirma & Deney, TURKIYE)
Sodyum bikarbonat (Sigma Aldrich, ABD)

Sodyum hidroksit (Sigma Aldrich, ABD)

Sodyum klortir (Sigma Aldrich, ABD)

Sodyum ortovanadat (Na2VVOs)

Streptozosin (Sigma Aldrich, ABD)

Valsartan (Novartis, ISVICRE)

Valsartan/sakubitril (LCZ696) (Novartis, ISVICRE)

Western Blot Ayirici Jel Soliisyonu pH 8,8 (Bio-Rad, ABD)

Western Blot Yiikleme Jel Soliisyonu pH 6,8 (Bio-Rad, ABD)

Triglliserid ve kolesterol ELISA kitleri (Analytic Diagnostic Systems, TURKIYE)
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Trisin yiikleme ¢ozeltisi (2x)

Trisle tamponlanmis salin (TBS) (Bio-Rad, ABD)
Tetrametiletilendiamin (TEMED) (Bio-Rad, ABD)
Tris/Glisin/SDS (TGS) tampon ¢ozeltisi (Bio-Rad, ABD)
Tris (Bio-Rad, ABD)

Trisodyum sitrat dihidrat (Merck, ALMANYA)

Tween 20 Soliisyonu (Bio-Rad, ABD)

2.2. Kullanilan Yontemler

2.2.1. Deney Hayvanlar

Bu ¢alismada Bilkent Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden alinan 95
adet, dort haftalik (50-150 g) erkek Sprague-Dawley sigan kullanilmistir. Siganlar,
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Deney Hayvanlari
Unitesinde 12 saat aydinlik — 12 saat karanlik ortamda (07:00-19:00 saatleri arasi
aydinlik, 19:00-07:00 saatleri arasi karanlik), 22+1 °C sicakliga ve %30-70 nem
oranina sahip odalarda barindirilmistir. iki hafta siire ile sicanlarin barinma ortamina
aligmalart  saglanmistir. Alisma  siiresinin  ardindan  siganlar  rastgelleme

(randomizasyon) yontemi ile dort gruba ayrilmistir.

Hayvan gruplari:
1. Kontrol (K)
2. Diabetik (D)
3. Valsartan/sakubitril tedavili diabetik (VS)
4. Valsartan tedavili diabetik (V)
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2.2.2. Diabetin Olusturulmasi

Iki haftalik alisma dénemi sonrasinda kontrol sicanlar %10 kilokalorilik (kcal)
kisminin yagdan karsilandigi kontrol yemle diger gruptaki siganlar ise enerjinin %45
kcal kisminin yagdan karsilandigi 6zel bir yemle dort hafta boyunca beslenmistir.
Sonrasinda yiiksek yagli yemle beslenen sicanlara pH 4,5 sitrat tamponu igerisinde
¢ozlinmis disiik doz [30 mg/kg, intraperitoneal (i.p)] STZ injeksiyonu yapilmistir.
Kontrol grubundaki siganlara ise hacimce esit miktarda pH 4,5 sitrat tamponu i.p
olarak uygulanmistir. injeksiyondan 72 saat sonra rastgele &lgiilen kan sekeri 200
mg/dL nin iizerinde olan siganlar diabetik olarak kabul edilmis ve 10 hafta boyunca

kardiyovaskiiler komplikasyonlarin gelismesi beklenmistir.

2.2.3. LCZ696 ve Valsartan Tedavisi

10 haftalik diabet siireci sonunda diabetik si¢canlarin bir kism1 dort hafta boyunca
valsartan/sakubitril (LCZ696) (68mg/kg/giin, oral gavaj, giinde bir kez, saat 10:30) ve
valsartan (31 mg/kg/giin, oral gavaj, giinde bir kez, saat 10:30) ile tedavi edilmistir.
valsartan/sakubitril 34 mg/mL, valsartan 15,5 mg/mL konsantrasyonda hazirlanip 14

giine kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.4. Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT)

Tedavinin tgiincli haftasinda 12 saat boyunca ag¢ birakilan siganlara 2 g/kg
glukoz yiiklemesi yapilmistir. Sonrasinda belirli araliklarla [0, 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda (dk)] kuyruk veninden kan sekeri 6lgtimii yapilmistir. Kuyruk veninden
alian kan ornekleri EDTA’l tliplere alinarak plazma ayrilmigtir. Plazma 6rnekleri
sonrasinda instilin degerlerinin 6lglimiinde kullanilmak iizere -80 °C’ye kaldirilmistir.
Insiilin duyarliiginin gostergesi olan Homeostatic Model Assessment for Insulin
Resistance (HOMA-IR) indeksi=[(aclik kan sekeri (mmol/L) x aglik insiilin seviyesi
(1IU/mL))/22,5] formiiliiyle hesaplanmistir (Bowe ve ark., 2014).
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2.2.5. Biyokimyasal Parametrelerin Olgiilmesi

Haftalik kan sekeri 6l¢timii, her hafta ayn1 giin ve saatte olmak iizere, si¢canlarin
kuyruklarindan alinan kanla seker 6l¢tim cihazi ve stikleri yardimiyla yapilmstir.
Plazma insiilin, NT-proBNP, kolesterol ve trigliserid seviyeleri Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) kitleri ile kit kullanim kilavuzunda belirtilen sekilde

gerceklestirilip 450 nm’de spektrofotometrik okuma yapilmistir.

2.2.6. In vivo Kalp Deneyleri

2.2.6.1. In vivo Kateterizasyon Deneyi

Anestezi uygulamasindan 10 dk once siganlara heparin (3000 U/Kg, i.p)
enjeksiyonu yapilmistir. Izofluran (%2 infiizyon) anestezisi altindaki siganlar viicut
1silarinin 37°C’de sabit tutulmasini saglayan, 1sitmali 6zel operasyon masasina yatirilip
sabitlenmistir. Sicanlarin sag karotid arteri izole edilmis ve artere kiiglik bir kesi
atilmistir. /n vivo basing-hacim kateteri bu kesiden damarin icine takilmis ve bir siire
karotid basinci okunarak kaydedilmistir. Sonrasinda kateter yavasca asagi dogru
itilerek sol ventrikiiliin i¢ine yerlestirilmistir. 10 dk stabilizasyon siiresinin ardindan
elde edilen looplar, sisteme ait veri kayit sistemine kayit edilmistir. Elde edilen
looplardan bir¢ok bazal hemodinamik parametre [sistol sonu basing (SSB), diyastol
sonu basing (DSB), sistol sonu hacmi (SSH), diyastol sonu hacmi (DSH), atim hacmi
(AH), kardiyak debi (KD), kalp atim hiz1 (KAH), kasilma hiz1 (dP/dtmax), gevseme hizi
(dP/dtmin), izovolumik gevseme sabiti (Tau)] hesaplanmustir.

Bazal degerler dlgiildiikten sonra sicanlarin karin bolgeleri agilmis ve vena cava
inferior’a bes saniyelik basilar uygulanarak ard yiik (preload) bagimsiz parametreler
[ard yiik bagimsiz atim giicii (PRSW), sistol sonu basing hacim iliskisi (ESPVR),
diyastol sonu basing hacim iliskisi (EDPVR)] 6l¢iilmiis ve analiz edilmistir.
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2.2.6.2. In vivo Ekokardiyografi Deneyi

Ekokardiyografi deneyleri tedaviyi takip eden ikinci ve igiincii haftalarda
uygulanmistir. Siganlar, izofluran (%2 infiizyon) ile anestezi altina alinmistir. Sol
lateral dekiibit pozisyona getirilerek, Arietta V60 ultrasound kardiyovaskiiler sistem
cihazi ve S31 (9-2 MHz) fazli pediyatrik transducer kullanilarak yiiksek ¢oziiniirliikte
kardiyak tarama yapilmistir. Transducer iletim hizi 10 MHz, derinligi 2,5 cm ve
gergeve hizi saniyede 225 c¢erceve olarak ayarlanip, papiller kas seviyesinde elde
edilen standart iki boyutlu (2D) kisa eksenli goriintiiler daha sonra yapilacak olan
analizler i¢in kaydedilmistir. Sol ventrikiiler boyut M-mode ekokardiyografi ile orta-
papiller seviyenin kisa eksen goriiniimii ile Olgiilmiis ve sol ventrikiil ejeksiyon
fraksiyonu (EF) Teicholz yontemi kullanilarak hesaplanmistir. DAS-RS1lechoLAB
(Hitachi Healthcare Inc), radyal gerilme (Srad), gerilme orani (SRrad) ve g¢evresel
gerilme orani (SRcirc) analizi igin kullanilmistir. 2D-gerilme programi ile, ventrikiiler
silueti alti boliime ayirdiktan sonra, B-mode goriintiilerinde gozlemlenen giiglii
reflektorlerin hareketi, ¢erceveden cerceveye izlenmistir. Yapilan ekokardiyografi

analizi ile sicanlarin kardiyak parametreleri (Cizelge 3.5) hesaplanmistir.

2.2.7. In vitro Kalp Deneyleri

2.2.7.1. In vitro izole Papiller Kas Deneyi

In vivo kateterizasyon deneyleri sonrasinda, anestezi altindaki sicanlarin kalpleri
izole edilerek, icinde Krebs-Henseleit ¢ozeltisi [NaCl 120; NaHCOs 25; Glukoz 10;
KCI 4,8; KH2PO4 1,2; MgSOas 1,25; CaClz 1,25 (mmol/L)] bulunan kiiciik cam
beherlere konulmustur. Tartildiktan sonra i¢erisinde Krebs-Henseleit ¢6zeltisi bulunan
ve slirekli oksijenlendirilen petriye aliman kalp dokusu orta kismindan acilip
ignelenmis ve sol ventrikiil papiller kasi izole edilerek yatay organ banyosuna
astlmistir. Deney boyunca Krebs-Henseleit ¢ozeltisinin sicakligi 30°C’de ve %95 O>

ve %5 CO; gaz karigimi ile havalandirilarak pH’s1 7,4’te sabit tutulmustur. Yatay
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superfiizyon sistemine asilan papiller kas stimiilator ile uyarilarak (0,6 Hz, 2ms, esik
voltaj degerinin 2 kat1) ve 5 ml/dk hizda Krebs-Henseleit ¢ozeltisi ile perfiize
edilmistir. Bu slire sonunda 10 um’lik artiglar ile papiller kas gerdirilerek kasin
geriminin en fazla oldugu deger olan Lmax degeri bulunmustur. Sonrasinda bu degerin
% 90’1 alinarak papiller kas bu gerimde sabitlenmistir. Yaklasik bir saatlik
stabilizasyon siiresi sonunda selektif olmayan -AR agonisti izoprenalin (0,1 nM-10
uM) ile kiimiilatif konsantrasyon yanit egrisi ¢ikarilmistir. Ardindan bazal degere
ulasilincaya kadar Krebs-Henseleit ¢ozeltisi ile yikanan preparat, AS aktivatorii

forskolinle (3 uM) uyarilarak konsantrasyon yanit egrisi elde edilmistir.

2.2.7.2. In vitro Langendorff Kalp Preparasyonu Deneyi

%2 izofluran anestezisi altinda siganlarin kalpleri cikarilarak buzlu Krebs-
Henseleit ¢ozeltisine [NaCl 120; NaHCO3 25; Glukoz 10; KCI 4,8; KH2PO4 1,2;
MgSO4 1,25; CaCl2 1,25 (mmol/L)] konulmus ve zaman kaybetmeksizin aortadan
Langendorff kaniiliine takilarak ¢evresindeki dokulardan temizlenmistir. Kalpler ilk
Once sabit basing altinda calistirllmis ve sabit basingta ihtiya¢ duyduklari miktarda
Krebs-Henseleit ¢ozeltisi ile perfiize edilmistir. Deney siiresince Krebs-Henseleit
¢ozeltisinin sicakligr sirkiilatorlii su banyosu ile 37°C’de, pH’s1 ise %95 O2 ve %5 CO:2
gaz karisimi ile 7,4°de sabit tutulmustur. Kalbin sol ventrikiil fonksiyonunu 6l¢gmek
tizere bir ucu “’basing transducer’’ina bagl olan stre¢ filmden yapilmis balon bos
sekilde sol ventrikiil igine yerlestirilmistir. Balonun igindeki hacim, sol ventrikiil
diyastol sonu basinct (LVEDP), hacmin kademeli artirilmasi ile ¢ikarilan frank-
starling egrisine uygun olarak ayarlanmistir. Sonrasinda apekse elektrot yerlestirilerek
kalpler dkda 300 atim olacak sekilde uyarilmistir. 30 dk stabilizasyon siiresi sonrasinda
sabit akimda selektif Bs-AR agonisti CL316,243 (10®° uM-1 pM) ile konsantrasyon
yanit egrisi elde edilmistir. Kalbin fonksiyonunu degerlendirmek i¢in sol ventrikiil i¢i
gelisen basing (SVGB), dP/dtmax ve dP/dtmin degerleri kaydedilip sonrasinda

analizleri yapilmistir.
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2.2.8. Western Blot Deneyleri

Siv1 azot igerisinde donduruldukta sonra -80°C’de saklanan sol ventrikiil
dokulari, sivi azot ile toz edilip i¢cinde RIPA tampon ¢o6zeltisi (1 ml), fosfataz
inhibitérii sodyum ortovanadat (Na;VOsz, 200mM) ve proteaz inhibitor kokteyli
(1:100) olan dibi konik tiipe alinmigtir. Ultrasonik homojenizatér yardimiyla
homojenize edildikten sonra +4°C’de iki saat siireyle calkalanarak ajitasyon
saglanmistir. Ornekler +4°C’de 12000 rpm’de 30 dk santrifiij edilmistir. Alman
supernatant kismi kiiglik pargalara (100 pl) boliinmiis ve -80°°de saklanmistir. Bu

lizatlarin protein miktar tayinleri BCA yontemi ile yapilmistir.

Sol ventrikiil dokusundan elde edilen lizatlarin iizerine Laemmli (6X) ¢ozeltisi,
her 6rnekte esit miktarda protein olacak miktarda eklenip 37°C’de 30 dk 1sitilarak
protein denatiirasyonu saglanmistir ve Ornekler jele yiiklenmeye hazir hale

getirilmistir.

Orneklerin elekroforezinde kullanilan jellerin konsantrasyonu bakilacak
proteinin agirligina gore belirlenmistir. Bu amagla ¢alismamizda agirlikli olarak %10
konsantrasyonda hazirlanmis jel kullamilmistir. Elektroforezde kullanilan jeller
orneklerin molekiil agirhgma gore ayrilmasini saglayan ayiric jel (Cizelge 2.1) ve

orneklerin yiiklendigi yiikleme jeli (Cizelge 2.2) olmak iizere hazirlanmstir.

Cizelge 2.1. Ayirici jel formiilasyonu

lAyiricr jel; 1,5 mm;2 jel icin

%10 (ml)
Bidistile su 8,74
Gliserol 0,56
Tris/SDS (1,5 M, pH 8,8) 5,63

IAkrilamid/bisakrilamid (%30:%0,8) 7,50

IAPS (%10) 0,11

TEMED 0,01
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Cizelge 2.2. Yiikleme jel formiilasyonu

Yiikleme jeli; 1,5 mm;2 jel icin

(ml)
Bidistile su 5,895
Tris/SDS (1,5 M, pH 6,8) 2,34750

IAkrilamid/bisakrilamid (%30:%0,8) 1,03125

APS (%10) 0,09375

TEMED 0,00938

Ornekler jele yiiklendikten sonra 30 dk boyunca 30 Volt (V) ta, sonrasinda 90
dk boyunca 120 V’de elektroforez edilerek yiiklenen orneklerin jelde molekiil

agirliklarina gore ayrilmalar saglanmistir.

PLN ve p-PLN (fosforile fosfolamban) proteinleri kiigiik molekiil agirlikli
proteinler olduklar1 i¢in klasik jel ve elektroforez tampon ¢ozeltileri bu proteinlerin
tayininde kullanmak igin elverisli degildir. PLN ve p-PLN protein tayini igin, sol
ventrikiil dokusundan elde edilen lizatlarin {izerine trisin yiikleme ¢ozeltisi (2x) her
ornekte esit miktarda protein olacak miktarda eklenip 100°C’de bes dk 1sitilarak
protein denatiirasyonu saglanmistir. Numunelerin yiiklenmesi igin trisin jeli (Cizelge
2.3 ve 2.4) ve elektroforez i¢in 1X anot/katot tampon ¢ozeltileri (Cizelge 2.5 ve 2.6)

kullanilmastir.

Cizelge 2.3. Trisin ayirict jel formiilasyonu

Ayiricl jel; 1,5 mm;2 jel icin

%10 (ml)
Bidistile su 4,69
Gliserol 2,11
Tris.Cl/SDS (3 M, pH 8,45) 6,67

IAkrilamid/bisakrilamid(%630:%0,8) 6,53

APS (%10) 0,11

TEMED 0,01
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Cizelge 2.4. Trisin yiikleme jel formiilasyonu

Yiikleme jeli; 1,5 mm;2 jel icin

%4 (ml)
Bidistile su 6,224
Gliserol 6,224
Tris.CI/SDS (1,5 M, pH 6,8) 2,48

IAkrilamid/bisakrilamid(%30:%0,8) 1,296

APS (%10) 0,09375

TEMED 0,00938

Cizelge 2.5. Katot tampon ¢ozeltisi formiilasyonu

Katot tamponu ¢ozeltisi 10X i¢in

Tris (2 M) 121,1¢g

Trisin (0,1 M) 1792g

SDS (%20) 50 ml

Bisiditile su 1 L’ye tamamlanmugtir.

Cizelge 2.6. Anot tampon ¢6zeltisi formiilasyonu

Anot tamponu 10X icin

Tris (2 M) 242,29

Hidroklorik asit (HCI) pH:8,9 olana kadar eklenmistir.
Bidistile su 1L

Elektroforez islemi sonrasinda jeller alinarak transfer tamponunda (Cizelge 2.7)
yikanmigtir. Siinger, filtre kagidi, jel, membran, filtre kagidi ve siinger iist {ste
yerlestirilerek sandvi¢ haline getirilmis ve bu sandvigler transfer kasetlerine
yerlestirilmistir. Calisilacak proteine uygun olarak PVDF veya NS membran
sec¢ilmistir. Hazirlanan kasetler tanka oturtulmus ve buz kalib1 da konularak tank taze
hazirlanmis transfer tamponuyla doldurulmustur. Transfer islemi karigtirici iizerinde
ve sogukta gergeklestirilmistir. Yiiklenen protein miktarina bagli olarak transfer iglemi
100 V’de iki saat (10 pg protein), {i¢ saat (45 pg protein) veya dort saat (100 pg

protein) yapilmistir. Bu islem ile jeldeki 6rneklerin membrana transferi saglanmustir.
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Cizelge 2.7. Transfer tampon ¢ozeltisi formiilasyonu

Transfer tamponu 1000 ml i¢in
Tris 299

Glisin 1459
Distile su 800 ml
Metanol 200 ml

Transfer islemi sonunda alinan membranlar TBST (%1 Tween 20 i¢eren 1X TBS
¢ozeltisi) ile yikandiktan sonra, spesifik olmayan antikor baglanmalarini 6nlemek igin
%35 BSA igeren TBST ile bir saat boyunca muamele edilmistir. Bloklama islemi oda
sicakliginda ve c¢alkalayici tizerinde yapilmistir. Bloklama islemi tamamlanan

membranlar TBST ¢ozeltisi ile oda sicakliginda galkalayicida ii¢ kez 10’ar dk boyunca

yikanmustir.

Calisilan proteine gore segilen primer antikor %5 BSA igeren TBST iginde
belirlenen diliisyonda (Cizelge 2.8) hazirlanmigtir. Membranlar bu sekilde primer
antikor ile +4°C’de biitiin gece ¢alkalmistir. Ertesi giin membranlar primer antikor
¢ozeltisinden alinip TBST ¢ozeltisi ile oda sicakliginda ti¢ kez 10’ar dk boyunca

calkalayici lizerinde yikanmustir.

Cizelge 2.8. Primer antikorlar ve diliisyonlari

Primer antikor Diliisyon
GAPDH 1/5000
SERCAZ2a 1/2000
PLN 1/2000
p-PLN (PLNseri6/thri7y 1/1000

Caligilan proteine ve kullanilan primer antikora uygun olan sekonder antikor
secilerek %5 BSA igeren TBST iginde uygun diliisyonda (Cizelge 2.9) iginde
hazirlanmistir. Membranlar bu sekonder antikor ile +4°C’de bir buguk saat boyunca
calkalanmis, sonrasinda TBST ¢ozeltisi ile oda sicakliginda ii¢ kez 10’ar dk, bir kez
10 dk TBS c¢ozeltisi ile ¢alkalayici iizerinde yikanmaigtir.
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Cizelge 2.9. Sekonder antikorlar ve diliisyonlari

Sekonder antikor Diliisyon
GAPDH (Antirabbit) 1/5000
SERCAZ2a (Antirabbit) 1/5000
PLN (Antirabbit) 1/2000
p-PLN (PLNSeI8MM7) (Antirabbit) 1/2000

Yikanan membranlarin tizerine 1 ml ECL ¢ozeltisi (reaktif A ve reaktif B nin
1:1 karigimu ile taze olarak hazirlanmistir) eklenmis ve 30 sn boyunca, karanlikta
membran ile muamele edilmistir. ECL uygulanan membranlar kasetin igine konulmus
ve karanlik odada goriintii rontgen filmine basilmistir. Basma siiresi ilgili proteine gore
1 sn - 15 dk arasinda uygulanmistir. Film 6nce developer ¢ozeltisinde 20 sn, sonra
fikser ¢ozeltisinde 20 sn tutulmustur. Son olarak su ile yikanip kurutulan filmdeki
goriintiiler tarayicida taranip, Image J programi yardimiyla bilgisayarda analiz

edilmistir.

2.2.9. istatistiksel Analiz

Aragtirmada elde edilen sonuglarin analizi, GraphPad Prism® (siiriim 8.3)
programiyla yapilmistir. Deneyler sonucunda elde edilen aykiri degerlerin
degerlendirme disinda tutulmast igin, aykir1 degerlerin ortalamanin iki Standart sapma
(SD) kat1 disinda olmasi kurali uygulanmistir. Bu yontem elde edilecek anlamlilik
yanitlarint olumsuz etkilemekle birlikte, sonuglarin degerlendirilmesinde yanlilig
(bias) onlemektedir. Veriler ortalama = SD ile ifade edilmistir. Gruplar arasi
karsilagtirma tek-yonlii ANOVA ve Bonferroni post-hoc testi ile yapilmis olup,

istatiksel analiz p<0,05 anlamlilik diizeyinde degerlendirilmistir.

2.2.10. Yazam ve Grafiklerin Olusturulmasi

Tez ¢aligmasinda yazimmda Microsoft Office Word® programi, kaynakganin

diizenlenmesinde End Note® (siiriim 9) programu, sekillerin diizenlenmesinde Paint
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programi kullanilmustir. Grafikler, GraphPad Prism® (siiriim 8.3) programinda
olusturulmustur. Konsantrasyon-yanit grafigi disindaki diger grafiklerin sacilim
(scatter plot) grafigi seklinde verilmesi tercih edilmistir. Bu sekilde datalarin

dagiliminin seffaf bir sekilde gosterilmesi hedeflenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Deney Hayvanlarinin Genel Ozellikleri

3.1.1. Oliim Am1 Beden Agirhg, Kalp Agirhigi, Kan Sekeri Diizeyi

Deney siirecinin sonunda yiiksek yag diyeti ve diisilk doz STZ alan diabetik
siganlarin beden agirligi kontrol siganlara oranla anlamli olarak azalmistir. Diabetik
sicanlara uygulanan valsartan ya da valsartan/sakubitril kombine tedavisi beden
agirliginda herhangi bir degisiklige neden olmamistir (K: 431,71 + 38,71; D: 295,53 +
32,48; VS: 295,44 + 46,34; V: 301,93 + 53,27) (g) (Sekil 3.1A). Diabetik si¢anlarda
kan sekeri diizeyi beklenildigi gibi belirgin olarak artmistir. Her iki tedavi grubunda
da diabetik gruba oranla 6liim ani1 kan sekeri diizeyleri anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (K: 108,35 + 10,09; D: 431,41 + 80,38; VS: 499,94 + 69,77; V: 526,07 +
56,51) (mg/dL) (Sekil 3.1B). Sicanlarn kalp agirliklari gruplar arasinda farklilik
gostermezken (K: 1,51 + 0,21; D: 1,43 + 0,25; VS: 1,38 + 0,22; V: 1,45 + 0,25) (Q)
(Sekil 3.1C) kardiyak hipertrofinin bir belirteci olan kalp agirliginin beden agirligina
orani diabetik siganlarda anlamli olarak artmistir. Ne var ki, her iki tedavi yaklagiminin
da bu oran {izerinde olumlu bir etkisi bulunmamustir (K: 0,0035 + 0,0003; D: 0,0048
+ 0,0006; VS: 0,0047 + 0,0008; V: 0,0049 + 0,0007) (9/g) (Sekil 3.1D).
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Sekil 3.1. Siganlarin genel 6zellikleri

A. Oliim am beden agirhigi; B. Oliim am kan sekeri; C. Kalp agirhigr; D. Kalp agirhigmin beden
agirligina orani. K, Kontrol (n=17); D, Diabetik (n=17); VS, Valsartan/sakubitril tedavili diabetik
(n=16); V, Valsartan tedavili diabetik (n=15). **** p<0,0001 kontrole gore anlamlilik. #, p<0,05; ###,
p<0,001 diabete gore anlamlilik.

3.1.2. OGTT Kan Sekeri Diizeyleri ve Achk Plazma Insiilin Diizeyi ile HOMA-IR

Degerleri

Siganlara 12 saatlik aglik siiresinden sonra yapilan 2 g/kg glukoz yiiklemesi
sonrasinda kontrol, diabetik ve valsartan/sakubitril tedavili diabetik gruplarda en
yiiksek kan sekeri degeri 30. dakikada, valsartan tedavili diabetik grupta ise 60.
dakikada ol¢tilmiistiir. OGTT sirasinda biitiin dakikalarda dl¢iilen kan sekeri diizeyleri
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kontrol grubuna oranla hem diabetik hem de tedavili gruplarda anlamli olarak daha

yiiksek bulunmustur (Sekil 3.2 ve Cizelge 3.1).
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Sekil 3.2. OGTT kan sekeri degerlerinin zamana gore degisimi
K, Kontrol (n=8); D, Diabetik (n=7); VS, Valsartan/sakubitril tedavili diabetik (n=8); V, Valsartan
tedavili diabetik (n=9).

Cizelge 3.1. Sicanlarin OGTT sirasinda 6l¢iilen kan sekeri degerleri
K, Kontrol (n=8); D, Diabetik (n=7); VS, Valsartan/sakubitril tedavili diabetik (n=8); V, Valsartan
tedavili diabetik (n=9). **** p<0,0001 kontrole gore anlamlilik.

(mg/dL)

K D VS \Y

(n=8) (n=7) (n=8) (n=9)
0. dk kan sekeri | 102,38 +7,95 | 354,71 +29,25%*** | 362,13 +24,19**** | 381,33 + 50,14****
(mg/dL)
30. dk kan sekeri | 128,88 £ 10,36 | 536,86 + 53,06**** | 536,13 + 36,72**** | 542,00 + 63,31****

60. dk kan sekeri
(mg/dL)

124,13 + 13,16

529,14 + 68,54****

507,25 + 45,60****

549,11 + 60,58****

90. dk kan sekeri
(mg/dL)

110,13 + 12,81

524,86 + 89,11****

513,88 +40,02****

523,00 + 63,04****

120. dk kan sekeri
(mg/dL)

114,63 + 25,49

482,57 + 90,48****

460,13 £ 25,906****

491,22 + 85,40****

180. dk kan sekeri

(mg/dL)

109,88 + 18,94

444,00 £ 79,86****

469,13 £ 41,35%***

487,33 + 88,40%***

OGTT oncesi olgiilen aglik kan sekeri degerleri kontrol gruba oranla diabetik ve
tedavili gruplarda anlamli olarak yiiksek bulunmustur. A¢lik insiilin diizeyleri arasinda
gruplar arasinda bir farklilik gozlenmemesine karsin insiilin duyarliligmin bir
gostergesi olan HOMA-IR indeksi diabetik grupta anlamli olarak artmistir. Bununla
birlikte her iki tedavi yaklagiminin da insiilin duyarlilig: {izerinde iyilestirici etkisi

bulunmamaktadir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Siganlarin OGTT oncesi Olgiilen aglik kan sekeri degerleri, aclik insiilin diizeyleri ve
HOMA-IR indeksi degerleri

K, Kontrol (n=5); D, Diabetik (n=5); VS, Valsartan/sakubitril tedavili diabetik (n=6); V, Valsartan
tedavili diabetik (n=5). **** p<0,0001 kontrole gore anlamlilik.

K D S v
(n=5) (n=5) (n=6) (n=5)

Achk kan sekeri 102,00 +8,34 | 350,40 £ 27,49**** | 36500 +24,39**** | 400,20 £ 62,54%***
(mg/dL)

Aclik insiilin 10,21 £ 0,77 10,77 £0,96 10,30 £ 0,86 10,36 £ 0,63
diizeyi (mIU/L)
HOMA-IR 2,56 £ 0,20 9,27 + 0,45%*** 9,29 + 1,18**** 10,22 £ 1,74****

3.1.3. Plazma Total Kolesterol ve Trigliserid Diizeyleri

Oliim aninda toplanan plazmadan 6lgiilen total kolesterol diizeylerinde diabetik
sicanlarda ve valsartan tedavili diabetik sicanlarda kontrole oranla anlamli bir artis
gozlenmemistir. Bununla birlikte valsartan/sakubitril tedavili siganlarda total kolestrol
diizeyi kontrol sicanlardan anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (K: 179,41 +
44,51; D: 247,90 + 89,08; VS: 282,83 + 106,99; V: 239,27 + 64,26) (mg/dL) (Sekil
3.3A). Plazma trigliserid diizeyleri diabetik siganlarda kontrol siganlara oranla anlamli
olarak yiikselirken, tedavi ajanlarinin trigliserid seviyeleri iizerinde iyilestirici bir
etkisi bulunmamaktadir (K: 158,12 + 29,40; D: 392,83+ 177,60; VS: 384,13+ 173,41;
V: 340,61 + 109,67) (mg/dL) (Sekil 3.3B).
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Sekil 3.3. Siganlarin plazma lipid diizeyleri

A. Plazma total kolesterol diizeyi; B. Plazma trigliserid diizeyi. K, Kontrol (n=13); D, Diabetik (n=9);
VS, Valsartan/sakubitril tedavili diabetik (n=12); V, Valsartan tedavili diabetik (n=12). *, p<0,05; **,
p<0,01; ***, p<0,001 kontrole gore anlamlilik.
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3.1.4. Plazma NT-proBNP Diizeyleri

Oliim aninda toplanan plazmadan 6lgiilen NT-proBNP diizeyleri diabetik grupta
gorece artmakla birlikte, gruplar aras1 anlamli farklilik gozlenmemistir (K: 439,57 +

87,39; D: 499,79 + 40,07; VS: 454,53 + 68,53; V: 443,55 + 102,25) (ng/L) (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Siganlarin plazma NT-proBNP diizeyleri

K, Kontrol (n=10); D, Diabetik (n=10); VS, Valsartan/sakubitril tedavili diabetik (n=12); V, Valsartan
tedavili diabetik (n=10).

3.2. In vivo Kardiyak Olciimler

3.2.1. in vivo Kateterizasyon Sonuclari

Anestezi altindaki siganlarin karotid arterine yerlestirilen basing-hacim kateteri
yardimiyla bazal durumdaki kan basinct degerleri 6l¢iilmiistiir. Sistolik kan basinci
(SKB) (K: 110,89 +18,41; D: 103,40 + 11,69; VS: 93,54 + 19,72; V: 91,52 + 20,41)
(mmHg) (Sekil 3.5A), diyastolik kan basinc1 (DKB) (K: 79,29 + 22,43; D: 71,94 +
9,23; VS: 67,69 + 16,18; V: 65,99 + 20,57) (mmHg) (Sekil 3.5B) ve ortalama kan
basinci1 (OKB) (K: 100,36 + 19,55; D: 92,91 + 10,77; VS: 84,92 + 18,24; V: 83,01 +
20,13) (mmHg) (Sekil 3.5C) degerleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir

farklilik bulunmamastir.
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Sekil 3.5. Siganlarin karotid arterden 6l¢iilen kan basinct degerleri
A. SKB, sistolik kan basinci; B. DKB, diyastolik kan basinci; C. OKB, ortalama kan basine1. K, Kontrol
(n=6); D, Diabetik (n=7); VS, Valsartan/sakubitril tedavili diabetik (n=6); V, Valsartan tedavili diabetik

(n=7).

Basing-hacim kateterinin sol ventrikiile yerlestirilmesi ile bazal hemodinamik
kalp parametreleri hesaplanmistir. Olusturulan diabet modelinde si¢anlarda kilo kayb1
gozlenmistir. Kilo kaybina bagli olarak hacim parametreleri de degiseceginden hacim
parametrelerinin hem o6lciilen degerleri hem de bu degerlerin sicanlarin agirligina
boliinerek hesaplanan indeks degerleri verilmistir (Cizelge 3.3). Kalp atim hiz1
diabetik grupta anlamli olarak azalmis, tedavi uygulamalar1 sonucunda ise
diizelmemistir. Diyastol sonu hacim indeksi ve sistol sonu hacim indeksi diabetik

grupta anlaml olarak artmis, tedavi uygulamalariyla ise bu degerlerde herhangi bir
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iyilesme gozlenmemistir. Atim hacmi indeksi ise sadece diabetik si¢anlarda kontrol

sicanlara oranla anlamli olarak artmuistir.

Cizelge 3.3. In vivo bazal kardiyak hemodinamik parametreler

KAH, kalp atim hiz1; DSH, diyastol sonu hacmi; DSHI, diyastol sonu hacim indeksi; SSH, sistol sonu
hacmi; SSHI, sistol sonu hacim indeksi; AH, atim hacmi; AHI, atim hacmi indeksi;. KD, kardiyak debi;
Kl, kardiyak indeks. K, Kontrol (n=6); D, Diabetik (n=7); VS, Valsartan/sakubitril tedavili diabetik
(n=6); V, Valsartan tedavili diabetik (n=7).*, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001, kontrole goére

anlamlilik

K D VS \Y

(n=6) (n=7) (n=6) (n=7)
KAH (atim/dk) 311,13 +39.03 247,17 £20,27** 256,29 + 18,74** 251,35 +£21,76**
DSH (uL) 370,64 + 69,67 436,66 + 46,89 436,09 + 76,22 411,52 + 74,01
DSHI (uL/g) 0,92+0,16 1,56 + 0,29%* 1,59 + 0,31%* 1,43 +0,29%
SSH (uL) 162,06 +37,83 200,17 +£26,07 209,34 +26,93 191,61 +2242
SSHI (uL/g) 0,40 + 0,08 0,71 +0,13** 0,77 £ 0,18%** 0,67 +0,11%*
AH (nL) 208,58 + 47,93 236,49 + 36,31 226,75 + 60,39 219,91 + 60,81
AHI (uL/g) 0,52 +0,12 0,85 +0,19* 0,82+0,18 0,76 + 0,21
KD (mL/dk) 65,39 + 19,68 58,35+ 10,17 58,69 + 18,80 55,38 £ 17,13
K1 (mL/dk.g) 0,16 + 0,05 0,21 + 0,04 0,21 + 0,05 0,19 + 0,05

Kalbin sistolik fonksiyonunu gosteren sistol sonu basinci (K: 108,89 + 6,82; D:
96,63 + 9,97; VS: 85,53 + 17,09; V: 86,73 + 19,22) (mmHg) (Sekil 3.6A) ve % EF
degerleri (K: %55,80 + 6,29; D: %53,63 + 4,82; VS: %50,83 + 5,27; V: %52,04 +
5,94) (Sekil 3.6C) agisindan gruplar arasinda bir farklilik gézlenmemistir. Bununla
birlikte sistolik fonksiyonun diger bir gdstergesi olan kasilma hizi degeri (K: 7983,43
+ 1313,79; D: 5579,11 + 775,70; VS: 5204,35 + 959,75; V: 5338,74 + 1038,70)
(mmHg/s) (Sekil 3.6B) hem diabetik hem de tedavili gruplarda kontrole oranla anlamli
olarak azalmistir. Tedavi yaklagimlarinin kalbin kasilma hizi {izerinde iyilestirici etkisi

gozlenmemistir.
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Sekil 3.6. /n vivo PV-loop sistolik fonksiyon parametreleri

A. SSB, sistol sonu basing; B. dp/dtmax, kasilma hizi; C. % EF, ejeksiyon fraksiyonu. K, Kontrol (n=6);
D, Diabetik (n=7); VS, Valsartan/sakubitril tedavili diabetik (n=6); V, Valsartan tedavili diabetik (n=7).
** p<0,01; ***, p<0,001 kontrole gére anlamlilik.

Kalbin diyastolik fonksiyonunun géstergelerinden olan diyastol sonu basinc (K:
9,08 +£1,79; D: 8,78 + 1,84; VS: 9,57 + 3,94; V: 9,63 + 2,20) (mmHg) (Sekil 3.7A)
gruplar arasinda anlamli farklilik gozlenmemistir. Diyastolik fonksiyonun diger
gostergelerden gevseme hiz1 (K: -6830,38 + 1077,26; D: -4917,33 + 854,01; VS: -
4314,72 + 987,51; V: -4418,36 + 1200,54) (mmHg/s) (Sekil 3.7B) diabetik grupta
anlamli olarak azalirken, her iki tedavi ile de gevseme hizinda diizelme
gbzlenmemistir. izovolumik gevseme sabiti degerleri (Tau Weiss: K: 9,87 + 1,54; D:
13,94+1,17; VS: 14,71 £ 3,44; V: 13,00+ 0,84; Tau Glantz: K: 10,28 + 1,45; D: 14,56
+2,49; VS: 14,60+ 1,92; V: 13,56 + 2,12) (ms) (Sekil 3.7C ve Sekil 3.7D) ise diabetik
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sicanlarda anlamli olarak yiikkselmis ve tedavi yaklagimlariyla bu degerler

diizelmemistir.
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Sekil 3.7. In vivo PV-loop diyastolik fonksiyon parametreleri

A. DSB, diyastol sonu basing; B. dP/dtmin, gevseme hizi; C. ve D. Tau, izovolumik gevseme sabiti. K,
Kontrol (n=6); D, Diabetik (n=7); VS, Valsartan/sakubitril tedavili diabetik (n=6); V, Valsartan tedavili
diabetik (n=7). *, p<0,05; **, p<0,01 kontrole gére anlamlilik.

In vivo basing-hacim iliskisi dlciimlerinde bazal hemodinamik parametrelerin
Olciilmesinin ardindan, vena cavaya birkag defa ard arda 5 sn siireyle basi uygulanarak
okliizyon yapilmistir. Boylece kalbin ard yiik bagimsiz parametreleri olan ESPVR,

EDPVR ve PRSW 6l¢iilmiistiir. Bu degerlere bakildiginda, gruplar arasinda anlamli
farklilik gozlenmemistir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. Ard yiik bagimsiz in vivo kardiyak parametreler

ESPVR, sistol sonu basing hacim iliskisi; EDPVR, diyastol sonu basing hacim iligkisi; PRSW, ard yiik
bagimsiz atim giicii. K, Kontrol (n=5); D, Diabetik (n=6); VS, Valsartan/sakubitril tedavili diabetik
(n=6); V, Valsartan tedavili diabetik (n=6).

K D VS v
(n=5) (n=6) (n=6) (n=6)

ESPVR 0,390 0,156 0,461 +0,231 0,345 0,126 0,349 + 0,156

EDPVR 0,010 + 0,002 0,007 + 0,001 0,007 + 0,003 0,006 + 0,003

PRSW 62,581 + 9,440 55,779 + 8,932 54,754 + 2,927 54,813 + 3,780

3.2.2. In vivo Ekokardiyografi Sonuclari

In vivo ekokardiyografi &lgiimleri sonucunda kalbin sistolik fonksiyon
parametrelerinden olan %EF (Sekil 3.8A) ve %FS (Sekil 3.8B) degerlerinin diabetik
siganlarda kontrol siganlara oranla onemli Ol¢lide azaldigi ve diabette kardiyak
fonksiyonun bozuldugu goézlenmistir. Hem valsartan/sakubitril hem de valsartan
tedavisinin %EF ve %FS degerlerini birbirlerine istiinlikkleri olmaksizin, anlaml
sekilde 1iyilestirdikleri gozlemlenmistir (Cizelge 3.5). Basing-hacim iligkisi
sonuglarinda oldugu gibi ekokardiyografi deneylerinde de hacim parametreleri hem
Olciilen hem de beden agirligina boliinerek hesaplanan indeks degerleri olarak
verilmistir. Bununla birlikte, duvar kalinlig1 ve i¢ cap degerleri de 6nceki ¢aligmalarda
gosterildigi tizere hem Olgiilen hem de beden agirligina oranla hesaplanan indeks

degeri olarak verilmistir (Matyas ve ark., 2018) (Cizelge 3.5).
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Sekil 3.8. In vivo ekokardiyografi sistolik fonksiyon parametreleri

A. % EF, ejeksiyon fraksiyonu; B. % FS, fraksiyonel kisalma. K, Kontrol (n=8); D, Diabetik (n=7); VS,
Valsartan/svakubitril tedavili diabetik (n=7); V, Valsartan tedavili diabetik (n=9). *, p<0,05; **, p<0,01;
*** p<0,001; **** p<0,0001 kontrole gore anlamlilik. ##, p<0,01; ###, p<0,001 diabete gore
anlamlilik.

Kalp atim hiz1 kontrole kiyasla hem diabetik hem de tedavili diabetik gruplarda
anlamli olarak azalmistir. Diyastolde intraventrikiiler septum kalinlig1 indeksi diabetik
grupta anlamli olarak artmus, tedavi yaklagimlariyla bu deger kontrol seviyesine
dénmemistir. Sistol sirasinda sol ventrikiil i¢ capinda diabetik grupta kontrole kiyasla
belirgin bir artis gézlenmistir. Valsartan/sakubitril tedavili grupta kardiyak debide
gozlenen azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bununla birlikte sistol
sirasinda sol ventrikiil i¢ ¢apinin indeks degeri ise diabetik ve tedavili gruplarda
kontrol grubuna oranla anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Kardiyak debi ise kontrol
gruba kiyasla diabetik ve valsartan tedavili diabetik gruplarda anlamli olarak
azalmistir. Ekorkardiyografi deneylerinde olgiilen diger in vivo kardiyak
parametrelerde ise hayvan gruplar1 arasinda herhangi bir farklilhik gozlenmemistir

(Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. /n vivo ekokardiyografi parametreleri

IVSd, diyastolde interventrikiiler septumun kalinligi; 1VSld, diyastolde interventrikiiler septumun
kalinhig1 indeksi; LVIDd, diyastolde sol ventrikiil i¢ ¢ap1; LVIDId, diyastolde sol ventrikiil i¢ ¢ap1
indeksi; LVPWd, diyastolde sol ventrikiiliin arka duvar kalinligi; LVPWd, diyastolde sol ventrikiiliin
arka duvar kalinhigi indeksi; IVSs, sistolde interventrikiiler septumun kalinhigi; IVSls, sistolde
interventrikiiler septumun kalinhigi indeksi; LVIDs, sistolde sol ventrikiil i¢ ¢ap1; LVIDISs, sistolde sol
ventrikiil i¢ ¢ap1 indeksi; LVPWSs, sistolde sol ventrikiiliin arka duvar kalinligi; LVPWIs, sistolde sol
ventrikiiliin arka duvar kalinlig1 indeksi; KAH, kalp atim hizi; DSH, diyastol sonu hacmi; SSH, sistol
sonu hacmi; AH, atim hacmi; KD, kardiyak debi; % EF, ejeksiyon fraksiyonu; % FS, fraksiyonel
kisalma. K, Kontrol (n=8); D, Diabetik (n=7); VS, Valsartan/sakubitril tedavili diabetik (n=7); V,
Valsartan tedavili diabetik (n=9). *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; ****, p<0,0001 kontrole gore
anlamlilik. ##, p<0,01; ###, p<0,001; ####, p<0,001 diabete gore anlamlilik.

K D VS \Y

(n=8) (n=7) (n=7) (n=9)
1VSd (mm) 1,91 £0,58 2,31+0,38 1,83 £0,25 1,78 £0,25
IVSId (mm/kg) 430+ 1,37 6,94 & 1,04%** 5,64 + 0,65 5,73+ 1,13
LVIDd (mm) 5,49 + 0,67 5,06 £ 0,91 5,21 +1,12 4,92 +0,50
LVIDId (mm/kg) | 12,26+ 1,55 15,33 +3,35 16,46 + 5,39 15,84 +2,52
LVPWd (mm) 2,35+1,90 2,20+0,72 1,89+ 0,29 2,01 +0,66
LVPWId (mm/kg) | 5,05+ 3,47 6,51 £1,65 5,82 £0,87 6,47 £2,30
1VSs (mm) 2,93 £0,83 2,76 £ 0,51 2,17 £0,45 2,17+0,35
1VSlIs (mm/Kkg) 6,50 = 1,69 8,31 £1,65 6,76 = 1,65 6,96 1,37
LVIDs (mm) 3,01 £0,21 3,71 £0,51* 3,43 +0,78 3,10+ 0,21
LVIDIs (mm/kg) 6,75 +0,72 11,27 £2,20** 10,86 £ 3,80** 9,96 +1,16*
LVPWSs (mm) 2,93 £0,49 2,80 + 0,66 2,56 £0,54 2,79 + 0,60
LVPWIs (mm/kg) | 6,57 +1,36 8,33+1,42 7,80 + 1,09 9,00 £ 2,29*
KAH (atim/dk) 309,50 + 21,32 264,00 + 14,22** | 231,43 £24,10**** | 241,67 £ 28,20****
DSH (uL) 387.50 + 145,77 | 328,57 + 149,60 357,14 £250,71 300,00 + 86,60
DSHI (uL/g) 0,86 + 0,32 1,00 + 0,47 1,17 +0,94 0,97 +0,33
SSH (uL) 100,00 = 0,00 142,86 = 53,45 142,86 + 78,68 100,00 + 0,00
SSHI (uL/g) 0,22+ 0,02 0,44 +0,18 0,46 + 0,30 0,32 +0,03
AH (uL) 350,00 130,93 | 214,29 £106,90 257,14 +£ 139,73 211,11 £92,80
AHI (nL/g) 0,78+ 0,29 0,65+ 0,31 0,83 +0,55 0,69 + 0,34
KD (mL/dk) 101.25 £39.07 52.86 £29.84* 60.14 +28.64 51.11 £ 13.64**
K1 (mL/dk.g) 0,23+0,09 0,16 + 0,09 0,19 +0,11 0,17 +0,05
%EF 81,60 +4.20 57,27 £ 7,21%*** | 69,56 £ 5,84***## 72,69 £ 3,72 ##H#H#
%FS 45,01 £4.54 26,04 +£4,60**** | 34,34 £ 4 31 *## 36,63 £ 3,11 **###
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3.3. In vitro Kalp Deneyleri

3.3.1. Langendorff Kalp Preparasyonu Deneyi

3.3.1.1. CL 316,243 Yanitlar1

B3 -AR agonisti CL316,243 ile elde edilen sol ventrikiil i¢i basingta gézlenen %

degisim (Sekil 3.9A) gruplar farklilik gostermemektedir.

Buna ek olarak,

kasilma/gevseme hiz1 (% bazal deger) (Sekil 3.9C ve Sekil 3.9D) ve 10® M CL
316,243 varhgindaki gevseme yanitlar1 (K: %24,82 + 5,98; D: %17,42 + 8,34; VS:
%15,21+£12,27; V: %15,86 + 9,66) (Sekil 3.9B) da gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir.
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Sekil 3.9. Langendorff kalp preparasyonunda CL316,243 ile elde edilen gevseme yanitlart
A. SVGB, sol ventrikiil ici gelisen basing; B. 108 M CL 316,243 ile elde edilen % gevseme yaniti; C.
dP/dtmax (%ebazal deger), kasilma hizi; D. dP/dtmin (%bazal deger), gevseme hizi. K, Kontrol (n=6); D,
Diabetik (n=6); VS, Valsartan/sakubitril tedavili diabetik (n=6); V; Valsartan tedavili diabetik (n=5).
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3.3.2. izole Papiller Kas Deneyi

3.3.2.1. izoprenalin Yamtlar

Nonselektif B —AR agonisti izoprenalinin artan dozlarda kiimiilatif olarak
uygulanmasi ile elde kasilma yanitlar1 (Sekil 3.10A) diabetik grupta beklenildigi
sekilde azalmigtir. Kasilma yanitlarinda hem valsartan/sakubitril hem de valsartan
tedavisiyle gozle goriiliir bir iyilesme vardir (Izoprenalin Emax: K: %123,49 + 51,52;
D: %59,37 + 27,45; VS: %105,15 + 54,35; V: %94,52 + 33,07) (Sekil 3.10B). Ne var

Ki, standart sapmanin yiikksek Olmasi nedeniyle gruplar arasinda anlamli farklilik

gbzlenmemistir.
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Sekil 3.10. Papiller kasta izoprenalinle elde edilen kasilma yanitlari

A. Papiller kasta elde edilen kiimiilatif izoprenalin doz yanit egrisi (10"2°-10° M). B. Efikasite (Emax)
degerleri. K, Kontrol (n=8); D, Diabetik (n=7); VS, Valsartan/sakubitril tedavili diabetik (n=8); V;
Valsartan tedavili diabetik (n=6).

3.3.2.2. Forskolin Yanitlar:

Adenilil siklaz aktivatorii forskolin uygulamasi ile elde edilen kasilma
yanitlarinda (K: %129,62 + 110,25; D: %130,47 + 37,74; VS: %214,10 + 116,25; V:
%160,62 + 65,86) gruplar arasinda farklilik gozlenmemistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Papiller kasta forskolin ile elde edilen kasilma yanitlari
K, Kontrol (n=7); D, Diabetik (n=7); VS, Valsartan/sakubitril tedavili diabetik (n=5); V; Valsartan
tedavili diabetik (n=5).

3.4. Western Blot Deneyleri

3.4.1. SERCA2a, Fosfolamban ve Fosforile Fosfolamban ifadelenme Diizeyi

Kalpte diyastolik fonksiyonun Onemli bir bileseni olan SERCA2a
ifadelenmesinde diabetik ve valsartan/sakubitril tedavili grupta anlamli olarak
azalirken, valsartan tedavili grupta SERCAZ2a ifadelenmesi diizeyi kontrole oranla
daha az olmakla birlikte, istatistiksel olarak anlamlilik gézlenmemistir (K: %2100,00 +
15,38; D: %73,38 + 10,05; VS: %73,24 + 10,44; V: %82,75 + 18,49) (Sekil 3.12A).

SERCA2a iizerinde inhibitor etkinlik gosteren PLN ifadelenme diizeyinde
gruplar arasinda bir farklilik bulunmamistir (K: %100,00 + 13,08; D: %73,68 + 5,23;
VS: %72,96 + 10,74; V: %79,56 + 25,52) (Sekil 3.12B). Ote yandan p-PLN/PLN oram
diabetik grupta kontrole oranla anlamli olarak azalirken, valsartan/sakubitril tedavili
grupta bu oran artsa da kontrol seviyesine ulasmamistir (K: %100,00 + 19,33; D:
%64,28 + 13,40; VS: %82,02 + 16,83; V: %68,59 + 8,84) (Sekil 3.12D).
SERCAZ2a/PLN orani ise gruplar arasinda benzerlik gostermektedir (K: %100,00 +
22,51; D: %98,21 + 12,94; VS: %99,62 + 14,31; V: %106,94 + 23,26) (Sekil 3.12C).
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Sekil 3.12. Kalpte gevseme yolagi ile iliskili protein ifadelenmeleri

A. SERCAZ2a protein ifadelenme diizeyi. B. PLN, fosfolamban protein ifadelenme diizeyi. C.
SERCA2a/PLN, SERCA2a proteinin fosfolambana orani. D. p-PLN/PLN, fosforile fosfolambanin
fosfolambana orani. K, Kontrol (n=5); D, Diabetik (n=5); VS, Valsartan/sakubitril tedavili diabetik
(n=5); V; Valsartan tedavili diabetik (n=4). *, p<0,05 kontrole gére anlamlilik.

60



4. TARTISMA

Calismamizda esas olarak bir ARB olan valsartan ile NEP inhibitorii olan
sakubitril bilesiklerinin kombinasyonundan olusan LCZ696 isimli ilacin yiiksek yagl
diyet ve diisiik doz STZ ile indiiklenen diabetik siganlarda kardiyak fonksiyonu ne
sekilde etkiledigi arastirllmigtir. Elde ettigimiz bulgular bu ilacin ¢alistigimiz diabet
modelinde kardiyak fonksiyona belirgin bir etkisinin olmadigini ortaya koymaktadir.
Calismamizda goézledigimiz LCZ696’nin tek olumlu etkisi diabette azalan ejeksiyon
fraksiyonunu ve fraksiyonel kisalmay1 diizeltmesidir. Ne var ki, burada da
valsartan/sakubitril kombinasyonunun tek basina valsartan tedavisine herhangi bir

tstiinliigii bulunamamugtir.

2015 yilinda “Entresto” adi ile diisiik HFrEF tedavisi i¢in ruhsat alan LCZ696
bir ARB olan valsartan ile NEP inhibitorti sakubitrilin kombinasyonudur. Sakubitril
natriliretik peptidleri yikan neprilisin enzimini inhibe ettigi i¢in, bu kombinasyon
sayesinde natriiiretik peptidlerin diizeyinin artacagi ve ARB’lerle gézlenen olumlu
etkinin potansiyalize olacagi disiiniilmiistiir. Kalp yetmezliginde LCZ696 ile
valsartanin etkilerinin karsilagtirildigi ve hali hazirda yiiriitiilmekte olan birgok klinik
calismanin sonuglart heniiz rapor edilmemistir. Simdiye kadar sonucu agiklanan tek
calismada ise ilacin endikasyon aldigi HFrEF hastalarda degil HFpEF hastalarda
LCZ696’nin etkinligi valsartanla karsilagtirilmistir. Bu hastalarda LCZ696, kalp
yetmezligine bagl hastaneye yatis ve kardiyovaskiiler nedenlere bagli 6liim oranim
azaltmasi agisindan valsartandan daha tistiin bulunmamistir (Solomon ve ark., 2019)
Buna ek olarak, 27 ay siiren PARADIGM-HF isimli klinik ¢alismada ilag bir ACEi
olan enalapril ile karsilastiriimigtir. Kronik kalp yetmezlikli ve sistolik disfonksiyonlu
hastalarda LCZ696’nin enalaprile oranla kardiyovaskiiler o6liim riskini %20,
hastaneye yatma oranini ise %21 oraninda azalttig1 bulunmustur. Kalp yetmezligine

bagl semptomlar ve fiziksel kisitlamalar da anlamli olarak azalmistir (McMurray ve

ark., 2014).
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LCZ696’nin olumlu etkileri kardiyak disfonksiyon goriilen cesitli deneysel
modellerde de gosterilmistir (Miyoshi ve ark., 2019; Trivedi ve ark., 2018 ve Ushijima
ve ark., 2017). Boylece preklinik ve klinik ¢aligmalarin ortaya koydugu ilaca bagl
kardiyak yararmin diabetik kalpte de gozlenebilecegi diislincesiyle, ¢alismamizda
yiiksek yagl diyet ve diisiik doz STZ ile olusturulan diabet modelinde LCZ696’nin

kardiyak fonksiyona etkisi valsartan ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

Calismamizda LCZ696 nin kardiyak fonksiyon {izerine etkisini incelemek i¢in
yiiksek yag diyeti ve diisiik doz STZ ile olusturulan diabet modeli se¢ilmistir. Bu
modelin secilmesinin nedeni tip 2 diabete daha yakin olmasi ve elde edilecek
sonuclarin klinik bulgulara daha kolay ektrapolare edilebilecegi diisiincesidir. Diabetik
hayvanlarda beklenildigi kadar kilo alimi olmamasi modelin validasyonunun yeterli
olmadigini disiindiirse de, yiikselen aglik insulini, yiiksek HOMA-IR ve trigliserid
diizeyleri istenilen diabetik modelin olusturulduguna isaret etmektedir. Burada
iistlinde durulmasi gereken bir nokta ise, hem valsartan hem de LCZ696 tedavili
diabetik sicanlardaki kan sekeri degerlerinin tedavisiz diabetiklere gore anlamli olarak
daha yiiksek olmasidir. Ilging olarak, bu yiikselmenin her iki tedavi grubunda da
gozlenmesi valsartan kaynakli olabilecegini akla getirmektedir. Ne var ki, gézlenenin
aksine ARB’lerin kan sekerini diisiiriicti etkisi bildirilmistir (Kitamura ve ark., 2007).
Ayrica, bobrek koruyucu etkisi nedeniyle de diabetik hastalarda ARB kullanimi
oldukca yaygindir. Bu nedenle, tedavili gruplarda gozlenen yiiksek kan sekerini
valsartan ile iligkilendirmek mantikli gériinmemektedir. Buna ek olarak, LCZ696 nin
etken maddeleri olan valsartan/sakubitril kombinasyonunun obez bireylerde insiilin
duyarliligini artirdigi rapor edilmistir (Jordan ve ark., 2017). Aslinda bu durum tedavili
diabetik si¢anlarin kan sekerlerinin tedavi 6ncesi de diabetik gruba gére anlaml1 olarak
yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Calismamizda randomizasyon heniiz diabet
indiiksiyonundan 6nce yapilmis ve tesadiifi olarak tedavi alacak gruplardaki siganlarin
kan sekerleri daha yiiksek seyretmistir. Calisma dizayninda belirlenen sekilde
uyguladigimiz randomizasyonu bozmamak adina, tedaviye baslamadan 6nce gruplar
arast benzer kan sekeri diizeyleri olmasina yonelik bir miidahalede bulunulmaksizin
tedaviye baslanmistir. Metabolik parametrelerden kolesterol diizeylerinin LCZ696

tedavili sicanlarda yiiksek bulunmasi ise direkt olarak ilacin olumsuz bir 6zelligi

62



olarak diisliniilebilir. Ne var ki, bu durum ilacin glukoz ve lipid metabolizmasi
tizerinde olumlu etkilerini gosteren Jordan ve arkadaslarinin (2017) bulgulan ile
ortiismemektedir. Gozledigimiz bu sonucun bu gruptaki sicanlarin daha agir bir diabet
tablosu sergilemesi ile mi yoksa ilaca bagli bir yan etki ile mi iligkili oldugunu ileriki

caligmalar gosterecektir.

Caligmamizda diabetik grupta kalp agirliginin beden agirligina oraninin artmis
bulunmasi kardiyak hipertrofi bulgusu olarak yorumlanmaistir. Bu aslinda beklenen bir
durumdur, nitekim diabetik kalpte hipertrofi bulgusu yaygindir (Negishi, 2018 ve
Rubler ve ark., 1972). Ote yandan, ne LCZ696 ne de valsartan tedavisi kardiyak
hipertrofiyi diizeltememistir. Bu veriye paralel olarak, ekokardiyografi deneylerinde
kardiyak hipertrofinin gostergelerinden olan ve diabette artan diyastolde
interventrikiiler septumun kalinlig1 indeksi ve sistol sirasinda sol ventrikiil i¢ capinin
indeks degerleri iizerine tedavi yaklagimlarinin olumlu etkileri gdzlenmemistir.
Literatiire baktigimizda, LCZ696 nin hem in vivo olarak miyokard infarktiis modeli
sicanlarda hem de in vitro olarak miyositlerde kardiyak hipertrofiyi diizelttigi
bildirilmistir (von Lueder ve ark., 2015). Bununla birlikte ilacin kardiyak hipertrofiyi
iyilestirdigini gosteren diger caligmalarin (Ge ve ark., 2020; Kusaka ve ark., 2015 ve
Suematsu ve ark., 2018) yani sira LCZ696’nin sadece fibrozisi iyilestirip, hipertrofi
tizerinde olumlu etkisinin olmadigi da gosterilmistir (Miyoshi ve ark., 2019). Bulgular

arasindaki farklilig1 agiklamak ancak daha fazla caligma ile miimkiin olabilecektir.

Calismamizda ilk olarak LCZ696’nin kalbin in vivo sistolik ve diyastolik
fonksiyonuna etkisi incelenmistir, nitekim sistolik ve/veya diyastolik disfonksiyon
diabetik kalbin 6nemli bulgularindan biridir (Liu ve ark., 2013; Matyas ve ark., 2018;
Semeniuk ve ark., 2002; Werner ve ark., 2018; Wold ve ark., 2001 ve Wu ve ark.,
2018). Sistolik ve diyastolik fonksiyon hem ekokardiyografi hem de PV loop analizi
ile incelenmistir. EKokardiyografi parametrelerinden yalnizca %EF ve %FS diabetik
kalpte belirgin olarak azalmistir ki bu da diabete bagl sistolik disfonksiyon bulgusu
ile uyumludur. Ote yandan, LCZ696 tedavisi ile her iki parametre de diizelmistir ki bu
da literatlirdeki sonuglarla ortiigmektedir. Nitekim, LCZ696 ile yapilan az sayida

preklinik ¢alismalardan birinde ilacin HFrEF modeli olusturulan diabetik farelerde sol

63



ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunun iyilestigi bildirilmistir (Suematsu ve ark., 2016). Bu
calismada ilacin bu etkisi valsartan tedavili gruba gore belirgin olarak yiiksek
bulunmustur. Ne var ki, bizim ¢alismamizda LCZ696’nin %EF ve %FS {izerindeki

yarar1 valsartandan iistiin bulunmamustir.

Sistolik fonksiyon hakkinda fikir veren bir dier parametre olan in vivo kasilma
hiz1 ise PV loop analizi ile degerlendirilmistir. Elde ettigimiz bulgular bu parametrenin
diabette azaldigini ortaya koymaktadir. Ne var ki, ne LCZ696 ne de valsartan tedavisi
kasilma hizimi artirmamustir. Diyastolik fonksiyonun yorumlanmasinda kullanilan
olgiitlerden olan diyastol ve sistol sonu hacim indeksleri diabetik kalpte belirgin olarak
artmistir ki, bu da diabetik kardiyomiyopati bulgular ile paraleldir (Shang ve ark.,
2016). Benzer sekilde kalbin gevseme hizi da diabete bagli olarak azalmig, buna karsin
tedavi ile iyilesmemistir. Ote yandan, tedavilerin bu parametre iizerinde de olumlu bir
etkisi gozlenmemistir. Diyastolik fonksiyona iligskin bir baska 6l¢iit olan Tau degerleri
de diabetik kalpte anlamli olarak artmis ve yalnizca valsartan tedavisi ile belli oranda
diizelmistir. Bu durum, von Lueder ve arkadaslarinin (2015) sonuglar1 ile
ortismemektedir, nitekim bu arastirmacilar MI olusturulan sicanlarda LCZ696
tedavisi sonrast Tau degerlerinin azaldigini1 géstermistir. Bu ¢alismada, ayrica, kalp
debisi, diyastol sonucu basing ya da sistolik kan basinci gibi birgok hemodinamik
parametrenin de tedaviye bagl olarak iyilestigi ifade edilmistir. von Lueder ve
arkadaslariinkinde ve bizim ¢aligmamizda kullanilan ilag dozu ve tedavi siiresi ayni
olmakla birlikte, ¢alisilan deneysel model farkliligi bulgular arasi ¢eliskiyi belli 6l¢iide
aciklayabilir.

Kalbin sistolik ve diyastolik fonksiyonunun saglikli bir sekilde siirdiiriilmesinde
Ca"™ homeostazinin rolii biiytiktiir (Bers, 2002).Kalbin sistolde kasilmasi oncelikle L
tipi Ca*™ kanallarindan hiicre igine Ca*™ girisi, sonrasinda da RyR2 ile SR’den sitozole
Ca*™ cikis1 ile gerceklesmektedir. Ote yandan, diyastolde sitozoldeki Ca**’un
SERCAZ2a ile SR’ye geri alinmasi kritik neme sahiptir ki, bu da SERCAZ2 ve lizerinde
baskilayici rolii olan PLN proteinlerinin dansite ve aktiviteleri ile yakindan iligkilidir.
Diyastolde kalbin gevsemesi Ca*™"’un SERCAZ2a ile SR’ye alinmasina bagh oldugu
icin (Dhalla ve ark., 1998), SERCAZ2a ifadelenmesindeki degisimlerin gevseme hizi
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ve Tau gibi parametrelerle yakindan iliski oldugu diistiniilmektedir. Gergekten de, alt1
haftalik STZ diabetik sicanlarda SERCAZ2a ifadelenmesinin azaldigi bildirilmis ve bu
durum bozulan diyastolik fonksiyon ile iliskilendirilmistir (Connelly ve ark., 2007).
Benzer sekilde, sekiz ve 12 haftalik diabetik siganlarda da SERCAZ2a diizeyleri
azalmistir (Arioglu-Inan ve ark., 2013; Teshima ve ark., 2000 ve Zhang ve ark., 2008).
Calismamizda da bu sonuglara paralel olarak SERCAZ2a ifadelenmesinin diabetik
kalpte azaldig1 bulunmustur. Connely ve arkadaslarinin (2007) yorumlarindan yola
cikarak, gézlemledigimiz azalan SERCAZ2a ifadelenmesini bozulan gevseme hiz1 ve

Tau degerleri ile iliskilendirmek akla yatkin goriinmektedir.

SERCAZ2a aktivitesi PLN ile diizenlendigi i¢in bu proteinin ifadelenmesi ya da
aktivitesi de kardiyak fonksiyonu etkilemektedir. Bircok c¢alismada PLN
ifadelenmesinin diabetik si¢an kalbinde arttigi bulunmustur (Netticadan ve ark., 2001
ve Watanuki ve ark., 2004). Ne var ki, ¢calismamizda PLN ifadelenmesi bakimindan
gruplar arasinda herhangi bir farklilik gozlenmemistir. Bu durum ¢eliskili goriinmekle
birlikte, benzer sonuglar farkli arastiricilar tarafindan da bildirilmistir. Connely ve
arkadaslarinin (2007) alt1 haftalik diabetik si¢can kalbinde PLN ifadelenmesinin
degismedigini gostermistir. Benzer sekilde, 12 haftalik diabetik siganlarda yapilan bir
calismada da PLN mRNA ifadesi kontrolden farkli bulunmamustir (Teshima ve ark.,
2000). Yine grubumuz tarafindan yapilan bir ¢alismada, sekiz haftalik diabetik
sicanlarda PLN diizeyleri gruplar arasi benzer bulunmustur (Arioglu-lnan ve ark.,
2013). Ote yandan, p-PLN diizeyinin PLN diizeyine oranlanmasi PLN nin aktivitesi
hakkinda fikir vermektedir. Bu oranin diisiik ¢ikmasi gevseme sirasinda azalmasi
beklenen PLN’nin SERCAZ2a iizerindeki frenleyici etkinliginin istenilen Olgiide
gergeklesmedigi  seklinde yorumlanmaktadir. Nitekim, diyastolik disfonksiyon
gbzlenen patolojilerde bu oranin azaldigina dikkat cekilmektedir. Calismamizda
diabetik kalpte gozlenen diyastolik fonksiyon bozuklugu patolojiye bagl olarak azalan
p-PLN/PLN oram ile iliskilendirilebilir. S6z konusu oran, LCZ696 ve valsartan
tedavili gruplarda da diabetik gruba benzer sekilde diisiik bulunmustur.

Calismamizda azalan SERCAZ2a diizeylerinin ya da p-PLN/PLN oraninin

LCZ696 tedavisi sonrast artmamasini, bu grupta diizelmeyen gevseme hiz1 ve Tau
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degerleri ile iligkilendirmek mimkiindiir. Ayn1 durum valsartan tedavili grupta ise
kismen gegerlidir. Soyle ki, bu grupta da azalan SERCAZ2a ifadesi ile p-PLN/PLN
orant ve kalbin gevseme hizi diizelmemistir. Ne var ki, valsartan tedavisi Tau
degerlerini belli oranda iyilestirmistir. Bu durum, Tau gibi diyastolik fonksiyon
hakkinda fikir veren parametreleri etkileyen tek bilesenin SERCAZ2a olmamas: ile

agiklanabilir.

In vivo deneylerin ardindan ¢alismamizin asil amaci olan LCZ696 nin diabetik
kalpte beta adrenerjik yanitverirligi nasil etkiledigini incelemek amaciyla izole
Langendorff ve papiller kas sistemlerinde ¢alisilmistir. LCZ696’nin B1— ve B2 —AR
aracili kontraktil yanita etkisi literatiirde ilk defa c¢alismamizda aragtirilmstir.
Izoprenalin ile uyarilan Bi— ve P2 —AR aracili kasilma yamt: diabetik grupta belirgin
olarak azalmis ve tedavi sonrasinda belli 6l¢iide artmis olmasina karsin, bu degisimler
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu durumun veriler arasindaki ytiksek
standart sapmadan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ote yandan, diabetik kalpte B1— ve
B2 —AR aracili kasilma yanitinin azaldig bilinmektedir (Arioglu-lnan ve ark., 2013;
Dinger ve ark., 1998). Bu duruma B1—AR lerinin ifadesinin azalmasi (Arioglu-Inan ve
ark., 2013; Dinger ve ark., 2001 ve Matsuda ve ark., 1999) ve B2 —AR’lerin
desensitizasyonunun (Rockman ve ark., 1998) katkis1 oldugu ifade edilmektedir.
Calismamizda B1— ve B2—AR’lerin ifadelenmesinin diabete bagli olarak nasil degistigi
ya da tedavinin bu diizeyleri ne sekilde etkiledigi belirlenemedigi i¢in bu bilesenlerin
fonksiyonel yanita katkis1 yorumlanamamistir. Kalpte Bi— ve f2—AR aracili kasilma
yanitt AC-CAMP-PKA yolagr tizerinden gergeklesmektedir (George ve Pitt, 2006).
Sinyal yolagindaki 6nemli bilesenlerden biri olan cAMP nin degisimi forskolin aracilt
yanitlar lizerinden degerlendirilmis, ne yazik ki gruplar arasit herhangi bir farklilik

bulunamamastir.

Literatiirde ilk defa ¢alismamizda CL316,243 ile uyarilan B3 —AR aracili
gevsemeler de incelenmistir. Langendorff perfiize kalplerde CL316,243 doz bagimh
gevsemeye yol agmistir. Bu gevseme yanit1 diabetik kalpte istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte azalma egilimi gostermektedir. Bu bulgu 6nceki ¢aligmalarimizin

sonuglart ile geliskili goriinmektedir, nitekim STZ diabetik kalp modelinde yaptigimiz
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calismalarda B3—AR aracili yanitin diabete bagli olarak arttigi bulunmustur (Arioglu-
Inan ve ark., 2017; Kayki-Mutlu ve ark., 2014 ve Uyar-Boztas ve ark., 2017). Bu
farklilik diabetik modeller arasindaki farkliliga baglanabilir. Yanitin arttigim
gozlemledigimiz diabet modeli yiiksek doz STZ ile olusturulan ve klinikteki tip 1
diabeti yansitan bir modeldir. Buna karsin, hali hazirda yaptigimiz ¢alismadaki diabet
modeli yiiksek yagli diyet ve diisiik doz STZ ile indiiklenmektedir ki, bu bakimdan
klinikteki tip 2 diabete daha yakindir. LCZ696 ya da valsartan tedavisinin f3—AR

aracili gevseme yaniti lizerinde herhangi bir etkisi saptanmamustir.

Sonug olarak, elde ettigimiz bulgular bir ARB ve NEPi kombinasyonu olan
LCZ696’nn yiiksek yagl diyet ve diisiik doz STZ ile indiiklenen diabet modelinde
kardiyak fonksiyon iizerine dnemli bir etkisi olmadigini gdstermektedir. ilacin olumlu
etkileri sadece sistolik fonksiyon parametreleri olan %EF ile %FS iizerinde
gozlenmigstir ki, buradaki etkinlik de tek basina valsartan tedavisine iistiin
bulunmamaistir. Bu bulgular, bugiine kadarki literatiir verileri ile drtismemektedir,
nitekim hem kalp yetmezlikli hem de diabetik hayvan modellerinde bir¢ok kardiyak
parametrenin, Ustelik valsartandan {istiin olarak, LCZ696 ile diizeldigi ifade
edilmektedir. Bu c¢eligkili sonuglar1 agiklamak i¢in bu konuda yapilacak daha fazla
calismaya ihtiya¢ bulunmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda yiiksek yagli diyet ve diisik doz STZ ile
olusturulan diabet modelinde LCZ696 isimli ilacin kardiyak B-AR aracili yanitlara

etkisi ilacin igeriginde bulunan valsartanla karsilastirmali olarak incelenmistir.

Yiiksek yagl diyet ve diisik doz STZ ile olusturulan diabet modeli, tip 2
diabetik bireylerde go6zlenen hiperglisemi, hiperlipidemi ve insiilin rezistansi
tablosunu en iyi yansitan modeldir (Liu ve ark., 2016). Olusturulan diabet modelinde
kontrol sicanlara oranla diabetik sicanlarda gozlenen kilo kayb, ¢eliskili gériinmekle
birlikte, olusturulan model klinikte gézlenen tip 2 diabetin ge¢ donemi ile benzerlik
gostermektedir (Davidson ve ark., 2018). LCZ696 ve valsartanin, 6nceki ¢alismalarin
aksine metabolik parametreler iizerinde olumlu etkileri gozlenmemistir. Aksine kan
sekeri diizeyleri, tedavili gruplarda daha yiiksek bulunmustur. Bu durumun nedeni,
calismanin baslangicinda hayvanlarin rastgelleme yontemi ile gruplara ayrilmis olmasi
ve metabolik profili daha kotii olan sicanlarin tedavili gruplarda yer almasi ile
agiklanabilir. Calismanin bu sekilde tasarlanmis olmasi ilaglarin metabolik parametler

tizerindeki etkilerini yorumlamay1 zorlastirmaktadir.

Ekokardiyografi deneylerinde, diabette bozulan sistolik fonksiyon parametreleri
tizerinde hem LCZ696 hem de valsartanin birbirlerine istiinliikleri bulunmaksizin
olumlu etkileri oldugu gdsterilmistir. /n vivo PV loop analizlerinde ise, diabette
gozlenen diyastolik disfonksiyon {izerinde her iki ilacin da iyilestirici etkisi
bulunmamustir. Kardiyak gevseme yanitlarinda rol oynayan SERCA2a ve p-PLN/PLN
protein ifalelenme diizeylerinin diabette azalmis olmasi ve tedavi yaklasimlariyla
diizelmemesi, ilaglarin olusturulan diabet modelinde diyastolik disfonksiyon iizerinde

olumlu etkileri olmadigin1 destekler niteliktedir.

Langendorff kalp preparasyonu deneylerinde (3-AR aracili yanitlar agisindan
gruplar arasinda farklilik gozlenmemistir. Diabette arttigi bilinen P3-AR aracili
yanitlar genelde tip 1 diabet modellerinde calisilmistir. Tip 2 diabet modelinde bu
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yanitlarin incelendigi tek bir ¢aligma bulunmaktadir ve bu ¢calismada da Bs-AR aracili
yanitlarin diabette degismedigi gosterilmistir (Derkach ve ark., 2014). Bu durum,
kalpte B3-AR aracili yanmit degisiminin  kullanilan diabet modelinden
kaynaklanabilecegini akla getirmektedir. Papiller kasta B1- ve f2-AR aracili yanitlarin
diabette azaldigi ve hem LCZ696 hem de valsartan tedavilerinin bu yanit1 iyilestirdigi
gozlense de, elde edilen sonuclar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
Calismanin baslangicinda yanlilig1 6nlemek adina, aykir1 degerlerler i¢in ortalamadan
iki SS disinda kalmas1 kurali uygulanmistir. Yeterli 6rnek sayisina ulasildiginda, elde
edilen genig aralikli verilerle analiz yapilmig ve SS’nin yiiksek olmasi nedeniyle
gruplar arasi istatistiksel anlamlilik gézlenmemistir. Bununla birlikte B1- ve B2-AR

protein ifadelenme diizeyleri ¢calismamizda Slgiilememis ve degerlendirilememistir.

Calisgmamizda LCZ696 tedavisi yiiksek yagh diyet ve disiik doz STZ ile
olusturulan diabet modelinde kardiyak fonksiyon lizerinde, yapilan preklinik ve klinik
caligmalarin aksine, %EF ve %FS degerlerini iyilestirmesi disinda etkili
bulunmamuistir. Sistolik fonksiyon parametreleri tizerindeki etkisi de valsartanla
benzer bulunmustur. Ilacin diabette kardiyak B-AR yanitlara etkisi ise ilk defa
calismamizda incelenmistir. Istatistiksel anlamlilik gdzlenmese de, ilag diabette azalan
B1- ve B2-AR aracili kasilma yanitimi iyilestirmistir. Ne yazik ki, yapilan molekiiler
caligmalarla bir sonuca ulagilamamis ve elde edilen veriler desteklenememistir. Bu
sonuglardan hareketle, daha iyi valide edilmis, farkli diabet modellerinde ¢alisilarak
ve daha genis kapsamli molekiiler ¢aligmalar yapilarak ilacin B-AR aracili yolak

tizerine etkisi daha iyi anlasilabilecegi diisiiniilmektedir.

69



OZET

Valsartan/Sakubitril kombinasyonu LCZ696’min diabetik kardiyak disfonksiyon
iizerine olasi etkilerinin beta adrenerjik yamitverirlik iizerinden degerlendirilmesi

Diabet, insiilin saliverilmesinde ve/veya insiilin duyarliliginda azalmaya bagl olarak
ortaya cikan kronik, endokrin bir hastaliktir. Hastaliga bagli gelisen kardiyovaskiiler
komplikasyonlar diabetik morbidite ve mortalitenin en 6nemli nedenidir. Diabette artan renin-
anjiyotensin-aldosteron sistemi aktivasyonu ve azalmis beta adrenerjik reseptor (B-AR) aracili
yanitlar diabette kardiyak disfonksiyon olusumunda rol oynayan 6nemli etkenlerdir. Diabette
glisemik kontrolii saglayan ilaglarin yami sira diabete bagli gelisen kardiyak hasarin
onlenmesinde ve/veya tedavisinde kullanilacak ilaglarin gelistirilmesi biiyliik 6nem
tagimaktadir. Bir anjyotensin reseptor blokeri olan valsartan ile bir neprilisin inhibitorii olan
sakubitrilin kombinasyonu LCZ696 kalp yetmezliginde kullanilan bir ilagtir ve preklinik
calismalarla diabetik kalp {izerindeki olumlu etkileri gdsterilmistir. Ne var ki, bu olumlu
etkilerin altinda yatan mekanizma kesin olarak belirlenememekle birlikte ilacin diabetik
kalpteki etkilerini B-AR aracili yolak iizerinden degerlendiren bir ¢alisma literatiirde yer
almamaktadir. Bu noktadan hareketle, ¢alismamizda LCZ696 nin diabetik kalpte 3-AR aracili
yanitlara etkisinin ilacin igeriginde bulunan valsartanla karsilastirmali olarak degerlendirmesi
amaclanmustir.

Calismamizda alti haftalik erkek Sprague-Dawley siganlar, kontrol, diabetik,
valsartan/sakubitril (68 mg/kg) tedavili diabetik ve valsartan (31 mg/kg) tedavili diabetik
olmak tizere 4 gruba ayrilmistir. Diabet modeli, dort haftalik yiliksek yagli diyet uygulamasini
takiben, ip diisiik doz STZ (30 mg/kg) injeksiyonu ile olusturulmustur. STZ uygulamasini
takiben 14 haftalik diabet siiresi sonunda in vivo ekokardiyografi, in vivo basing-hacim ‘loop’
analizi yontemleri ile kalbin sistolik/diyastolik fonksiyonu degerlendirilmistir. /n vitro
Langendorff kalp preparasyonu ve papiller kas deneyleri ile ise ilacin sirasiyla B3-AR ile Bi-
ve B-AR aracili yanitlara etkisi arastirilmustir. Sonrasinda, kardiyak fonksiyonda etkin rol
oynayan c¢esitli proteinlerin ifadelenme diizeyleri Western Blot deneyleri ile
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler ortalama + SD ile ifade edilmistir. Gruplar arasi
karsilastirma tek-yonliic ANOVA ve Bonferroni post-hoc testi ile yapilmis olup, istatiksel
analiz p<0.05 anlamlilik diizeyinde degerlendirilmistir.

Sonug olarak, ¢alismamizda LCZ696 nin tek olumlu etkisi diabette bozulan sistolik
disfonksiyon belirteglerinden ejeksiyon fraksiyonu ve fraksiyonel kisalma fizerinde
gozlenmistir. Ne var Ki, bu etki tek basina valsartan tedavisinden daha tistiin bulunmamustir.
Bununla birlikte, diabette gézlenen diyastolik disfonksiyon tizerine her iki ilacin da olumlu bir
etkisi bulunmamaktadir. LCZ696 ile diabette azalan B1-/f2-AR aracili yanit kismen iyilesse
de, sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Elde edilen bulgular ve daha 6nce
yapilan c¢alismalar goz Oniine alindiginda, LCZ9696’nin diabetik kalpteki etkilerinin
anlagilabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya gereksinim oldugu agiktir.

Anahtar Sozciikler: Beta adrenerjik reseptdr, Diabet, Kalp, LCZ696, Valsartan

70



SUMMARY

The evaluation of possible effects of valsartan/sacubitril combination LCZ696 on
diabetic cardiac dysfunction in terms of B-adrenergic responsiveness

Diabetes is a chronic, endocrine disorder which results from reduced insulin secretion
and/or insulin sensitivity. Cardiovascular complications are the major cause of diabetes-related
morbidity and mortality. Increased renin-angiotensin-aldosteron system activity and decreased
beta adrenergic receptor (B-AR) responsiveness are the important factors which contribute to
diabetic cardiac dysfunction. In addition to the drugs to establish the glycemic control, it is
crucial to develop drugs which are used for prevention and/or treatment of diabetic cardiac
dysfunction. LCZ696 is a combination of valsartan, an angiotensin receptor blocker, and
sacubitiril, a neprilysin inhibitor. It has been approved for the treatment of heart failure. In
preclinical studies, it has been shown that LCZ696 has beneficial effects on the diabetic heart,
however underlying mechanisms remain unclear. The effect of LCZ696 on the diabetic heart
through B-AR mediated signaling pathway has not been studied yet. In this regard, in the
present study, it has been aimed to evaluate possible beneficial effect of LCZ696 on the
diabetic heart in terms of B-AR responsiveness compared to valsartan.

In this study, 6-week old male Sprague-Dawley rats were divided into 4 groups; control,
diabetic, valsartan/sacubitril (68 mg/kg) treated diabetic and valsartan (31 mg/kg) treated
diabetic. Diabetes was induced by low dose injection of STZ (30 mg/kg, ip) following 4-week
high fat diet feeding. After 14 weeks of diabetes, cardiac systolic/diastolic function has been
evaluated by using in vivo ecocardiography and in vivo pressure-volume loop analysis. The
effect of both drugs on Bs-AR and B1-/B>-AR mediated responsiveness has been evaluated by
using in vitro Langendorff preparation and in vitro papillary muscle experiments, respectively.
Protein expression of genes which play role in the cardiac function was determined by Western
Blot experiments. Data were expressed as mean + SD. Multiple comparisons were performed
one-way ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test. p<0.05 was considered as statistically
significant.

As a result, LCZ696 has been shown to have beneficial effects on systolic dysfunction
in the diabetic heart through improving ejection fraction and fractional shortening. This effect
was not superior to the one with valsartan alone. On the other hand, both treatment approaches
did not show any favourable effect on diabetic diastolic dysfunction. B:-/p.-AR mediated
responsiveness was partially ameliorated by LCZ696 treatment. Nevertheless, this effect was
not statistically significant. Regarding our current findings and previous data, it is clear that
more comprehensive studies are needed to elucidate the effects of LCZ696 on the diabetic
heart.

Keywords: Beta adrenergic receptor, Diabetes, Heart, LCZ696, Valsartan
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