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1. OZET

Tezin bashgi : Sodyum Glukoz Ortak Tasiyici 1nhibit6rlerir1in Tip 2 Diyabetes Mellitus
Qlustumlmus Sicanlarin Kalp Dokusundaki microRNA’lar Uzerine Etkilerinin Incelenmesi
Ogrencinin Ad1 Soyadi : Hiimeysa Kiyak Kirmaci

Damismanin Adi Soyad : Prof. Dr. Hatice Kiibra Elgioglu

Programin Adi : Farmakoloji Doktora Programi

Amac: Diabetes Mellitus (DM), son yillarda kiiresel bir sorun haline gelmis ve beraberinde
gelisen komplikasyonlarla birlikte 6nemi her gegen giin daha da artmistir. Tip 2 DM (T2DM)
tedavisinde kullanilan Empagliflozin (EMPA) ve Dapagliflozin (DAPA), bobreklerden
glukozun geri emilimini inhibe ederek kan glukozunu diisiirmekte ve klinikte oldukca yaygin
olarak kalple iliskili durumlarda DM olmaksizin bile kullanilmaktadir. Ayrica bu ilaglar
kardiyovaskiiler olay riskini ve buna bagli mortaliteyi de azaltir. Bu calismada,
nikotinamid/streptozotosin ile indiiklenen T2DM sig¢anlarin kalp dokusunda EMPA ve
DAPA’nin  farkli miRNA ekspresyonlar1 {izerindeki etkilerinin arastirilarak etki
mekanizmalariyla iligkili farkli yolaklarin aydinlatilmasi amaglanmustir.

Gerec¢ ve Yontem: 3-4 aylik Sprague-Dawley sicanlar (disi/erkek) dort gruba ayrilmistir;
Kontrol, T2DM, EMPA ve DAPA. Siganlarin viicut agirliklari ve kan glukoz degerleri haftalik
olarak oOlglilmistir. Serum ve kalp dokusunda interlokin-1p (IL-1P), siiperoksit dismutaz
(SOD), ileri glikasyon son iiriinleri reseptorii (IGUR) ve kardiyak troponin I (kTnl) diizeyleri
ELISA analizleri ile incelenmistir. RT-PCR, diyabetik siganlarin kalp dokusundaki miR-223,
miR-373, miR-22, miR-9, miR-146a, miR-21, miR-144, miR-221, miR-133a ve miR-34a
olmak iizere on farkli miRNA'nin ekspresyon seviyelerini analiz etmek i¢in kullanilmistir.
Bulgular: EMPA ve DAPA tedavilerinin inflamasyonda ve histopatolojik incelemelerde
iyilesme sagladigi bulunmustur. miRNA ekspresyonlart incelendiginde miR-223, miR-373,
miR-22, miR-9, miR-146a, miR-21, miR-144, miR-221 ve miR-34a ekspresyonlar1 Kontrol
grubunda anlaml1 derecede yiiksektir. Ayrica miR-146a ve miR-34a diizeyleri EMPA grubunda
T2DM grubuna kiyasla yiiksek iken miR-146a ekspresyonunun DAPA grubunda T2DM
grubuna kiyasla artis1 istatistiksel olarak anlamli goriilmiistiir.

Sonu¢: EMPA ve DAPA kalpte miRNA ekspresyonlarint diizenleyici etkiye sahiptir ve
kalpteki koruyucu etkilerine dair ekspresyon farkliliklar1 bulunan miRNA ile iliskili genler

tizerinde daha detayli calisilma yapilmasinin gerekliligi diistintilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Tip 2 DM, miRNA, SGLT2i, streptozotosin-nikotinamid, kalp dokusu



2. SUMMARY

Title of Thesis: Investigation of the Effects of Sodium Glucose Co-Transporter Inhibitors on
MicroRNAs in Heart Tissue of Type 2 Diabetes Mellitus Induced Rats

Student Name, Surname: Hiimeysa Kiyak Kirmaci

Supervisor Name : Prof. Hatice Kiibra El¢ioglu

Program Name : Pharmacology PhD Program

Objective: Diabetes Mellitus (DM) has become a global problem in recent years and its
importance has increased day by day with its accompanying complications. Empagliflozin
(EMPA) and Dapagliflozin (DAPA), used in the treatment of Type 2 DM (T2DM), reduce
blood glucose by inhibiting the reabsorption of glucose from the kidneys and are widely used
clinically in heart-related conditions without DM. In addition, these drugs reduce the risk of
cardiovascular events and related mortality. This study aimed to shed light on the pathway
differences related to their mechanisms of action by investigating the effects of EMPA and
DAPA on different miRNA expressions in the heart tissue of T2DM rats induced by
nicotinamide/streptozotocin.

Materials and Methods: Sprague-Dawley rats (female/male) of 3-4 months of age are divided
into four groups; Control, T2DM, EMPA, and DAPA. The body weights and blood glucose
values of the rats were measured weekly. The interleukine-1p (IL-1p), superoxide dismutase
(SOD), receptor for advanced glycation end-products (RAGE), and cardiac troponin | (cTnl)
levels in serum and heart tissue were examined by ELISA analyses. RT-PCR was used to
analyze the expression levels of ten different miRNAs including miR-223, miR-373, miR-22,
miR-9, miR-146a, miR-21, miR-144, miR-221, miR-133a and miR-34a in the heart tissue of
diabetic rats.

Results: EMPA and DAPA treatments were found to provide improvement in inflammation
and histopathological examinations. When miRNA expressions are examined, miR-223, miR-
373, miR-22, miR-9, miR-146a, miR-21, miR-144, miR-221, and miR-34a expressions are
significantly higher in the control group. In addition, while miR-146a and miR-34a levels are
higher in the EMPA group compared to the T2DM group, the increase in miR-146a expression
in the DAPA group compared to the T2DM group is statistically significant.

Conclusion: EMPA and DAPA have a regulatory effect on miRNA expressions in the heart,
and miRNA-related genes with expression differences regarding their protective effects in the
heart should be studied in more detail.

Keywords: Type 2 DM, miRNA, SGLT2i, streptozotocin-nicotinamide, heart tissue
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3. GIRIS ve AMAC

Tip 2 Diyabetes Mellitus (T2DM)), diinya ¢apinda 400 milyondan fazla insani etkileyen ve halk
sagligini tehdit eden ¢ok faktorlii ve ilerleyici bir hastaliktir (Slieker ve ark., 2023). T2DM'nin
ay1rt edici 6zelligi olan kalici hiperglisemi insiilinin yetersiz tiretilmesiyle veya insiiline gelisen
diren¢ nedeniyle insiilinin reseptér sonrasi olaylarinda gelisen bozukluklara bagli olarak
meydana gelir (Xu ve ark., 2022). Kronik hiperglisemi, artan inflamasyona ve endotel
disfonksiyonuna neden olan metabolik bozukluklara yol acar (Wieczor ve ark., 2019).
Metabolik bozukluklar sonucunda mikro ve makrovaskiiler damarlar olumsuz etkilenir. Damar
organizasyonundaki yapisal ve fonksiyonel anormalliklere bagli olarak mikrovaskiiler
(retinopati, noropati ve nefropati gibi) ve makrovaskiiler (koroner kalp hastaliklari,
kardiyomiyopati, periferik arter hastaliklari, serebrovaskiiler hastaliklar ve alt ekstremite
amputasyonlari gibi) komplikasyonlar meydana gelir (Banday ve ark., 2020). T2DM!'li kisilerde
kronik hiperglisemiye bagli olarak meydana gelen endotel fonksiyondaki bozulmalar
sonucunda kardiyovaskiiler olaylar ve bunlara bagli 6liim riski artmaktadir (Ma ve ark., 2022).
Bu nedenle T2DM'li kisilerde sodyum-glukoz ortak tasiyict 2 (SGLT2) inhibitorlerinin
kullanimu, ilaglarin hem antidiyabetik hem de kardiyoprotektif etkileri nedeniyle oldukga tercih
edilmekte ve kullanimlart gittikge artmaktadir (Shao ve ark., 2019). SGLT2 inhibitérleri,
insiilinden bagimsiz bir sekilde proksimal tiibiilden renal glukoz geri emilimini inhibe eden oral
anti-diyabetik ilaglardir. Metformin kullanmayan T2DM hastalarinda, kardiyovaskiiler olaylar
gelistiginde mortaliteyi azaltici etkileri olan ana ilag olarak SGLT2 inhibitorlerinin tercih
edildikleri bildirilmistir (Krdker ve ark., 2020).

SGLT?2 inhibitorlerinden empagliflozin (EMPA) ve dapagliflozin (DAPA), kilo kayb1 saglar,
kan basincini diisiiriir, kardiyovaskiiler mortaliteyi ve hastaneye yatislari azaltir (Ma ve ark.,
2022). EMPA ayrica T2DM olmayan kisilerde kalp yetmezligi (KY) ve kronik bobrek hastaligi
endikasyonlarinda da kullanilmaktadir. Bununla birlikte, DAPA'nin da kardiyovaskiiler
hastaliklar tizerindeki etkilerine iliskin birgok klinik ¢alisma bulunmaktadir (Zhu ve ark., 2022).
DAPA, T2DM'nin yam sira koroner arter hastaliginda tiim nedenlere bagli mortaliteyi ve
kardiyovaskiiler 6liimii azaltmaktadir. Tiim bu bilgilere ragmen bu ilaglarin klinik kullanimlari
olsa da kardiyovaskiiler olaylar iizerindeki olumlu etkilerinin mekanizmasi hala

aydinlatilamamustir (Bellido ve ark., 2022). Kalpte SGLT2 ekspresyonu olmadigindan, SGLT2



inhibitorlerinin etkilerini reseptdrden bagimsiz olarak gosterdigi diistiniilmektedir (Krdker ve
ark., 2020). Bu ilaglarin, kalpte inflamasyonu, oksidatif stresi ve hatta mitokondriyal fonksiyon
bozuklugunu glisemik kontrolden bagimsiz bir mekanizma ile inhibe ederek kalpte koruyucu
etki gosterdigine dair hipotezler vardir. Dolayistyla EMPA ve DAPA’nin T2DM'li hastalarda
kalp fonksiyonlar {izerindeki faydali etkilerinin mekanizmas1 ve karsilastirilmasi hala tam
olarak aydmlatilamamistir (Escobar ve ark., 2023; Shao ve ark., 2019). Bu nedenle
kardiyovaskiiler agidan degerlendirildiginde ortaya ¢ikan ¢eliskiler, iki ilacin etki
mekanizmasinin ve arasindaki etki farkinin anlasilmasi i¢in daha detayli ¢alismalara ihtiyag

duyuldugunu gostermektedir (Memon ve ark., 2022).

Diyabetes Mellitus (DM) hastalarinda komplikasyonlar her zaman semptom gostererek
ilerlemez. DM’li hastalarda kardiyak fonksiyon degisiklikleri asemptomatik olarak ortaya
cikabilir (Copier ve ark., 2017). Bu nedenle arastirmacilar, DM komplikasyonlarinin erken
tespiti igin yiiksek verimli tarama saglayan mikroRNA'lar (miRNA'lar) gibi biyobelirteglere
yonelmistir (Massaro ve ark., 2019). miRNA'lar gen ifadelerini diizenleyerek proliferasyon,
apoptoz, inflamasyon gibi birgok biyolojik siirece dahil olurlar. miRNA ifadesindeki
degisiklikler, baglantili sinyal yolunun patogenez veya tedavideki islevi i¢in ¢cok Onemlidir.
miRNA'lar DM'ye bagl kardiyovaskiiler olaylarda ekspresyonlarindaki degisiklerle yeni bir
hedef olarak dikkat ¢ekmektedir (Copier ve ark., 2017; Mascolo ve ark., 2022). Ancak bazi
miRNA'larin T2DM'li kalp dokusu tizerindeki etkileri hala belirsizdir.

Tiim bu bilgiler 1s131nda EMPA ve DAPA'nin T2DM'li kalp dokusu lizerinde yararl etkileri
vardir, ancak bu yararli etkilerin mekanizmasi ve bu iki ilacin T2DM’yi tedavi ederken
glukozdan bagimsiz olarak kalpte nasil koruyucu etki gosterdigi bir soru isaretidir. Ayni
zamanda giincel olarak hastaliklarin teshisi, patogenezi ve tedavisinde 6nem kazanmis olan ve
T2DM’li  kalpte ekspresyonlarmin degistigi bilinen miRNA’lara olan etkileri de
bilinmemektedir. Bu verilerin eksikligi nedeniyle ¢aligmadaki amacimiz, EMPA ve DAPA ile
tedavi edilen streptozotosin (STZ)-nikotinamid (NA) indiiklii T2DM siganlarin kalp dokusunda
secilen MIRNA ekspresyonlarinin degisikliklerini RT-PCR ile, kalp dokusunda ve serumda
SOD, kTI, RAGE, IL-1pB seviyelerini ELISA ile ve; kalp dokusundaki hasar1 histopatolojik

analizler ile degerlendirmektir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Diyabetes Mellitus

Diyabetes Mellitus (DM), diinya ¢apinda 400 milyondan fazla insani1 etkileyen 6nemli bir halk
sagligr sorunudur. DM, insiilin sekresyonundaki eksiklikten, pankreas [B-hiicresinin hasar
gormesinden veya insiilinin kullanilamamasima bagli insiilin direncinden (IR) kaynaklanir
(Slieker ve ark., 2023). IR, metabolik degisikliklerin ve endotel disfonksiyonunun gelisiminde
anahtar bir faktordiir (Zhao ve ark., 2023). IR, hipertansiyon, santral obezite ve aterojenik
dislipidemi gibi bir dizi metabolik anormallik olarak tanimlanan metabolik sendromun
gelisiminde 6nemli bir rol oynar (Kosmas ve ark., 2023). Fizyolojik kosullar altinda, insiilin
salgilanmast ve doku insiilin duyarliligimnin saglikli oldugu durumlarda aglik kan glukozu
(AKG) seviyeleri 3.9-6.1 mM olmalidir. Genetik kalitim, viral enfeksiyon, sagliksiz yagam
tarzi, diger fiziksel ve/veya kimyasal hasarlar gibi ¢esitli faktorler, B-hiicre tahribatina,
bozulmus insiilin sekresyonuna ve periferik doku insiilin duyarliliginin kaybina yol acarak
yiiksek kan glukoz diizeylerine neden olur (Y. Sun ve ark., 2021). DM, kan glukoz diizeylerinin
stirekli anormal yiikseklikte seyri sonucunda meydana gelen hiperglisemi ile karakterize
metabolik bir bozukluktur ve basitge diyabet olarak da bilinmektedir. Hiperglisemi insiilinin
sekresyonunda veya insiilinin etkisinde meydana gelen bozukluklar veya her ikisinin birden
bozulmasi1 sonucunda meydana gelerek karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda da
bozulmalara neden olur. Bu da normal glukoz seviyelerini korumaya yonelik hiperinsiilinemi
ile sonuglanir. DM viicutta ilerleyici ve kompleks bir patogeneze sahiptir ve bir¢ok metabolik
bozuklukla karsimiza ¢ikar (Banday ve ark., 2020; Zhao ve ark., 2023). DM hastaliginin tarihi
Oyktstiyle ilgili kisa bilgiler Tablo 1°de yer almaktadir.



Tablo 1. Diyabetes Mellitus aragtirma ve gelistirme siirecinin kisa tarihi (Sakran ve ark., 2022’den
yararlanilarak hazirlanmistir.)

Tarih Gelisme

- Diyet varyasyonlar1

Zi%(zrtak Kanama, kusturucular ve narkotikler

1921 Insiilinin kesfi

1923 Ticari hayvan insiilinin uygunlugu bulunmustur.

1936 Uzun etkili insiilinin tanimlanmustir.

1941 Seker varliginin tespiti i¢in idrar test tabletleri gelistirilmistir.

1949 Insiilin uygulamast i¢in sirmgalar bulunmustur.

1961 Hipoglisemi i¢in glukagonun uygunlugu bulunmustur.

1971 Ik kan glukozu 6l¢iim cihazi gelistirildi.

1972 Metformin, Kanada’da kullanim i¢in onaylandi.

1983 Rekombinant insiilin gelistirildi.

1995 [k Alfa-Glukozidaz Inhibitdrii olan akarboz FDA tarafindan onaylanmustir.

1996 [lk tiazolidindion tiirevi olan troglitazon Amerika’da piyasaya ¢ikmustir.

1997 Ik Meglitinid olan repaglinid FDA tarafindan onaylanmistir.
[k Amilin agonisti- Pramlintid FDA tarafindan onaylanmistir.

2005 [k Glukagon Benzeri Peptid-1(GLP-1) reseptrii agonisti olan exenatide
klinik kullanima sunulmustur.

2006 Ik Dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) inhibitorii sitagliptin FDA tarafindan
onaylanmustir.

2008 Colesevelam T2DM igin FDA tarafindan onaylanmistir.

2009 Bromokriptin Amerika’da kullanim igin onaylanmugtir.

2013 [k Sodyum Glukoz Tastyic1-2 (SGLT2) inhibitdrii kanagliflozin FDA
tarafindan onaylanmustir.




4.1.1. Diyabetes Mellitus’un tam1 yontemleri

DM i¢in siklikla kullanilan tan1 yontemleri arasinda 6n tarama i¢in a¢ karnina veya rastgele kan
glukoz diizeyi Ol¢timii, homeostatik model degerlendirmesi -IR (HOMA-IR), oral glukoz
tolerans testi (OGTT), periferik dokularin duyarliligini tespit etmek i¢in intraperitoneal glukoz
tolerans testi, B hiicrelerinin fonksiyonunu belirlemek i¢in glukoz ve insiilin, serum insiilin
seviyesi, homeostatik model degerlendirmesi-p (HOMA-P) ve insiilin salinim testleri ve 6nceki
8-12 hafta boyunca kan glukoz seviyesini gostermek i¢in glikolize hemoglobin (HbA 1¢) testleri
yer alir (Min ve ark., 2023; World Health Organization, 2016). Klasik DM tan1 yontemleri ve
referans araliklar1 kisaca Tablo 2 de gosterilmistir.

Tablo 2. Prediyabet ve Tip 2 Diyabetes Mellitus referans degerleri (Ortiz-Martinez ve ark., 2022’den
yararlanilarak hazirlanmstir.)

AKG HbAlc OGTT, 2s
Prediyabet
ADA 100-125 mg/dL 5.7-6.4% 140-199 mg/dL
WHO 110-125 mg/dL Tavsiye edilmez.
Diyabetes Mellitus
ADA > 126 mg/dL >6.5% > 200 mg/dL
WHO

AKG: aclik kan glukozu; HbA1c: glikozile hemoglobin Alc; OGTT: oral glukoz tolerans test; ADA,
Amerikan Diabet Birligi; WHO: Diinya Saglik Orgiitii.

Ancak AKG, OGTT ve HbAlc her zaman miikemmel sekilde uyumlu olmayabilir. Bu durum
kismen glukoz metabolizmasinin farkli fizyolojik agamalarinin dl¢iilmesiyle agiklanabilir; aynm
sey HbAlc ve glukoz bazli testler arasinda da meydana gelir. OGTT ve HbAlc testleri orta ve
diisiik gelirli iilkelerde zaman ve maliyet kisitlamalar1 nedeniyle rutin olarak yapilmamaktadir.
Bu nedenle bazi iilkelerde AKG, T2DM'nin taranmasi, tanis1 ve izlenmesi i¢in hala dnemini

korumaktadir (Ortiz-Martinez ve ark., 2022).

Yine de tiim bunlara ek olarak giincel calismalar erken teshise yonelerek hastaligin erken
donemde teshisine ve boylece hastaligin ilerlemesinin 6nlenmesine odaklanmigtir. Clinkii erken
teshise yonelik tan1 yontemlerinin olmayisi, hastalarin tedaviye erken baglama firsatini

kaybetmesine yol agmaktadir (Yaoxiang Sun ve ark., 2021). Ayrica kalp krizi, gérme kaybu,
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bobrek fonksiyon bozukluklar1 ve direngli yara iyilesmesi siklikla DM tanisindan 6nce ortaya
cikar ve bu semptomlar ciddi organ hasarma isaret eder. Bu nedenle DM ve DM
komplikasyonlarinin erken tespiti cok 6nemlidir; ancak kesin bir erken teshis yontemi mevcut

degildir (World Health Organization, 2016.).

Mevcut tedavi stratejileri hastaligi ve komplikasyonlarini iyilestirmek yerine yalnizca gegici
glisemik kontrol saglar. Eksozomlar, bireysel fizyolojik durumu yansitan, metabolizmay1
diizenleyen ve hasarli dokular1 onaran biyoaktif molekiiller igeren nanopartikiillerdir. Diyabet
ve diyabet komplikasyonlarinin biyobelirtegleri olarak rol alma potansiyeline sahiptir
(Yaoxiang Sun ve ark., 2021). Hastalik tanis1 ve erken teshisnde hiicreler tizerinde etkili olan
miRNA, uzun kodlanmayan RNA (IncRNA), protein vb. molekiiler diizeyde yapilari tagimasi
dolayisiyla bireysel ve son derece giincel bir yontem olarak yakin zamanda tartisilmaya

baslanmistir (Pegtel ve Gould, 2019; Yaoxiang Sun ve ark., 2021).

Bir diger yaklasim klasik belirteglerin prognoz degerini iyilestirmektir. Yakin zamanda
calisilmaya baslanan glisemik belirtegler arasinda glikozillenmis albiimin, fruktozamin ve 1,5-
anhidroglusitol gibi biyobelirtegler yer almaktadir. Bu belirteglerin performansini karsilagtiran
calismalardan elde edilen veriler bunlarin bagimsiz klinik bilgi sagladiklarini ve klasik
belirteglerin prognostik degerini iyilestirebileceklerini gostermistir (Ortiz-Martinez ve ark.,

2022).

4.1.2. Diyabetes Mellitus’un klinik siniflandirilmasi ve patogenezi

DM'nin patofizyolojisi ve tanim1 oldukg¢a komplekstir. Son yillarda yapilan kesiflerle daha da
karmasik hale gelmektedir. Genel olarak, DM giiniimiizde elde edilen veriler 15181nda agagidaki
ana bagliklar altinda siniflandirilmaktadir:

o Tip 1 DM (T1DM); DM vakalarmin %5-10’unu olusturan T1DM insiiline bagimli

diyabet olarak da bilinir ve gen¢ yasta baglayan DM’dir. Genellikle susama, kilo kayb1 ve
poliiiri gibi semptomlarla kendini gosterir. Pankreas B-hiicrelerinin T hiicreler araciligiyla
yikimi sonucunda insiilin eksikligi ve nihayetinde hiperglisemi ile sonu¢lanan mutlak insiilin
yetersizligi ile karakterize otoimmiin bir hastaliktir.

. Tip 2 DM (T2DM); DM vakalarinin yaklasik %90’1mn1 olusturan T2DM insulin direnci

ve B-hiicre disfonksiyonu olmak iizere iki temel anomali ile karakterizedir. Insiilin direnci
cesitli hiicresel sinyalizasyonlarin bozulmasindan kaynaklanir ve bunun sonucunda kas,

karaciger ve yag dokusu gibi periferdeki dokularda hiicrelerin insiiline duyarhilig1 veya yaniti



azalir. Hastaligin erken doneminde azalan insulin duyarlilifi sonucunda kan glukoz
seviyelerinin fizyolojik kosullarda kalmasini saglamak amaciyla B-hiicre fonksiyonlarmin
artmast ile insulin salinimi artar. Insiilin salinnminin artis1 sonucu meydana gelen
hiperinsiilinemi hiperglisemiyi Onlemeye ¢alisir ancak yine de bu durum insulin
duyarliligindaki azalmay: telafi edemez. B-hiicre fonksiyonu asir1 calismaya bagli olarak
azalmaya baslar ve disfonksiyonu meydana gelerek insulin eksikligine neden olur.
Normoglisemi siirdiiriilemez ve bdylece hiperglisemi olusur. T2DM genellikle semptomatik
degildir (Banday ve ark., 2020; Y. Sun ve ark., 2021).

o Gestasyonel DM (GDM); gebelik sirasinda meydana gelen tiim DM vakalar1 ve

komplikasyonlarmin  %90’dan fazlast GDM kaynaklidir. Genellikle gebeligin erken
donemlerinde hem aglik hem de tokluk kan glukozu normalden diisiiktiir ancak gebeligin
tiglincii trimesterinde kan glukoz seviyeleri yiikselir ve kan glukozu diyabetik seviyelere
ulastig1 zaman GDM adini1 alir. GDM insidansi tim gebeliklerin %1 ila %14’ arasinda degisim
gostermektedir ve prevalansi incelenen popiilasyonlarin irk veya etnik gruplarina gore oldukca
degisiklik gosterir. GDM, gebeligin baslangicinda veya gebelik sirasinda, genellikle ikinci veya
tiglincii trimesterde teshis edilen herhangi bir derecede glukoz intoleransi veya DM olarak
tanimlanmistir (Banday ve ark., 2020).

. Diger nedenlere bagh spesifik DM tiirleri; monogenik DM sendromlari (neonatal DM

ve genglerin olgunluk baslangigli DM’si [MODY]), ekzokrin pankreas hastaliklar1 (kistik fibroz
gibi) ve ila¢ veya kimyasal kaynakli DM (HIV/AIDS tedavisinde veya organ nakli sonrasinda
oldugu gibi) olarak smiflandirilmistir (Sakran ve ark., 2022).

T2DM prevelansim1 artiran risk faktorleri genetik, metabolik ve g¢evresel faktorlerdir ve
birbirleri ile etkilesimleri olduk¢a komplekstir. Aile oykiisii, etnisite gibi degistirilemeyen risk
faktorlerine bagli T2DM’ye yatkinlik giiclii bir genetik temele dayansa da epidemiyolojik
calismalardan elde edilen veriler obezite, diisiik fiziksel aktivite ve sagliksiz beslenme gibi
degistirilebilir risk faktorlerinin iyilestirilmesi ile birgok T2DM vakasinin 6nlenebilecegini

gosterir (Galicia-Garcia ve ark., 2020).
T2DM’nin patofizyolojisi asagidaki yer alan mekanizmalardan bir tanesini veya bu
mekanizmalarin beraber sekilde seyretmesini igerir.

v" Langerhans adaciklarinin f hiicrelerinden insiilin salgilanmasinin azalmasi,

v' Langerhans adaciklarinin o hiicrelerinden glukagon salgilanmasinin artist,
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Karacigerde glukoz iiretminde artisin meydana gelmesi,
Norotransmitterlerin disfonksiyonu ve beyinde IR’nin gelismesi,
Lipoliz artist,

Bobreklerden glukoz geri emiliminin artmast,

Ince barsaklarda inkretin etkisinin azalmas,

D D N N N NN

Iskelet kas1, karaciger ve adipoz doku gibi periferik dokular tarafindan glukoz aliminin

azalmasi (Padhi ve ark., 2020).

4.1.3. Diyabetes Mellitus’un komplikasyonlari

DM hiicrelerin hemen hemen tim metabolik yollarinda énemli anormalliklere neden olur.
Boylece birgok organ sisteminde ¢ok sayida patolojik durum meydana gelir. DM’ nin kronik
komplikasyonlar1 genellikle insiilin eksikligi veya IR’nin yam sira kalict hiperglisemi,
dislipidemi ve diger metabolik yollardaki bozukluklara baghdir. Ayrica DM ve
komplikasyonlar1 onemli ¢evresel ve genetik bilesenleri iceren ¢ok faktorlii karmasik
mekanizmalart da igermektedir. DM nin bu komplikasyonlari, hastalikla iligkili morbidite ve
mortalitenin ¢ogundan sorumludur. Ayrica DM ile ilgili toplumsal ve mali sorunlar da esas
olarak bu komplikasyonlarin baslangici ve tedavisiyle iliskilidir. Geleneksel siiflandirmada
uzun donemde viicut boyunca kiigiik damarlarda ve biiylik damarlarda meydana gelen
komplikasyonlar sirasiyla mikrovaskiiler komplikasyonlar ve makrovaskiiler komplikasyonlar
olarak adlandirilir. DM nin kronik komplikasyonlari, kardiyovaskiiler hastaligi (KVH) igeren
makrovaskiiler komplikasyonlar veya retinopati (DR), nefropati (DN) ve noropatiyi igeren
mikrovaskiiler komplikasyonlar olarak siniflandirilmistir (Cole ve Florez, 2020; Feldman ve
ark., 2019). Ancak son zamanlarda yayinlanan ¢alismalara gére DM’nin sadece mikrovaskiiler
veya makrovaskiiler kategorilere kolayca ve dogru bir sekilde yerlestirilemeyen birgok
komplikasyonu oldugundan bu yapay smiflandirmanin revize edilmesi gerektigi
onerilmektedir. Ornedin ndropatinin hem mikrovaskiiler hem de ndronal/aksonal hiicre
fonksiyon bozukluklarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Feldman ve ark., 2019; Yu ve
ark., 2024). DM komplikasyonlarinin profili yalnizca vaskiiler doku kaynakli olanlardan hem
vaskiiler hem parankimal kaynakliya kadar genis bir profile sahiptir. Bu nedenle Yu ve
arkadaslart DM komplikasyonlarini, vaskiiler, parankimal ve hibrid (hem vaskiiler hem de
parankimal) doku kokenli DM komplikasyonlari seklinde siniflandirilmasini 6nerir (Yu ve ark.,
2024). Ancak bu siniflandirmalar heniiz yeni tartisilmaya baslandigi icin bu tezde klasik

komplikasyon siniflandirmasi iizerinden konu islenmeye devam edilmistir.
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4.1.3.1. Mikrovaskiiler komplikasyonlar

T2DM'li hastalar i¢cin mikrovaskiiler komplikasyonlarin énemli bir sorun oldugu belirtilmistir
(Aikaeli ve ark., 2022). Koroner ve serebrovaskiiler damarlar1 igeren makrovaskiiler sistemin
hiperglisemi kaynakli hasar1 DM’nin basta gelen 6liim nedenlerinden olsa da mikrovaskiiler
komplikasyonlar olarak adlandirilan bobrek, gozler ve sinir uglar1 gibi mikrovaskiiler agdaki
hiperglisemi kaynakli hasarlar da olduk¢a yaygindir ve mortalite oran1 fazladir (Cole ve Florez,
2020). T2DM hastalarinda mikrovaskiiler komplikasyonlar igin risk faktorleri olarak cesitli
faktorler tanimlanmistir. Bu faktorler arasinda daha uzun DM siiresi, hipertansiyon,
dislipidemi, HbAlc seviyelerinin yiiksekligi ve insiilin kullanimi yer almaktadir (Bui ve ark.,
2019; Mansour ve ark., 2023). Erken teshis ve miidahale, komplikasyonlari azaltmaya ve hasta
sonuclarini iyilestirmeye yardimci olmaktadir (Bui ve ark., 2019). Mikrovaskiiler
komplikasyonlarin erken tespiti T2DM tedavisinde ¢ok Onemlidir. Erken teshis, hizl
miidahaleye olanak tanir, komplikasyonlarin ilerlemesini azaltir ve hastalarin yasamlari
tizerindeki etkilerini hafifletir. Yeni teshis edilen T2DM hastalarinda yapilan bir ¢alismada,
mikrovaskiiler komplikasyon prevalansinin %12 oldugu tahmin edilmistir (Aikaeli ve ark.,
2022). Bagka bir ¢alismada yeni tan1 alan T2DM hastalarinda noropati, nefropati ve retinopati
prevalansinin sirastyla %68,5, %56,2 ve %31,4 oldugu rapor edilmistir (Ali ve ark., 2013). Bu
komplikasyonlar T2DM hastalarinda 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir (Aikaeli ve
ark., 2022).

Retinopati: T2DM'nin sik goriilen bir komplikasyonudur ve tedavi edilmezse gorme kaybina
neden olabilir. Yeni teshis edilen T2DM hastalarinda yapilan bir c¢alismada retinopati
prevalanst %31,4 olarak bulunmustur (Ali ve ark., 2013). Diyabetik retinopati, gelismis
diinyada calisma ¢agindaki yetiskinlerde korliigiin en yaygin nedeni olmaya devam etmektedir
(Theo ve ark., 2021). Retinopatinin patofizyolojisi zor anlagilmaktadir ve hiperglisemi,
oksidatif stres, inflamasyon ve vaskiiler fonksiyon bozuklugu dahil olmak iizere birgok
mekanizmayi igerir. Gorme kaybinin dnlenmesinde erken teshis ve miidahale ¢cok 6nemlidir.
T2DM hastalarina tan1 anindan itibaren yillik olarak retinopati taramasinin yapilmasi gereklidir

(Theo ve ark., 2021).

Nefropati: Ciddi bobrek hastaligina yol agabilir ve T2DM hastalarinda 6nemli bir morbidite ve
mortalite nedenidir. Yeni tanit almis T2DM hastalarinda yapilan bir ¢alismada nefropati
prevalanst  %56,2 olarak bulunmustur (Ortiz-Martinez ve ark.,, 2022). Nefropati
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patofizyolojisinde hiperglisemi, oksidatif stres, inflamasyon ve vaskiiler disfonksiyon gibi
cesitli faktorler rol almaktadir (Raut ve ark., 2024). Nefropatinin 6nlenmesi ve yonetilmesinde
erken teshis ve miidahale ¢ok 6nemlidir. Nefropati taramast T2DM hastalarinda tani anindan

itibaren yillik olarak yapilmasunin gerekliligi belirtilmistir (Raut ve ark., 2024).

Noropati: Noropati, T2DM hastalarinda periferik sinirleri etkileyen yaygin bir mikrovaskiiler
komplikasyondur. Yeni tan1 alan T2DM hastalarinda ndropati prevalansinin bazi ¢aligmalarda
%68,5 kadar yiiksek oldugu bildirilmektedir (Ortiz-Martinez ve ark., 2022). Diyabetik néropati,
kardiyovaskiiler ve gastrointestinal sistem gibi ¢esitli organ sistemlerinde nérolojik fonksiyon
bozukluguna neden olarak morbidite ve mortaliteye neden olabilir. Hiperglisemi sonucu gelisen
diyabetik noropatinin 6nemli bir mikrovaskiiler komplikasyon oldugu ileri siiriilmistiir
(Mansour ve ark., 2023). Diyabetik noropatinin yonetimi semptom kontroliine odaklanir ve
uzun vadeli komplikasyonlar1 6nlemek i¢in hastaligin ilerlemesinin yakindan izlenmesi esastir

(Mansour ve ark., 2023).

4.1.3.2. Makrovaskiiler komplikasyonlar

T2DM, dokuda IR ve goreceli insiilin eksikliginden kaynaklanan hiperglisemi ile
karakterizedir. 2021 yilina ait tahminler, diinya ¢apinda yaklasik 537 milyon kisinin T2DM'ye
sahip oldugunu gostermektedir. Bu rakamin 2045 yilina kadar %46 oraninda artarak 783
milyona ¢ikmas1 beklenmektedir. Tiim T2DM vakalarinin yarisindan fazlasi (296 milyon) Bat1
Pasifik ve Giineydogu Asya bolgelerinde meydana gelmektedir. Koroner arter hastaligi (KAH),
serebrovaskiiler hastaliklar, KY ve periferik arter hastaligt (PAD) dahil olmak iizere
kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH'ler), T2DM hastalarinda en sik goriilen komplikasyonlar
arasindadir ve T2DM olmayanlara gore iki ila dort kat daha sik goriilmektedir. Mikrovaskiiler
komplikasyonlar1 olanlar da dahil olmak iizere T2DM'li hastalarda ateroskleroz daha hizlh
gelisir ve bu durum siklikla KVH’lerin erken gelismesine yol agar (\Wong ve Sattar, 2023).
DM'li kisilerde tiim 6liimlerin %65'ine KVH neden olmaktadir. T2DM'li hastalarda KVH 6nde
gelen Olim nedenidir (%70). DM'li bireyler yas, obezite, tiitlin kullanimi, dislipidemi ve
hipertansiyon gibi risk faktorlerinin diizeltildigi durumlarda dahi DM'li olmayan bireylere
kiyasla KVH icin 4 kat daha fazla risk altindadir. Bu risk faktorleri DM'de yaygin olsa da veriler
DM'nin KVH i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugunu da gostermektedir (Sakran ve ark., 2022).
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DM’ye metabolik anormallikler, ventrikiiller yeniden sekillenme, oksidatif stres ve otofaji eslik
eder. IR ile karakterize olan T2DM, kalic1 hiperglisemi, IR, hipertansiyon ve oksidatif strese
bagli olarak kalp yapisini ve fonksiyonunu degistirir. Serbest radikallerin artmasina bagli olarak
hiicre hasarlari, mitokondriyal disfonksiyonlar meydana gelir. Yiiksek glukoz (YG) maruziyeti
de mitokondri hasarina ve oksidatif stresin artmasina neden olur. YG seviyelerinin hiicre
canliligimi azaltabilecegi; reaktif oksijen tiirleri (ROS), malondialdehit (MDA) ve azalmis
stiperoksit dismutaz (SOD) seviyelerini artirabilecegi bilinmektedir (Jakubik ve ark., 2021,
Tang ve ark., 2018). YG’ye maruz kalan kalp hiicrelerinde hiicre liimii ve inflamasyon
kaskadin1 baslatan olaylar da aktive olur. ROS firetimi ve siipliriilmesi arasindaki dengenin
bozulmas1 sonucunda oksidatif stres meydana gelir ve sinyallesmenin bozulmasi sonucunda
kasilma kusurlari, ileri glikasyon son iiriinleri (IGU)’nin artisi ve kalsiyum dengesinin
bozulmasi gibi birgok patolojiyi beraberinde getirir (Costantino ve ark., 2016; Jeyabal ve ark.,
2016). Serbest radikallerin neden oldugu hasara ek olarak bir diger yaklagim kalp hiicrelerinde
hiperglisemiye bagli yag asitlerinin hiicreye aliminin artmasi olarak karsimiza cikar.
Hiperglisemi kaynakli ortaya c¢ikan YG toksisitesi ve lipotoksisite KY gibi KVO’nun
gelismesine neden olur (Li ve ark., 2019). Dolayisyla IR, glukoz metabolizmasindaki
degisiklikler, oksidatif stres, lipit homeostazisi, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, IGU

2"un yanhs kullanimi, artan inflamasyon ve artan yag

reseptorlerinin (IGUR) olusumu, Ca
asitleri tiikketimi gibi ¢esitli mekanizmalar kalbi etkiler. DM’de artan kan basinc, IR ve oksidatif
stres, hastalik ilerledik¢e kalbin yeniden yapilanmasina neden olur. Hastaligin ilerlemesini
yavaglatmak i¢in Anjiyotensin Donistiiriicii Enzim (ACE) inhibitorleri, DPP-4 inhibitorleri ve
anjiyotensin reseptor blokerleri (ARB) gibi adjuvan tedavi tercih edilir. Mevcut terapotik
stratejilerin DM ile iliskili kardiyovaskiiler komplikasyonlarin tedavisinde yeterli olmadigi
bildirilmistir (Bugga ve ark., 2022).

Ancak tedavi agisindan bakildiginda son yillarda T2DM ilact olan SGLT2 inhibitérlerinin KY
ve KVO riskini azalttifi gosterilmistir ancak T2DM’li kalpteki koruyucu etkilerine dair

mekanizmalar heniiz aydinlatilmamistir (Li ve ark., 2019).

4.1.4. Diyabetes Mellitus hayvan modelleri

DM’nin patogenezini anlamak ic¢in tam olarak karakterize edilmis ve klinik olarak iliskili
hayvan modellerinin varlig1 hayati role sahiptir. Bu modeller sayesinde hayvanlar genetik ve
fonksiyonel olarak birlestirilmis etki ile insanlarda direk ilag arastirmalarinin yerini alir. T2DM
bozuklugunu daha 1yi anlamak, patofizyolojisini ve komplikasyonlarini géstermek ve T2DM'yi
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daha etkili ve daha 1yi terapotiklerle tedavi etme amacina ulagsmak i¢in bir¢ok hayvan modeli
gelistirilmistir. Bu hayvan modellerinde indiiklenen semptom kaliplar1 genellikle obezite,
bozulmus glukoz toleransi, IR ve obezitenin T2DM gelisimi ile yakindan iliskili oldugu insan
durumunu yansitan B-hiicre modellerini igerir. Hem genetik olarak spontan hem de deneysel
olarak indiiklenen diyabet modelleri mevcuttur (Yang ve ark., 2020). DM modellerini deneysel
olarak indiiklemek i¢in kimyasallar, viral ajanlar, insiilin antikorlar1 ve cerrahi yontemler
kullanilmaktadir (Rais ve ark., 2022). Siganlarda ¢alismalarda kullanilan ve optimize edilmis
T2DM modelleri oldukga fazladir;

1. Monogenik modelde genellikle leptin sinyalizasyonu hasarlidir (Leprdb/db faresi ve Zucker
Diabetic Fatty (ZDF) sicani1 gibi).

2. Poligenik modelde obezite, glukoz intolerans1 ve DM gibi gesitli genotiplerin ve
duyarliliklarin ¢aligilmasina olanak tanir (C57BL/6J fare susu).

3. Kimyasal indiikli T2DM model IR'nin yani sira pankreasta PB-hiicre fonksiyonu ve
kiitlesindeki kusurlarla giiclii bir sekilde iliskilidir. Bdylece insiilinin glukoz, lipid ve protein
metabolizmasi tlizerindeki kritik diizenleyici etkisini engelleyerek karakterize edilen hastalik
olusumunu hizlandirir.

Genetik olmayan modellerin en dnemli avantaji arastirmacilarin insanda yavag gelisen T2DM
patogenezine benzeyecek sekilde dzellestirebilmeleridir; bu siire¢ glukoz intoleransina, IR'ye,
kompanse etmek i¢in insiilinin agir1 salinimina ve kismi B-hiicre 6liimiine kadar devam eder
(Fang ve ark., 2019). Kimyasal indiiklii T2DM modelinin bir 6rnegi de STZ/NA T2DM

modelidir.

4.1.4.1. Streptozotosin/Nikotinamid indiiklii Tip 2 Diyabetes Mellitus modeli

DM baslatmak igin en ¢ok tavsiye edilen ve hizli metodlar STZ ve alloksan gibi kimyasallar
kullanmaktir. STZ alloksana kiyasla daha iyi bir diyabetojenik ajandir. Alloksanin sadece
T1DM’e neden olmasi, siganlarda yliksek 6liim oranina ve ketozise neden olmasi gibi bir¢ok
dezavantaji vardir. Ayrica, B-hiicrelerine kars1 seciciligi daha azdir ve meydana gelen DM nin
geri donilistimii oldukca hizlidir. STZ, hem tip 1 hem de tip 2 diyabeti indiiklemek i¢in
kullanilabilir. STZ hayvanlarda hiicre 6liimiine yol acan genotoksik davranisini, DNA sarmal
kirtlmalari ile hiicresel hasara neden olabilen glukoz tastyici-2 (GLUT2) yoluyla pankreatik f3-

hiicrelerinde nikotinamid adenin diniikleotidin (NAD") indirgenmesi yoluyla ger¢eklestirir.
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Streptozotosin(STZ)
&=

Soluk, sari renkli toz.
Molekiil agirhgi; 265 g/mol. TR
-20 °C de koyu viallerde saklanir. A

!

Tip 1 Diyabetes Mellitus Tip 2 Diyabetes Mellitus

+ Tek yliksek doz STZ « Yiiksek yagh diyet (HFD)/ diislik doz STZ model
(45-65 mg/kg) HFD (2 hafta boyunca %40-60 oraninda yagdan
* Coklu diisiik doz STZ olusan total kalori)/ STZ (25-35 mg/kg)
(5 gin boyunca 15 mg/kg) « STZ-nikotinamid (NA) model
55 mg/kg STZ uygulamasindan 15 dakika énce 100
mg/kg NA enjeksiyonu
Yy, * STZ-fruktoz model
2-4 hafta fruktoz (icme suyunda %10-40 arasi)
verilmesinin ardindan STZ (30-40 mg/kg;i.p.)
uygulamasi

Sekil 1. Streptozotosin kullanilarak olusturulan Diyabetes Mellitus modelleri (Ghasemi A., ve Jeddi S.
2023’den yararlanilarak hazirlanmstir.)

NA, NAD"nin biyokimyasal Onciisiidiir ve bir poli-ADP-riboz-polimeraz-1 (PARP-1)
inhibitoriidir. NAD", adenosin trifosfat (ATP) tiretimi ve diger birgok metabolik yol i¢in
onemli bir redoks reaksiyonu ko-enzimidir. Agirt DNA hasari, PARP-1'in asir1 aktivasyonuna,
hiicresel kaynaklarin kaybina ve nekrotik hiicre 6liimiine katkida bulunur. NA'nin pankreatik
B-hiicrelerini STZ'min ciddi sitotoksisitesine kars1 koruyabildigi gosterilmistir. STZ-NA
modelinin, T2DM’yi tetiklemek i¢in STZ'nin B-sitotoksik etkisine karsi kismi koruma saglama
konusunda NA'nin yeterliligine bagli oldugu sonucuna varilmistir (Furman, 2021; Rais ve ark.,
2022).
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Sekil 2. Nikotinamid ve Streptozotosinin etki mekanizmasi

4.1.5. Tip 2 Diyabetes Mellitus tedavisi

T2DM’nin altinda yatan mekanizmalarin anlasilirligi arttikca T2DM i¢in kullanilan tedavi
seceneklerinin sayist da artmistir. T2DM hastalar ciddi fizyolojik stres durumlari altinda
kalmadik¢a yasamlari boyunca insiilin tedavisine ihtiyag duymazlar (Banday ve ark., 2020).
T2DM’nin tedavisinde insiilin bazli olmayan geleneksel oral tedavi segenekleri arasinda
stilfoniliireler (insiilin sekretagoglari), biguanidler (hepatik glukoz iiretimini azaltirlar),
peroksizom proliferatorii ile aktive edilen reseptor-y (PPARYy) agonistleri (insiilinin etkisini
artirir); a-glukosidaz inhibitorleri (bagirsakta glikoz emilimini engeller) yer almaktadir. Diger
antidiyabetik ilaglar gizli mimetikler, amilin analoglari ve SGLT2 inhibitérleridir (Padhi ve
ark., 2020; Xu ve ark., 2022). Bu ilag siniflari monoterapi olarak uygulandigi gibi birbirleri ile
kombine halde de verilebilirler. Ilaglarin klinik basarilarinm yiiksek diizeyde olduklar:
bildirilmistir (Xu ve ark., 2022). Tablo 3’ de oral antidiyabetikler ve etkinliklerine dair bilgiler

yer almaktadir.
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Tablo 3. Oral antidiyabetik ilaglar

Tiazolidindionlar

PPARy agonistler; rosiglitazon,
pioglitazon ve siglitazon

PPARa/y  agonistler;  muraglitizar,
tesaglitazar, aleglitazar, ragaglitizar,

naveglitazar ve saroglitazar

ILAC SINIFLARI ILACLAR ADVERS ETKILER
Insiilin
Duyarhlastiricilar ) ) ) . .
Metformin, fenformin, buformin Laktik asidoz ve
Biguanidler gastrointestinal yan etkiler

Kardiyovaskiiler riskler,
mesane kanser, su tutulumu,
kilo kayb1 ve hepatitis

Gastrit ve asthenia

insiilin Salgilaticilar

Siilfoniliireler 1. kusak; tolbutamid, klorpropamid, | Hipoglisemi,  fotosensitivite,
tolazamid, asetoheksamid kilo kaybi, dokiinti,
kardiyovaskiiler riskler ve
2. kusak; glibenklamid, glipizid, | kemik iligi hasari.
glimepirid
Meglitinidler o o Hipoglisemi, kardiyovaskiiler
Repaglinid, nateglinid riskler ve kemik iligi hasart.
o-glukozidaz Akarboz, vogliboz, miglitol Gastrointestinal etkiler,
inhibitorleri inflamatuar barsak hastaliklari,
hepatitis
Inkretin Bazh
Tedaviler
Lixisenatid, dulaglutid, liraglutid, | Gastrointestinal etkiler,
Glukagon benzeri | exenatid pankreatit, kanser riski ve
peptid-1 (GLP-1) kardiyovaskiiler olaylar
agonistleri
Sitagliptin, vildagliptin, saxagliptin,
linagliptin,  alogliptin,  gemigliptin, | Pankreatit, akut hepatit, bobrek
Dipeptidil peptidaz-4 | anagliptin,  teneligliptin,  alogliptin, | hasar1 ve kanser riski.
(DPP-4) inhibitorleri trelagliptin ve omarigliptin
Sodyum-glukoz _ortak | Kanagliflozin, dapagliflozin, | Glukoziiri, iiriner ve genital
tasiyiet 2 (SGLT?2) | empagliflozin, ertugliflozin. sistem  enfeksiyonlart  ve
inhibitorleri dehidratasyon

Amilin Agonistleri

Pramlinitid

Hipoglisemi ve alerji

17




Amerikan Klinik Endokrinologlar Birligi (AACE) ve Amerikan Diyabet Birligi (ADA)
kuruluglar1 tercihen ilk basamak tedavi metformin olmak iizere monoterapi ile beraber yasam
tarzi degisikliklerini 6nermistir (Xu ve ark., 2022). Ancak ADA ve Avrupa Diyabet Caligmalari
Dernegi'nin (EASD) 2022'deki fikir birligi raporu, T2DM'li hastalar i¢in, onlarin 6zel kosullari
ve tercihleri dikkate alinarak daha kapsamli ve bireysellestirilmis tedavi seceneklerini
onermektedir. 2018'den once metformin, T2DM tedavisi i¢in ADA ve EASD'nin goriis
beyaninda Onerilen birinci basamak tedavi secenegi iken bu strateji son yillarda degisiklik
gostermistir. SGLT2 inhibitorlerinin ve GLP-1 reseptor agonistlerinin klinik ¢aligmalarda,
glisemik kontroliin 6tesinde, kardiyorenal sistem organlarini daha iyi korudugu gosterilmistir
ve hastalarin metabolik durumlarina gore ilk sirada yer almaya baglamislardir (Chong ve ark.,
2024).

4.1.5.1. Diyabetes Mellitus tedavisinde yeni gelismeler

T2DM giderek yayginlagsmasiyla birlikte mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar
hayati tehdit eden en 6nemli risk faktorleri haline gelmistir. T2DM tedavisinde son zamanlarda
olduk¢a onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Rejimler tedavi yontemine, ilaglarin tiirline ve
etkisine, organlarin korunma derecesine ve elde edilen kilo kaybina goére farklilik
gostermektedir. Tedavi rejimleri ile ilgili gelismeler komplikasyonlar1 —azaltmay1
hedeflemektedir. Bu ilerlemeler sayesinde T2DM'li bireylerin yasam kalitesini iyilestirmek
hedeflenmektedir (Chong ve ark., 2024). HbA1C ve viicut agirliklarinin degisimini de baz
alarak tasarlanan ve giincel olarak faz asamalarinda calisilan ilag Ornekleri asagida yer

almaktadir.

e GIP/GLP-1 dual agonistleri

Tirzepatid ¢ok fonksiyonlu bir peptiddir. Dogal gastrointestinal peptid (GiP) dizisinin, GIP ve
GLP-1 reseptorlerine baglanmasina izin verecek sekilde degistirilmesiyle tiretilir. Bir C20 yagh
diasit kismi i¢eren 39 amino asitli dogrusal bir peptiddir. Ortalama yar1 émrii yaklasik 5 giin
(116,7 saat) oldugundan haftada bir kez dozlam miimkiindiir. /n vitro olarak tirzepatid, GIP
reseptorii i¢in dogal GIP'e benzer bir potansiyele ve afiniteye sahiptir. Ayrica GLP-1 reseptorii

icin dogal GLP-1'e gore biraz daha zayif bir etki ve afiniteye sahiptir
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e  Amilin/GLP-1 ikili reseptdr agonistleri

Amilin, besin alimina yanit olarak B-hiicrelerinden insiilin ile birlikte salgilanan bir pankreatik
adacik hiicre hormonudur. Yemek sonrasi glukagonu baskilar ve mide bosalmasini geciktirir.
Kagrilintide, monoterapi olarak deri altindan uygulanan ve uzun etkili GLP-1 resept6r agonisti
semaglutid ile kombinasyon halinde kullanilan, haftada bir uygulanan uzun etkili amilin
analogudur (Frias ve ark., 2023; Jastreboff ve Kushner, 2023).

e GiP/glukagon/GLP-1 iiclii reseptdr agonistleri

Glukagon, pankreas adaciklarimin alfa hiicrelerinden salgilanan ve glikojenolizi ve
glukoneojenezi uyaran 29 amino asitli bir peptittir. Glukagon normal bir fizyolojide kan
glukozunu artirir, bu nedenle T2DM tedavilerinin hedefi antagonizmdir. Ancak GLP-1
agonistlerinin ve GIP-GLP-1 agonistlerinin viicut agirligini azaltici etkisini ortadan kaldirmak
amactyla enerji alimini azaltmak ve enerji harcanmasini artirmak icin bu tedavilere glukagon
eklenmistir. Retatrutid, haftada bir kez intravendz olarak uygulanan GIP/GLP-1/glukagon

reseptoriiniin iiclii hormon agonistidir (Jastreboff ve Kushner, 2023; Rosenstock ve ark., 2023).

e Oral, peptit olmayan GLP-1 reseptor agonisti

Orforglipron, T2DM'"in tedavisinde kullanilan, peptit olmayan GLP-1 reseptor agonisti
smifinin kiigiik bir molekiilidiir. Klinik oncesi ve erken klinik ¢aligmalarda Orforglipron
olumlu bir oral biyoyararlanim (%20-40) ve farmakokinetik profil (doza bagh olarak 29-
49 saatlik bir yarilanma omrii ile) sergiler. Orforglipron, T2DM ve obezitenin tedavisi i¢in

gelistirilmektedir (Jastreboff ve Kushner, 2023).

Yeni gelismelere dair klinik ¢aligmalarin sonuglarini igeren veriler Tablo 4’de yer almaktadir.
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Tablo 4. Besinle uyarilan hormonlarla ilgili Tip 2 Diyabetes Mellitus (faz 2 denemeleri) ve Tip 2
Diyabetes Mellitus olan obez (faz 3 denemeleri) bireyler i¢in klinik denemeler (Chong ve ark.,
2024’ten yararlanilarak hazirlanmistir.)

Klinik Faz 3 Faz 2 Faz 2 Faz 2
Calisma 2.Asama
tamamlandi
Referans Lancet 2023; Lancet 2023; Lancet 2023; Lancet 2023;
402:613-626. 402:720-730. 402:529-544. 402:472-483.
Karsilastirma | Tirzepatide (15 mg) | -2.4 mg 12 mg retatrutide | Oral orforglipron
plaseboya kars1 kagrilintid/ 1,5mg 1,5mg
2,4 mg semaglutid | dulaglutide ve dulaglutide ve
kombinasyonu plaseboya kars1 plaseboya karsi
-2,4 mg
semaglutid ve -
2,4 mg
kagrilintide kars1
Viicut agirhgr | —14.7% -15.6% —16.94% —10.1
degisimi ~3.2% -5.1% ~2.02% -3.9
ABW
( ) —8.1% —3.00% —2.2kg
Calisma siiresi | 72 hafta 32 hafta 32 hafta 26 hafta
HbAlc —2.2% —2.02% —2.10%
degigimi ~1.8% ~1.41% ~1.10%
AHbAIC
( ) —0.9% —0.01% —0.43%

Yeni tedavi rejimleri calisilirken glisemik kontroliin saglanamadigi T2DM’li bireylerde

glisemik kontrolii saglayabilmek amaciyla insiilin analoglari da c¢alisilmaktadir. Yeni

antidiyabetik tedaviler sayesinde 6nemli bir kilo kayb1 meydana gelir ve organlarin korunmasi

saglanir ancak T2DM tedavisinde asil amaglanan glisemik kontroliin saglanmasidir. Insiilin,

T2DM'li bireylerde geleneksel antidiyabetik ajanlar kullanilarak kontrol edilemeyen kan

glukozunun kontroliinde 6nemli bir rol oynar. Mevcut bazal insiilin formiilasyonlar1 son derece

etkilidir ve onceki nesil insiilinlerle karsilastirildiginda hipoglisemi riskinin azalmistir, ancak

yine de giinliik doza uyumla ilgili gligliikler mevcuttur ve bu da zayif glisemik kontrolle

iliskilidir.
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e Insiilin icodec

Haftada bir kez yapilan bazal insiilin enjeksiyonlarinin, hipoglisemi riskinin diisiik kalmasi
kosuluyla klinikle ilgili durumlar1 azaltacagi, tedaviye uyumu arttiracagi ve hastalarin yasam
kalitesini iyilestirecegi tahmin edilmektedir. Insiilin icodec, albiimine giiglii geri doniisiimlii
baglanmaya izin veren ve insiilin reseptorii i¢in afinitenin azalmasina ve insiilin reseptorii
aracilt klerensin azalmasina yol agan, bir C20 yag diasit yan zinciri ile agillenmis bir instilin
analogudur. Kararli durum farmakodinamik modeli, hipoglisemik etkilerin 7 giinliik dozlama

periyodu boyunca esit sekilde dagildigin1 gostermektedir (Chong ve ark., 2024).
e Ko-insiilin

Insiilin direncinin molekiiler temelini inceleyen bir ¢alismada arastirmacilar, insiilin
reseptoriinden ziyade insiiline spesifik olarak baglanan kii¢iik bir molekiil olan Ko-insiilin'i
tanimladilar. Bu 222 Da molekiilli, insiilinin A zinciri iizerindeki spesifik bir bolgeye
baglanarak A ve B zincirleri arasindaki etkilesimi baslatir ve insiilin reseptoriinii aktive eder.
Bu aktivasyon bir dizi olay: tetikler: insiilin reseptdrii otofosforilasyonu, insiilin reseptor
substrat proteinlerinin fosforilasyonu ve "Ani" ve "Gecikmeli" yanitlarla insiilinin etkisi. 'Acil’
yanit, GLUT4 aracili gegeklesen ve fosforile edilmis bir insiilin reseptor substrat molekiiliiniin
etkiledigi bilinen hipoglisemik etkiyi igerir. Tersine, 'Gecikmis' yanit, fosforile edilmis instiilin
reseptOriiniin spesifik fragmanlarinin niikleer girisini igerir ve bu, potansiyel olarak baska bir
fosforile edilmis insiilin reseptdr substrat tarafindan kolaylastirilir. Daha da 6nemlisi, Ko-
Insiilin yalnizca insiilin sinyal olaylarin1 baslatarak islev goriir. Bu dncii calisma, benzer kiigiik
molekiillerin, memeli sistemindeki diger peptit hormonlarinin eylemlerine aracilik etmede rol
oynaylp oynamadigi sorusunu giindeme getiriyor. Bu arastirma yeni diyabet ilaclarmin

gelistirilmesine yol agabilir (Thampan ve ark., 2020).

21



4.2. Sodyum Glukoz Ortak Tasiyici-2 Inhibitorleri

SGLT2, bobregin proksimal kivrik tiibiiliiniin 1. segmentinde yer alir ve siiziilen glukozun
yaklasik %90'min yeniden absorbsiyonuna katkida bulunur. SGLT2 inhibitdrleri, bobreklerin
proksimal tiibiillerinde tiriner glukozun yeniden absorbsiyonunu etkili bir sekilde azaltir ve
boylece kan glukoz konsantrasyonu azalarak siire¢ glukoziiri ile sonuglanir (Attachaipanich ve
ark., 2022).

Empagliflozin, dapagliflozin, kanagliflozin, ertugliflozin, sotagliflozin, iprafgliflozin,
luseogliflozin ve tofogliflozin bu mekanizma ile etki gosteren SGLT-2 inhibitorii ilaclardir.
Halihazirda hem Avrupa ilag Ajansi (EMA) hem de Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan lisanslanan dordii: kanagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin ve ertugliflozindir.
Sotagliflozin (hem SGLT1 hem SGLT2 inhibitorii), Avrupa'da TIDM’li hastalarda kullanim

i¢in onaylanmustir, ancak klinik kullanima sunulmamistir (Cowie ve Fisher, 2020).

SGLT2 inhibitorleri ortak ve farkli ozelliklere sahiptir. Ornegin; EMPA’nin (2500 kat),
SGLT1’e kiyasla SGLT2’ye afinitesi DAPA (1200 kat) ve kanagliflozin (250 kat) ile
karsilastirildiginda SGLT2 reseptorleri i¢in en yiiksek segicilige sahiptir (Nakhal ve ark., 2022).
SGLT inhibitorlerinin temel farmakokinetik ozelliklerinin karsilastirilmasi Tablo 5°de yer

almaktadir.

22



Tablo 5. Sodyum Glukoz Ortak Tasiyici inhibitorlerinin farmakokinetik 6zelliklerinin karsilagtirilmasi

(Williams ve ark., 2021°den yararlanilarak hazirlanmstir.)

ilac (doz) Yarilanma | Oral Dagilim | Plazma Metabolizm | SGLT2
omrii (saat) | biyoyararla | hacmi protein a ve | seciciligi
nim (%) (L) baglanma | eliminasyon | (SGLT1’e
s1 (%) kiyasla)
Kanagliflozin | 10,6-13,1 65 83,5 98 Hepatik ~250 kat
(100-300 mg) konjuge
Bobrekten
eliminasyon
Dapaglifiozin | 12.9 78 118 91 Hepatik ~1200 kat
(5-10 mg) konjuge
Bobrekten
eliminasyon
Empagliflozi | 12,4 60 73,8 86,2 Hepatik ~2500 kat
n konjuge
(10-25 mg) Bobrekten
eliminasyon
Ertugliflozin | 16,6 100 85,5 93,6 Hepatik ~2000 kat
(5-15 mg) konjuge
Bobrekten
eliminasyon
SGLT:Sodyum-glukoz ortak-tasiyici
SGLT inhibitorleri, bobrek glomeriillleri tarafindan siiziilen glukozun yeniden

absorbsiyonundan sorumlu olan proksimal tiibiilde SGLT-2 ve distal tiibiilde SGLT1 adin1 alan
tastyicilar1 bloke ederek etki gosterirler. Artan veriler SGLT inhibitorlerinin 6zellikle KY ve
DM olan hastalarda glisemik kontroliin de 6tesinde kardiyovaskiiler yararlar sagladigini
gosterir (Sekil 3) (Cowie ve Fisher, 2020). Reseptorlere segicilik diginda klinik farklartyla ilgili
bir diger 6rnek EMPA klinikte kalple ve bobrekle ilgili olaylarda onay almigken diger bir
SGLT2 inhibitérii olan DAPA’nin kardiyovaskiiler giivenligi tanimlanmamistir ancak
kardiyovaskiiler 6liimleri ve KY kaynakli hastane yatislarini azalttigi gosterilmistir (Paschou
ve Alexandrides, 2019).
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SGLT-2 inhibisyonu

Natrilirez ve dokuda sodyum tutulumunun degismesi Glukoziiri |
1 1 1 1
Tubuloglomeriiler Plazma hacmive Sistemik kan Gelismis damar
feedback kardiyak ényiik § basinci § fonksiyonu
Plazma glukoz seviyeleri S oane w
] ve glukoz toksisitesi = IGU-IGUR
(eger hiperglisemikse) ' sinyali
\ g
Glomeriiler afferent Hematokrit Viicut kiitlesi ve ‘
arteriolar vazokonstriksiyon Plazma iirik asit visseral yag
seviyeleri
Keton cisimcigi tretimive
-4 keton metabolizmasi ‘
intraglomeriiler hipertansiyon > inﬂamasyon ve ‘
intraglomeriiler hiperfiltrasyon l > oksidatif stres
Albiiminiiri | eGlR § Kalp yetmezligi dekompansasyonuve hastaneye yatisriski 4

Sekil 3. SGLT2 inhibitorlerinin kardiyovaskiiler yarar ile iliskili sema (Cowie & Fisher, 2020’ den yararlanilarak hazirlanmistir.) SGLT2: Sodyum-glukoz ortak
tastyic1-2; IGU:Ileri glikasyon son iiriinleri; IGUR: Ileri glikasyon son iiriinlerinin reseptorii; eGFR: Glomeriiler filtrasyon hizi.
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4.2.1. Empagliflozin

EMPA 2014 yilinda onaylanmistir (Avrupa'da Mayis 2014, ABD'de Agustos 2014). EMPA,
SGLT2 i¢in SGLT1'e gore en yiiksek secicilige sahip (>2.500 kat) SGLT?2 inhibitoridiir. Ayrica
metformin ve linagliptin ile kombinasyonu da mevcuttur. Onerilen doz, sabahlari, yemekle
birlikte veya yemeksiz, glinde bir kez 10 mg'dir ve giinde bir kez 25 mg'a kadar titre edilebilir.
EMPA’nin biyoyararlanimi1 hakkinda sadece 6n veriler mevcut olup yaklasik %75 civarinda
oldugu goriilmektedir ve yemeklerden Once veya sonra alinabilmektedir. EMPA oral
uygulamadan sonra hizla emilir (Tmax 1,5 saat), proteinlere %86 oraninda baglanir ve yarilanma
omrii (T12) 13 saattir, bu da onu giinde tek doz uygulamaya uygun hale getirir. Ayrica T2DM
tedavisinde yaygin olarak kullanilan diger ilaglarla herhangi bir etkilesim bildirilmemistir.
EMPA, hem fekal (%40) hem de renal (%55) yolla elimine edilir. EMPA, kronik bobrek
hastaliginda (evre 2-3) iyi tolere edilir ve sadece evre 4'te bir miktar hipoglisemiye neden
olmaktadir. Hamilelik veya emzirme déneminde kullanimi 6nerilmemektedir (Garcia-Ropero
ve ark., 2018). Hipoglisemi riskinin diisik olmasi ve kilo verdirici oOzellikleri ile
kardiyovaskiiler faydalar1 olan EMPA metformine alternatif ilk ila¢ olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Birden fazla randomize kontrollii ¢alismada plaseboya kiyasla HbAlc, AKG ve
sistolik kan basinc1 (SBP)’nda azalma ile beraber kilo kayb1 sagladigi gosterilmistir (Xu ve ark.,
2022). EMPA’nin, diyabetik popiilasyonda diyabetle iliskili kalp hastaliginin ilerlemesini
onledigi gosterilmistir. DM ve diyabetle iliskili olmayan kalp hastaliklarinda EMPA ile ilgili
¢ok sayida calisma bulunmaktadir. EMPA'nin kardiyoprotektif mekanizmalari, STZ ile
indiiklenen DM, yiiksek yagh diyet (HFD) ile indiiklenen T2DM, HFD + diisiik doz STZ gibi
cesitli hayvan modellerinde IR, kardiyak fibroz, oksidatif stres, metabolik diizenleme ve
mitokondriyal biyogenez sinyal yolaklarina etkileri {izerinden degerlendirilmistir. Giiniimiiz
beslenme ve yasam tarzi degisiklileri nedeniyle meydana gelen DM ve ayni sekilde DM iliskili
artan kalp sorunlart EMPA’nin kalpteki koruyucu etkisinin agiga ¢ikarilmasini elzem hale
getirmistir (Bugga ve ark., 2022).

4.2.2. Dapagliflozin

DAPA, diinyada onaylanan ilk SGLT?2 inhibitoriidiir (Avrupa, Kasim 2012; ABD Ocak 2014).
Tek basina oldugu gibi metformin ve saksagliptin ile kombinasyon halinde mevcuttur.
Baslangi¢ dozu 5 mg'dir ve 10 mg'a ytikseltilebilir. DAPA, SGLT?2 i¢in SLGT1'e gore yaklasik
1.200 kat daha secicidir. DAPA’nin biyoyararlanim1 %78'dir ve yiiksek yagli bir yemekle
degismemektedir, dolayisiyla 6glinlerden bagimsiz olarak alinabilme imké&ni sunmaktadir.
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DAPA oral uygulamadan sonra hizla emilerek, 1-1,5 saat sonra maksimum plazma seviyelerine
(Tmax) ulasir. Plazma proteinlerine %78 oranda baglanir ve yarilanma 6mrii (T12) 13 saattir, bu
da DAPA’y1 giinde bir kez kullanima uygun kilmaktadir. Ayrica T2DM tedavisinde yaygin
olarak kullanilan diger ilaclarla da herhangi bir etkilesim bildirilmemistir. Orta-agir bobrek
yetmezIligi olan hastalarda, diyaliz durumlarinda, >75 yas, gebelik durumunda veya emziren
hastalarda onerilmemektedir. Agir karaciger yetmezligi olan hastalarda ise ilaca giinde bir kez

5 mg olarak baslanmalidir (Garcia-Ropero ve ark., 2018).

SGLT2 inhibitorleri, kardiyovaskiiler hastaliklarda diger hipoglisemik ajanlara gore {istlinliik
gostermistir. Oldukea secici bir SGLT2 inhibitorii olan DAPA, T2DM'ye karsi etkili bir tedavi
olarak kullanilmakta ve diyabetik nefropati gelisimini de engellemektedir. Calismalar
DAPA’nin hem kardiyovaskiiler 6liim hem de KY nedeniyle hastaneye yatis oranini azalttigini
kanitlamistir. Son zamanlarda DAPA'nin miyokardiyal NLRP3 inflamatuar aktivasyonunu
azalttig1 ve ob/ob T2DM farelerinde sol ventrikiiler ejeksiyon fraksiyonunun siddetlenmesini
tyilestirdigi kanitlanmistir (Chen ve ark., 2020; Xing ve ark., 2021). Arow ve arkadaslar
DAPA'nin db/db T2DM farelerinde ve izole kardiyomiyositlerde miyokardiyal inflamasyonu
ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) tretimini azalttigin1 bildirmistir. Bu veriler DAPA’nin anti-
inflamatuar ve anti-oksidatif stres yoluyla diyabetik kardiyomyopati tedavisinde potansiyel bir
ajan oldugunu gostermektedir. Ancak DAPA tedavisinin miyokardiyal ROS seviyelerinin
azalmasina neden olan molekiiler mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamistir (Arow ve ark.,

2020; Xing ve ark., 2021).

ROS igeriginin artmasi olarak tanimlanan oksidatif stres, ROS iiretimi ile antioksidan savunma
sistemi arasindaki dengesizlikten kaynaklanir ve kardiyovaskiiler hastaliklarin ilerlemesi
olduk¢a onemli bir role sahiptir. NADPH oksidazlar (NOX'ler), ROS iireten ve diyabetik
kardiyomyopatili kalpte arttigi bilinen anahtar enzimlerdir. DAPA’nin, NADPH oksidazlari
kisitlayarak ve/veya siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (KAT)
gibi  antioksidan enzimleri diizenleyerek diyabetik  kardiyomyopatiyi iyilestirip

iyilestirmedigini gosteren kanitlar azdir (Xing ve ark., 2021).

4.3. microRNA

[Ik mikroRNA (miRNA), lin-4, 1993 yilinda Ambros ve Ruvkun isimli bilim adamlari
tarafindan Horvitz'in laboratuvarinda Caenorhabditis elegans'ta kesfedilmistir. Bu durum,

molekiiler biyoloji alaninda devrim niteliginde bir etki uyandirmistir (O'Brien ve ark., 2018).
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miRNA'lar, hem protein translasyonunu inhibe ederek hem de mRNA bdliinmesini tesvik
ederek gen ekspresyonunu baskilayan kiiclik ve, kodlayici olmayan yaklasik 22 niikleotidli
RNA molekiilleridir (Ho ve ark., 2022; Zhou ve ark., 2014). Bir miRNA'nin ¢ok asamali
biyogenez siireci ¢ekirdekte baslar ve sitoplazmada biter (Sekil 4). miRNA'lar, ¢ekirdekte RNA
polimeraz II enzimleri tarafindan transkripsiyona ugrayarak kopyalanir ve bir veya daha fazla
sa¢ tokas1 yapisina benzeyen birincil miRNA (pri-miRNA)’lar olusur. Pri-miRNA’lar 5’cap ve
3’poli A kuyrugunun yer aldig1 3-4 kb uzunlugunda tek iplikli yapilara sahiptir (Mencia ve ark.,
2023; Albayrak, 2022). Cogu miRNA, DNA dizilerinden birincil miRNA'lara (pri-miRNA'lar)
kopyalanir ve oncii miRNA'lara (pre-miRNA'lar) ve olgun miRNA'lara (mature miRNA)

islenir.
Cekirdek RNA POLIMERAZII
miRNA geni
\ Transkripsiyon
(@ il
pre-miRNA
il by
T
Olgun
[ miRNA
/ mRNA'ya\
baglanir
5 5
LLLLCLLEELE TR " MRNA |
mRNA degredasyonu Translasyonun aktivasyonu
Sitoplazma

Sekil 4. microRNA’nin biyogenezi (Winter ve ark., 2009’dan yararlanilarak hazirlanmistir.)

Cogu durumda miRNA'lar, ifadeyi baskilamak i¢cin hedef mRNA'larin 3' UTR'si ile etkilesime
girer (Ha ve Kim, 2014). Ancak miRNA'larin 5' UTR, kodlama dizisi ve gen promotorleri dahil
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olmak tizere diger bolgelerle etkilesimi de rapor edilmistir (Broughton ve ark., 2016). Ayrica
miRNA'larin belirli kosullar altinda gen ekspresyonunu aktive ettigi gosterilmistir (lantomasi
ve ark., 2023). Son ¢alismalar, miRNA'larin, ¢eviri hizin1 ve hatta transkripsiyon hizini kontrol
etmek icin farkli hiicre i¢i boliimler arasinda gidip geldigini ileri siirmektedir (Makarova ve
ark., 2016). Bazen miRNA'lar, benzer tohum bdlgelerine sahip olabilen kiimeler adi1 verilen
uzun bir transkript olarak kopyalanir ve bu durumda bir aile olarak kabul edilirler (Tanzer ve

Stadler, 2004).

miRNA'lar hayvanlarin normal gelisimi i¢in kritik 6neme sahiptir ve gesitli biyolojik siireglerde
rol oynar (lantomasi ve ark., 2023). miRNA'larin anormal ekspresyonu bir¢ok insan hastaligiyla
iligkilidir (Paul ve ark., 2018; Tiifekci ve ark., 2014). Ayrica miRNA'lar hiicre dis1 sivilara da
salgilanir. Hiicre dist miRNA'larin ¢esitli hastaliklar icin potansiyel biyobelirtegler oldugu genis
capta rapor edilmistir ve ayn1 zamanda hiicre-hiicre iletisimine aracilik eden sinyal molekiilleri

olarak da gorev yaparlar (O'Brien ve ark., 2018).

Bugiine kadar yapilan ¢ogu c¢alisma, miRNA'larin, translasyonel baskiyi ve mRNA
deadenilasyonunu ve baglik agmayi tetiklemek i¢in hedef mRNA'larinin 3' UTR'sindeki spesifik
bir diziye baglandigin1 gostermistir (Huntzinger ve lzaurralde, 2011; Ipsaro ve Joshua-Tor,
2015). miRNA baglanma bdolgeleri ayn1 zamanda 5' UTR ve kodlama dizisi dahil olmak tizere
diger mRNA bolgelerinde ve ayrica promoter bolgelerinde de tespit edilmistir (Xu ve ark.,
2014). miRNA'larin 5' UTR'ye ve kodlama bolgelerine baglanmasi, gen ekspresyonu iizerinde
susturucu etkilere sahiptir (Ryczek ve ark., 2023). Aksine miRNA'nin promotor bolgesi ile
etkilesiminin ise transkripsiyonu indiikledigi rapor edilmistir (Dharap ve ark., 2013). Ancak bu
tiir etkilesim tarzinin islevsel 6nemini tam olarak anlamak icin daha fazla caligmaya ihtiyag
vardir. Kesfedilmelerinden bu yana, ¢ok sayida miRNA tanimlanmis ve bunlarin islevlerinin
yani sira arastirma ve klinik uygulamadaki kullanimlarinin bulunmasma yonelik 6nemli

ilerlemeler de kaydedilmistir (Ho ve ark., 2022).

4.3.1. Tip 2 Diyabetes Mellitus ve miRNA arasindaki iliski

Mersey ve arkadaglart miR-29b'nin insan metabolik yolu diizenlemesindeki roliine dair ilk
kanitlart sunmuslardir (Rottiers ve Néir, 2012). Ilk olarak miR-375'in insiilin sekresyonunun
diizenlenmesindeki roliiniin kesfedilmesiyle miRNA'nin T2DM gelisimi siirecindeki etkileri
tanimlanmistir. Yakin zamanda yapilan ¢alismalar, miRNA'larin pankreas hiicresinde oldugu

gibi hedef dokular olan iskelet kasinda, yag dokusunda ve karacigerde insiilin {iretiminde ve
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insiilin fonksiyonunda rol oynadigini gostermistir. T2DM gelisimi sirasinda kan dolasiminda
yag asitleri ve glukoz gibi metabolitlerin artan seviyeleri de miRNA seviyelerindeki
degisikliklere neden olabilir (Afsharmanesh ve ark., 2023). DM’li bireylerde miR-29 ailesinden
miRNA'lar karaciger, bobrek, yag dokusu ve iskelet kasi dokusu dahil olmak iizere c¢esitli
dokularda eksprese edilir. Cok sayida kanit; miR-29a, miR-29b1, miR-29b2 ve miR-29c dahil
olmak tiizere miR-29 ailesini B hiicrelerindeki ¢esitli fonksiyonlarin anahtar modiilatorleri
olarak tamimlamistir (Latreille ve ark., 2014; Roggli ve ark., 2012). Hiperglisemi ve
inflamasyon gibi DM'nin ayirt edici ozelliklerinin miR-29 ailesi miRNA'larinin yukari
regiilasyonuna yol actifi belirlenmistir. Roggli ve arkadaglari, pankreas B-hiicrelerinin
proinflamatuar sitokinlere maruz kalmasinin miR-29 ailesi iiyelerinin ekspresyonunu ve
dolayistyla hiicre 6limiinii arttirdigini gostermistir. Bir hayvan modeli ¢alismasinda, -
hiicrelerinde inflamasyon ile miR-29 artis diizeyleri arasindaki iliski ortaya ¢ikarilmistir. Roggli
ve arkadagslarinin hayvan modelleri tizerinde yaptigi bir ¢alisma, inflamasyon ile B hiicrelerinde
mMiR-29'un asir1 ekspresyonu arasinda bir iliski oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Roggli ve ark.,
2012).

Tim bu galismalardan hareketle miRNA ve T2DM iliskisinin olduk¢a karmasik oldugu
sOylenebilir ve bu iliskiyi aciklarken tek bir normdan bahsetmek giictiir. Daha agik ifade etmek
gerekirse miRNA'lar birgok biyolojik olayda diizenleyici olarak rol oynayarak T2DM gibi
metabolik hastaliklarla 6nemli bir korelasyon gosterirler (Afsharmanesh ve ark., 2023). Bu
korelasyondaki bozulmalar hastaliklara neden olabilecegi gibi organizmada hastaliga bagli
meydana gelen degisiklikler de miRNA’larin ekspresyonlarinda bozukluklara yol agmaktadur.
T2DM sirasinda siiregelen hiperglisemi, inflamasyon, oksidatif stres ve IGUR gibi parametreler
MiRNA diizenlenmesini etkiler. Hiperglisemi ve hipergliseminin meydana getirdigi oksidatif
stres tiim miRNA ekspresyonlarini etkileyebilmektedir. Yiiksek glukoza maruz kalan diyabetik
kardiyomyopati modelinde 300’den fazla farkli miRNA’nin ekspresyonunun degistigi
gosterilmistir (Jakubik ve ark., 2021). “Hiperglisemik” veya “metabolik” hafiza olarak bilinen
fenomen dolayisiyla hiperglisemik kosullar normoglisemik kosullara ulagsa da hipergliseminin
olumsuz etkileri devam edebilir. Hiperglisemik hafizadan miRNA’lar da etkilenir ve
ekspresyonlarindaki degisiklikler normoglisemik kosullarda dahi devam edebilmektedir. Bu da
mMiRNA-gen etkilesimlerini ve ilgili sinyal yolaklarin1 kavrama noktasinda daha karmasik bir

tablo olusturur (Costantino ve ark., 2016; Jakubik ve ark., 2021).
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4.3.2. Kalp dokusu ve miRNA iliskisi

Kalp hastaliklarinin patofizyolojisindeki bir rol, miRNA'lar tarafindan geri kazanilir.
miRNA'lar, mRNA'nin tamamlayic1 sekanslari ile kusurlu baz eslesmesi yoluyla gen
ekspresyonunu diizenleyebilen, translasyonel baskiya veya transkript bozulmasina yol agan,
korunmus kodlayici olmayan yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda, tek sarmalli RNA
molekiilleridir. Yillar boyunca, bircok miRNA arastirilmis ve miyokard enfarktiisii, kardiyak
hipertrofi, aritmiler, kontraktilite kusurlar1 ve kronik KY gibi cesitli kardiyak patojenik
durumlarda yukar1 veya asagi dogru regiile edildikleri bulunmustur. miRNA'lar, neredeyse tiim
kardiyak biyolojik siire¢lerde ve c¢oklu fizyolojik fonksiyonlarda yer alan hayati post-
transkripsiyonel diizenleyiciler olarak ortaya ¢ikmaktadir. Cesitli miRNA'larin her kardiyak
patofizyolojik olay: diizenledigi ve tek bir miRNA'nin birden fazla mRNA hedefi olabilecegi
bilinmektedir. Bu gen ekspresyonu diizenleme mekanizmasi ile miRNA'lar, KY nin uyumsuz
yeniden sekillenmesinde rol oynayan aglar1t modiile etmek i¢in heyecan verici ve yeni bir
terapétik hedeftir. Ornegin; miRNA-1, miRNA-133, miRNA-378, miRNA-185 ve miRNA-155
anti-hipertrofik kardiyak etkiler gosterirken miRNA-208 ailesi miRNA-212/132, miRNA-23
ve MiIRNA-199'un kardiyomiyosit hipertrofisini destekledigi gosterilmistir. Ayrica miRNA-
133, miRNA-21, miRNA-30 ailesi, miRNA-138, miRNA-499 ve miRNA-181c'nin
miyokardiyal hiicre apoptozunu indiikledigi, miRNA-28'in ise kardiyomiyositlerde
antiapoptotik bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Mascolo ve ark., 2022). Ek olarak, miRNA-
34a'nin apoptoz, yaslanma ve enerji metabolizmasi ve kalp onarimi gibi hiicresel siiregleri
etkiledigi gosterilmistir ve antrasiklinlere (doksorubisin gibi) maruz kalan hayvanlarda ve
hastalarda ekspresyonunun arttig1 bulunmugtur. miRNA'lar1 hedef olarak kullanmanin terapdtik
potansiyeli, bir doksorubisin kaynakli kardiyotoksisite modelinde Ant34a'nin uygulanmasi
yoluyla miRNA-34a'nin susturulmasini arastiran yakin tarihli bir klinik 6ncesi c¢aligmada
gosterilmistir. Caligma, Ant34a'nmin miRNA-34a miyokardiyal ekspresyonunu tamamen
susturabildigini ve B-hiicreli lenfoma-2 (BCL-2) ve sirtuin-1 geni (SIRT1) gibi hayatta kalma
onciisii molekiillerin sentezini artirarak doksorubisin kaynakli kardiyak disfonksiyonu
azaltabildigini bulmustur (Piegari ve ark., 2020). Bu bulgular, miRNA-34a inhibisyonunun
onkolojik hastalarda c¢ok faydali olabilecek doksorubisin kaynakli kardiyotoksisiteyi
azaltmadaki potansiyel terapdtik roliinii ortaya koyar. Bu sonuglar ilging olsa da, miRNA'larin
kardiyak hipertrofi, fibrozis ve apoptoza karsi potansiyel terapétikler olarak roliiniin klinik
pratikle aydinlatilmasina ve bilim diinyas1 tarafindan daha ¢ok calisilmasina ihtiyag vardr.
Ancak o6zellikle etkili miRNA hedeflerinin, farmasotik formiilasyonlarinin ve farmakokinetik
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profillerinin meydana getirdigi giigliikler dolayisiyla miRNA’larin klinik kullanimlar1 hala ¢ok

uzaktadir.

4.3.3. Tip 2 Diyabetes Mellitus’ta kalp dokusunda miRNA’lara neler oluyor?
miRNA'larin hiicre proliferasyonu, apoptoz, nekroz, hiicre gogii ve farklilasma dahil olmak
izere bir¢ok biyolojik siirecte kritik oneme sahip oldugu goz 6ntine alindiginda, miRNA'larin
ekspresyonlarindaki diizensizlikler DM ve kardiyovaskiiler hastaliklar da dahil olmak iizere
birgok hastaliga katkida bulunur (McClelland ve Kantharidis, 2013; Vickers ve ark., 2013).
Hiperglisemi kalpte doku homeostazini saglayan miRNA’larin ekspresyonunda degisiklikler
meydana getirir (Costantino ve ark., 2016). Meydana gelen degisiklikler sonucunda gen
ifadelerinde de bozulmalar olusabilir. Genlerin ifade edilmesindeki degisiklikler yalnizca bir
kismu tersine gevrilebilir. Boylece miRNA-gen etkilesimleri daha da karmasik bir hal almakta
ve yeni tedavi yontemlerinin belirlenmesinin biiylik 6nemine isaret etmektedir (Jakubik ve ark.,
2021). Ornegin; insan kardiyomiyositlerinde yapilan bir calismada YG maruziyetinin miR-9
ekspresyonundaki azalmaya neden oldugu ve buna bagli olarak miR-9’un hedef proteini olan
ELAYV benzeri protein 1 (ELAVL1)’in arttig1 gosterilmistir. Artan ELAVL1 kaspaz-1 i aktive
ederek interlokin-1p (IL-1P) ve kaspaz seviyelerindeki artma ile inflamasyon ve hiicre 6liimiinii
baslatir. ELAVL1'in direkt miR-9’un hedefi olmasi dolayisiyla diyabet indiiklii kardiyomiyosit
olimii ve inflamasyonu gibi ELAVLI aracili hastaliklarda miR-9 ekspresyonunun
diizenlenmesi tedavide 6nemli bir se¢enek olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Jeyabal ve ark., 2016).
Son caligmalar, miRNA'larin anormal ekspresyonunun ayni zamanda diyabetik
kardiyomiyopatiye aracilik ederek patogeneze de katildigini gdstermektedir; caligmalarda miR-
1, -133, -141, -206, -223"lin yukar1 regiile edildigi rapor edilirken miR-133a, -373 ve -499 asagi
regiile edildigi gosterilmistir (Shantikumar ve ark., 2011; Shen ve ark., 2011). Bu nedenle,
diyabetik kardiyomiyopatinin gelisiminde miRNA'larin roliine dair fikir edinmek, molekiiler
mekanizmalarin agikliga kavusturulmasina ve diyabetik kardiyomiyopati i¢in yeni terapdtik

stratejilerin belirlenmesine yardime1 olacak hayati 6neme sahiptir (Ridwan ve ark., 2023).

Kardiyomiyosit hipertrofisi, miyokardiyal fibrozis ve kardiyomiyosit apoptozu diyabetik
kardiyomiyopatinin énemli 6zellikleridir. Ornegin; miR-133a'nin asag1 regiilasyonu, miyokard
hipertrofisinde rol oynayan iki transkripsiyon faktorii olan miyosit artiric1 faktor 2A (MEF2A)
ve (MEF2C)'nin ekspresyonunu yukari dogru diizenleyerek kardiyomiyosit hipertrofisini
indiiklerken miR-1 ve miR-206'nin yukar1 regiilasyonu, 1s1 sok proteini (Hsp) 60, PIM 1 ve
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IGF-1 reseptoriiniin ekspresyonunu baskilayarak kardiyomiyosit apoptozunun artmasina
katkida bulunur (Feng ve ark., 2010; Katare ve ark., 2011; Shan ve ark., 2010). miR-22 ise
diyabetik kardiyomiyopati vakalarinda oksidatif stres hasariyla iliskilendirilmistir (Tang et al.,
2018).

Tiim bu bilgiler 1s18inda klinik kullanimlarindan hala uzak olsak da miRNA'larin
kardiyovaskiiler hastaliklar icin biyobelirtecler olarak potansiyel kullanimina dair bilimsel
kanitlar her gegen giin artmaktadir. miRNA'larin kardiyak hipertrofi, fibroz ve apoptoza yonelik
potansiyel terapotikler olarak hayati rolleri ortadadir. DM’1i kalpte ekspresyonu artan ve azalan
miRNA’larin modiile edilebilmesi patogenezden sorumlu miRNA’nin hedefi olan proteinlerin
meydana getirdigi hastaliklarda tedavi agisindan oldukga dnemli bir yer tutar. Ozellikle klinik
uygulamada etkili miRNA hedefleri, farmasétik formiilasyonlar ve farmakokinetik profiller
noktasindaki zorluklar ile aydinlatilmas: gereken 6nemli bir alandir ve ¢aligmalarda bu konu
son zamanlarda sik¢a yer almaktadir (Costantino ve ark., 2016; Leon ve ark., 2016; Mascolo ve
ark., 2022).

Bu tez ¢alismasinda literatiir taramalar1 sonucunda daha dnce DM’li kalpte ekspresyonunda

degisiklik gozlemlenen 10 miRNA geni belirlenmistir;

miR-133a; kardiyak hipertrofi fizyolojisinde yer alir ve yenidogan sigan kardiyomiyositlerinde

YG seviyeleri ile ekspresyonu azalmaktadir (Ledon ve ark.,, 2016). miR-133a asir
ekspresyonunda ise kronik KY'li siganlarda serin/treonin kinaz Akt'1 inhibe olmus ve kalpteki

fibrozis 6nemli 6l¢iide azalmistir (Li ve ark., 2018).

miR-223; DM’li hastalarin kalp dokusundaki artist GLUT4 geninin sentezini inhibe ederek

glukoz alimini azaltir. Yenidogan sigan kardiyomiyositlerinde miRNA-Mrna etkilesimi bunu

dogrulamistir (Ledn ve ark., 2016).

miR-373; sigan kardiyomyositlerinde yapilan in vitro ¢alismada YG maruziyeti sonrasinda
genin ekspresyonunun asir1 artigi sonucunda kas hiicrelerinin farklilagsmasinda rol alan MEF2C
ve hipertrofi azalmistir. miR-373 yaygin olarak kalp dokusunda bulunur ve MEF2C’nin hedef
genidir (Jakubik ve ark., 2021).
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miR-22; ekspresyonu oksidatif stresle direk iligkilidir ve ekspresyonundaki azalma sonucunda
kardiyoproktektif etki goriiliir. Oksidatif stresin fazla artmasi sonucunda DNA mutasyonuna ve
hatta tamamen hiicre hasarina neden olan siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi ROS meydana
gelir. SIRTI’in hedef genidir. Sican kalp hiicrelerinde ve diyabetik farelerde miR-22
ekspresyonu artarak YG sonucunda meydana gelen oksidatif hasara karsi SIRT1’e bagh
koruyucu etki gostermistir. miR-22’nin asirt ekspresyonu SIRT1 yolagini aktive ederek
oksidatif stresi azaltir (Jakubik ve ark., 2021; Tang ve ark., 2018).

miR-9; ekspresyonu yiiksek doz glukoza maruz kalan kardiyomyositlerde ve diyabetik insan
kalbinde azalmistir. miR-9 sentezindeki azalma hiperglisemik kosullarda kalp hiicresinde
ekspresyonu artan ELAVLI seviyelerini arttirir. ELAVLI diyabetik insan kalbinde IL-1p ile
artig gosterir (Jeyabal ve ark., 2016).

miR-146a; NF-kB, IL-6, TNF- a, IL-1p genleri ile iligkilidir. miR-146a ekspresyonunun
azaldig1 durumlarda NF-kB, IL-6, TNF-o ve IL-1p artis1t meydana gelir. Bu nedenle miR-146a

ekspresyonunun artig1 kardiyoprotektif rol sergileyerek bu etkiyi tersine gevirir (Jakubik ve ark.,
2021).

miR-21; diyabetik kardiyomyopatide otofaji ve inflamasyon mekanizmalarinin
diizenlenmesinde rol alir. Farelerde ve siganlarda STZ indiikkli DM modelinde miR-21
ekspresyonu artis gdstermistir. miR-21 artig1 sonucunda kardiyak fibroblastlarda proliferasyon,
fibronektin, kolajen gibi proteinlerin artisi meydana gelir ve kardiyak disfonksiyon veya
kardiyak fibrozisle sonuglanir. Yapilan caligsmalar sonucunda elde edilen veriler KY nin
teshisinde miR-21’in potansiyel bir biyobelirte¢ olabilecegi yoniindedir (Jakubik ve ark., 2021;
Jin, 2021).

miR-144; dogrudan niikleer faktor eritroit 2 iligkili faktor 2 (Nrf2) yi hedef alarak oksidatif
stresin ve apoptozun regiilasyonunda rol alir. STZ ile indiiklenen diabetik farelerde ve YG’ye
maruz kalan hiicrelerde ekspresyonunun azaldigi bulunmustur (Jakubik ve ark., 2021). Asiri
eksprese oldugu durumda ise mitokondriyal biyogenez ve apoptoza karst YG’ye maruz kalan
hiicreleri korumustur (Tao ve ark., 2020).

miR-221; STZ indiiklii TIDM siganlarda ve YG’ye maruz kalan sigan kalp hiicrelerinde

ekspresyonunda artis bulunmustur. Otofajide yer alan ve hedefledigi GASS5 ve p27
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proteinlerinin  sentezini  degistirerek  diyabetik kalpte otofajiyi azaltir. miR-221-
3p/p27/mTOR/kalsinorin/NFAT sinyal yolag: lizerinden kardiyak hipertrofi ve kalp hasarina
neden olur. Hiperglisemik kosullardan normoglisemik kosullara ulasildiginda dahi miR-221
ekspresyonundaki artis diyabetik myokardiyal hasarin ilerlemesinde anahtar rol oynamaktadir

(Jakubik ve ark., 2021; Jin, 2021).

miR-34a; oksidatif stresle iligkilidir ve anjiyojenik etkiler gosterir. Kardiyak yaslanma ve

DM’de mediyatér olarak karsimiza ¢ikar. In vitro/in vivo DM’li kalpte ve plazmada miR-34a
ekspresyonu artar. AntimiR-34a verilerek koruyucu etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada
siirh koruyucu etki gosterdigi bulunmustur (Bernardo ve ark., 2022; Huang ve ark., 2022;
Jakubik ve ark., 2021). Ancak bu bilginin aksine diyabetik KY ile iligkili genlerin se¢ildigi
baska bir caligmada STZ indiiklii DM modelinde miR-34a’nin ekspresyonunun kalp dokusunda
azaldig1 gosterilmistir (Bernardo ve ark., 2022). Literatiirde yer alan bu ¢eliskiler sebebiyle
miR-34a geni de ¢calismamizda T2DM’li kalpte degerlendirilmek t{izere hedef olarak segilmistir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gereg

5.1.1. Kullanilan kimyasal malzemeler

LS N N N N N T N N N NN

Etanol (%70)

Etanol (%99)

Dietil eter 2,5 L (Isolab 914.023.2501)

Sodyum sitrat tribazik dihidrat (AFG Bioscience 23170; ACS Reagent 1 kg)
Sitrik asit monohidrat (AFG 386955-1KG ; ACS Reagent 1 kQg)
Streptozotosin (U-9889) 1 g (SANTA CRUZ sc-200719)

Nikotinamid, 100 g (Santa Cruz sc-208096)

DNAaz, RNAaz, Proteaz igermeyen su 1 L (Fisher Scientific BP2819-1)
Teknik solvent (absolute) 2,5 L (Merck 100983.2511)

Kloroform 2.5 L (MERCK 1.02445.2500)

Izopropanol %100 Ekstra Pur Ph.Eur.,Bp,Usp 2,5 L (Merck 1.00995.2500)
Trizol RNA/DNA/Protein Izolasyon Ajani1 100 ml (Bioshop Canada TRI118.100)

5.1.2. Kullanilan cihazlar

S N N N T N N N N N NN

Mikropipet (0-10 ul, 20-100ul, 100-1000pul)

Roche Accu Check Active Kan Seker Ol¢iim Cihazi (Roche)
Accu Chek Active Seker Olgiim Cubugu 50 Strip (431475695)
Gergek Zamanli PCR Cihazi (BioRad CFX Connect™ Real-Time PCR)
Otoklav (Nuve)

Spektrofotometre (Thermo Scientific NanoDrop 2000)

Saf Su Cihaz1 (ELGA Millipore)

Hepa Filtreli Laminar Flow Kabin (Thermo Scientific)

Derin dondurucu (-80°C)

Derin dondurucu (-20 °C)

Sogutmali Santrifiij (Beckman coulter Allegra X-30R)
Masaiistii Mini Santrifiij (Beckman Coulter, Inc.Allegra 16)
PZR Cihaz1 (BioRad T100 Termal Cycler)
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v" pHmetre
v Vortex

5.1.3. Kullanilan Kkitler

SYBR Green PCR Kit

miRCURY LNA RT Kit (QIAGEN 339340)

miRCURY LNA miRNA PCR Assay 200 (QIAGEN 202602)

Rat, Siiperoksit dismutaz (SOD) ELISA Kiti 96 test (BT-LAB E1376Ra)
Rat, IL-1B ELISA Kiti (BT LAB E0143Ra)

Rat, IGUR ELISA Kiti 96 test (BT-LAB E0928Ra)

Rat KTnl ELISA Kiti 96 well (BT-LAB E0639Ra)

SR N N N N N

5.1.4. Diger malzemeler

EDTA’l1 tiip

Vakumlu EDTA'l1 tiip mor kapak 10 ml 100/pk (455036)

Filtreli pipet ucu (10 pl, 100 pl, 1000 pl)

Mikrosantrifiij tiipti - P.P - 1,5 ml - DNA & RNA free - steril sertifikali 500/pk (Isolab
- 078.03.022)

Filtreli pipet ucu (0,1-10 ul) (Rainin 17002904)

v Tiip - cam - 16 x 100 m m 100/pk (Isolab - 077.01.004)

ASERNERNERN

<

5.2. Yontem
5.2.1. Deneyde kullanilan hayvanlar

Caligmalar icin 06.09.2022 tarihinde Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan etik kurul onay1 (EK 1) alinmistir (Protokol Kodu : 46.2022.mar). Bu ¢alismada
her grupta 8 adet olacak sekilde toplamda 32 adet 3-4 aylik Sprague-Dawley disi-erkek sigan
(250-350 g) Marmara Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DEHAMER)’nden temin edilmistir. Deneyler DEHAMER de gergeklestirilmistir. Deneyler
stiresince 12 saat aydinlik—12 saat karanlik dongii saglanarak, nem oram %50-60 oraninda
tutulmus ve hayvanlara kafeslerinde siirekli olarak standart laboratuvar yemi ve suyu

birakilarak beslenmeleri saglanmistir. Sicakligr sabit tutulan (2242 °C) hayvan saklama
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odasinda her kafeste en fazla 4 sican olacak sekilde hayvanlar barindirilmistir. Tiim deneyler

giiniin aydinlik periyodunda ve sessiz olan odada gergeklestirilmistir.

Sekil 5. Deney gruplarimin olusturulmasi ve sicanlarin numaralandirilmasi
5.2.2. Deney gruplarinin olusturulmasi ve modelin indiiksiyonu

Her grupta 8 hayvan olacak ve siganlar agsagida oldugu gibi 4 gruba ayrilmistir:
1. Kontrol grubu (K): Bu gruptaki hayvanlara ilk giin intraperitoneal (i.p.) olarak sitrat tamponu

uygulanmigtir. 28 giin boyunca higbir tedavi uygulanmaksizin yalnizca peroral yol ile distile su
verilmigtir.

2. T2DM grubu (T2DM): Bu gruptaki hayvanlara 100 mg/kg NA + 55 mg/kg STZ

intraperitoneal (i.p.) uygulanarak T2DM modeli olusturulmus ve 28 giin boyunca hicbir tedavi
uygulanmaksizin yalnizca peroral yol ile distile su verilmistir.

3. T2DM + EMPA (EMPA): Bu gruptaki hayvanlara 100 mg/kg NA+ 55 mg/kg STZ (i.p.)

uygulanarak T2DM modeli olusturulmus ve 28 giin boyunca oral olarak EMPA (10 mg/kg)
uygulanmustir.
4. T2DM + DAPA (DAPA): Bu gruptaki hayvanlara 100 mg/kg NA+ 55 mg/kg STZ (i.p.)

uygulanarak T2DM modeli olusturulmus ve 28 giin boyunca oral olarak DAPA (1 mg/kg)
uygulanmustir (Tablo 6).
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Tablo 6. /n vivo calisma gruplari

Grup Adi (n=8) | Tedavi
Kontrol Yalnizca sitrat tamponu uygulanan grup (p.o)
T2DM Higbir tedavi uygulanmayan grup

EMPA 28 giin boyunca empagliflozin (10 mg/kg; p.o) tedavisi uygulanan
grup
DAPA 28 giin boyunca dapagliflozin (1 mg/kg; p.o) tedavisi uygulanan
grup

STZ/NA ile T2DM Modelinin Olusturulmas:
Sicanlarda T2DM modeli, STZ/NA indiiklemesi ile olusturulmustur. Deney giiniinden 6nce

siganlar gece boyunca (12 saat) a¢ birakilmistir. Bu sirada su alimlarinda herhangi bir kisitlama
yapilmamuistir. Sitrat tamponu, STZ ve NA ¢ozeltileri asagidaki gibi hazirlanmustir.

Sitrat tamponu; igin sitrik asit monohidrat tartarat (0.21 g) ve trisodyum sitrat dihidrat tartarat

(0.294 g) tartilip ayr1 ayr1 100 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Sitrik asit monohidrat tartarat
¢ozeltisinden 44.5 ml ve ve trisodyum sitrat dihidrat tartarat ¢ozeltisinden 55.5 ml alinarak pH
4,5 olana kadar pHmetre ile ayarlama yapilmistir (Kullanilan Ph-Metre: HANNA Instrument).
STZ ¢ozeltisi; ortalama hayvan agirligi belirlenir ve toplam sayr baz alimarak 55 mg/kg
uygulamaya yetecek kadar STZ tartilarak buz igerisinde bekleyen sitrat tamponu ile
hazirlanmastir.

NA c¢ozeltisi; ortalama hayvan agirligi belirlenir ve toplam say1 baz alinarak 100 mg/kg
uygulamaya yetecek kadar NA tartilarak buz icerisinde bekleyen sitrat tamponu ile hazirlanir.

Deney giinii siganlarin agirliklarin1 belirlemek ve doz hesabi yapmak amaciyla tiim siganlar
tartilmistir. Kontrol grubu disinda kalan siganlara 100 mg/kg dozunda NA’ nin 1.p. enjeksiyonla
verilmesinden 15 dakika sonra 0.1 M pH 4,5’lik sitrat tamponunda taze olarak hazirlanan ve
deney siiresinde buz igerisinde sogukta muhafaza edilen 55 mg/kg dozunda STZ (maske,
eldiven ve gozliikk kullanilarak tartilip hazirlanir ve uygulanir) i.p. enjeksiyonla verilmistir.
STZ’nin tartim agamasindan uygulama asamasina kadar maske ve gozliik takilmis, eldiven ve
onliik giyilmistir. STZ/NA uygulanan siganlarin suluklarina STZ’ye bagli olas1 hipoglisemik
Oliimlerini Onlemek igin gece boyunca %5 glukoz soliisyonu birakilmistir. STZ/NA
enjeksiyonundan 1 hafta sonra kuyruktan intravenoz (i.v.) yolla alinan kan 6rneklerinde aglik
kan glukozu 6l¢iilmiistiir. A¢lik kan glukozu 200 mg/dl (11.1 mmol/l)’den yiiksek olan sicanlar
diyabetik olarak kabul edilmistir. DM nin belirlendigi giin itibari ile 4 hafta boyunca siirecek
olan tedavi siireci baglamigtir (Hashish ve Abd El-Kader, 2019; Othman ve ark., 2017). EMPA
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grubuna T2DM ’nin belirlendigi giinden baslanarak (STZ uygulamasindan 1 hafta sonra) 28 giin
boyunca peroral olarak EMPA (10 mg/kg) uygulanirken DAPA grubuna ise ayni sekilde
T2DM’nin belirlendigi giinden itibaren 28 giin boyunca peroral olarak DAPA (1 mg/kg)

uygulanmisgtir. Calismanin tasarimina ait sekil asagida gosterilmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Calismanin tasarimi

5.2.3. Kan glukoz diizeylerinin takibi
Tiim deney gruplarinda 0., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde kan glukoz 6l¢iimii hayvanin kuyruk
veninden alinan kanla glukometre cihazi kullanilarak gerceklestirilmis ve sonuglar not

edilmistir.

5.2.4. Hayvanlarin viicut agirhklarinin o6lciilmesi
Modelin olusturuldugu giin deneye baslamadan Once ve deney siiresince haftalik olarak

siganlarin viicut agirliklari dlgiilerek not edilmistir.

5.2.5. Oral glukoz tolerans testi (OGTT)

OGTT deneyin 23. giiniinde gergeklestirilmistir. OGTT den dnce hayvanlar 12 saat boyunca ag
birakilarak su alimlarinin serbest olmasi saglanmistir. 12 saatlik aglik sonunda tedaviler her
zamanki gibi oral olarak uygulanmis ve tedavi uygulamasindan 30 dakika sonra siganlara 2
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0/10 ml/kg dozda hazirlanan glukoz ¢6zeltisi verilmistir. Gruplardaki tiim hayvanlarin kan
glukoz seviyeleri glukoz yiliklemesi sonrasi kuyruk veninden alinan kanda 0., 30., 60., 90., ve

120. dakikalarda glukometre ile 6l¢iilerek not edilmistir.

5.2.6. Insiilin tolerans testi (ITT)

OGTT’den 2 giin sonra deneyin 25. giinlinde ger¢eklestirilmistir. Test oncesinde hayvanlar 12
saat boyunca a¢ birakilmis ancak su alimlariin serbes olmasi saglanmistir. 12 saatlik aglik
sonunda tedaviler her zamanki gibi uygulanmis ve tedavi uygulamasindan 30 dakika sonra
siganlara i.p. olarak insiilin (1 U/kg dozunda) enjeksiyonu yapilmistir. Gruplardaki tiim
hayvanlarin kan glukoz seviyeleri insiilin uygulamasi sonrasi kuyruk veninden alinan kanda 0.,

30., 60., 90., ve 120. dakikalarda glukometre ile dlgiilerek elde edilen sonuglar not edilmistir.

5.2.7. Deney hayvanlarmmn sakrifiye edilmesi ve érneklerin alinmasi

28 giinliik tedavi sonunda sakrifikasyon i¢in gerekli cerrahi malzemeler ve temiz ortam
saglanarak dokularin ve serumlarin muhafaza edilecegi sarf malzemeler organize edilmistir.
Dokularin ¢ikarilmasi siiresince buzla ¢alisilmasi ve doku ve serumlarin saklanmasi i¢in gerekli
envanterlerin {izerlerine notlarin alinmasi ¢alismanin 6nemli bir ayagini olusturmustur. Her bir
sicandan serum, kalp dokusu ve torasik aorta 6rnekleri alinmistir. Kalp dokusu alinirken ayni
zamanda hizli bir sekilde tiim kalbin agirligi da tartilmigtir ve kalp dokusu hem biyokimyasal
hem de histolojik analizler i¢in uygun olacak sekilde uygun muhafaza kosullar ile altinda
alinmigtir. Kalbin sol ventrikiili miRNA analizleri i¢in ¢ikarildiginda -80 °C’de saklanmak
tizere RNAlater igeren ¢ozeltide muhafaza edilmistir. Boylece miRNA analizlere kadar RNA
yapisinin korunmasi saglanmistir. Bir kisim doku biyokimyasal analiz i¢in ayrilirken geriye
kalan kismi ise %10’luk formaldehite alinarak histolojik calismalarda kullanilmak {izere
ayrilmigtir. Torasik aorta ¢ikartilirken ayn1 sekilde oldukg¢a 6zenli davranilmis, var ise eger yag
dokular1 aortadan uzaklastirilarak tartimlar1 alimmistir. Aorta 6rnekleri de histolojik analizler

i¢in %10’luk formaldehite alinarak saklanmustir.

5.2.8. Torasik aortada izole organ banyosu calismasi

Sakrifikasyondan hemen sonra torasik aorta yukarida belirtildigi sekliyle 6zenli bir sekilde
¢ikartilmig ve organ banyosunda asana kadar krebs ¢ozeltisinde daha 6nceden mum eritilmis
petri kabinda bekletilmistir. Aort halkalari, %95 oksijen ve %S5 karbon dioksit ile
havalandirilan, 37 °C'de sicaklik kosullarina sahip ayri1 organ banyolarinda Krebs-Henseleit
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cozeltisi i¢inde ip ile gerilerek kancalara asilmistir. Bilgisayarda kalibrasyon yapilmis ve
ardindan Ongerilim yiikleri hazirlanmistir. Sonrasinda aortalar dinlenme gerilimi altinda 60
dakika dengelemede 3 kez yikanmistir. Organ banyosu igin daha 6nceden KCI ¢ozeltisi (80
mM) ve logaritmik seyreltme ile 10®M'dan baslayarak, 3x10%, 107, 3x107,....., 10“*M'a kadar
seyreltilen fenilefrin (FE) ¢6zeltisi hazirlanmigtir. Kontrol grubunda kiimiilatif olarak FE’ nin
olusturdugu kasilmalara bakilmistir. 3x10°M'dan sonra aym miktarda kasilma gergeklestirdigi
gozlemlennis ve Kontrol grubundan elde edilen bu veri dogrultusunda bundan sonraki
gruplarda direkt olarak 3x10°M dozun bir alt dozu olan 10®°M FE submaksimal doz olarak

secilmis ve bu sekilde dokulara uygulanmistir. Yanitlar MP35 Biopac Systems tarafindan

kaydedilmistir.

Sekil 7. Izole organ banyosuna asilmis torasik aorta gériintiisii

5.2.9. ELISA analizlerinin yapilmasi

Kardiyak troponin I (kTnl), Siiperoksit Dismutaz (SOD), ileri glikasyon son {irlinleri reseptorii
(IGUR, RAGE) ve interlokin-1p (IL-1B) ELISA ile calisslmistir. ELISA analizleri iiretici
firmanin talimatlarina gore gerceklestirilmistir.

KTnl; kalbe 6zgii kas liflerinde bulunan proteinlerdir, kardiyak hasar durumunda kandaki
seviyeleri artmaktadir.

SOD; oksidatif stres durumunda arttig1 bilinen antioksidan enzim grubudur. DM’de serbest
radikaller olduk¢a artmakta ve buna bagli olarak DM’li hastalarda SOD seviyeleri de
yiikselmektedir.
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IGUR; DM’nin komplikasyonlarinda énemli role sahip olan ileri glikasyon son iiriinlerinin
reseptOrii olarak rol alir ve kronik hiperglisemi durumunda bu reseptoriin ekspreyonu
artmaktadir.

IL-1B; dokularda ve hiicrelerin ¢ogundan yer alan giiglii proenflamatuvar mediyatordiir.
Kardiyovaskiiler komplikasyonlarda ve diyabette IL-1 seviyeleri olduk¢a artmaktadir (Peiro
ve ark., 2017).

Sekil 8. ELISA analizleri sirasinda kuyucuklarin goriintiisii.
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5.2.10. miRNA gen ekspresyon analizi

5.2.10.1. Total RNA izolasyonu

mMiRNA analizleri igin dekapitasyon esnasinda sol kalp dokusundan 50 mg 6rnekler alinmis ve
bu ornekler deney giiniine kadar RNA later soliisyonu igerisinde -80 °C de saklanmistir. Total
RNA izolasyonunu saglamak amaciyla dokular iki asamali olacak sekilde homojenize edilir.
Ik asamada daha iri parcalara ayrilirken sonras1 asamada i¢inde lysis buffer soliisyonu bulunan
DNaz-RNaz igermeyen seramik boncuklu tiiplere kalp dokusu konularak homojenize
edilmistir. Calismalar esnasinda hep soguk ortam saglanir ve buz iizerinde ¢aligilmistir. Trizol
reaktifi kullanilarak homojenlestirilmis kalpten total RNA izole edilir. Total RNA'larin miktari
ve safligi, NanoDrop ND-100 spektrofotometre tayin edilerek not edilir.

Sekil 9. Total RNA izolasyonu esnasinda kullanilan cihazlar.

5.2.10.2. cDNA sentezi ve Real Time PCR analizi

Total RNA izolasyonu yapilirken her bir ornegin saflik ve miktarlart not edilmistir.
Konsantrasyonun safligin1 gosteren A260 ve A260:280 oranma gore seyreltme yapilarak
hepsinin konsantrasyonu dengelenir. RT-PCR amplifikasyonlarina gegis yapabilmek igin 6nce

gen dizilerini DNA’ya donistiirmek gerekir bu nedenle segilen miRNA genlerinin ters
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transkripsiyon Kkiti ile elde edilen cDNA sentezi yapilir. RT-PCR amplifikasyonlari, BIORAD-
CFX96 Touch Real-Time PCR Tespit Sistemine sahip miRCURY LNA SYBER Green PCR
Kiti kullanilarak gergeklestirildi. Termal dongii kosullari su sekilde programlanmustir: 2 dakika
boyunca 95 °C, ardindan 95 °C'de 10 saniye ve primerlerin agilan DNA zincirlerine yapismast
(Annealing) i¢in 60 °C'de 60 saniye. Her bir 6rnek iki tekrarli olarak ¢alisilmis ve housekeeping
geni (endojen kontrol (ACT)) olarak sigan U6 geni secilmistir. Se¢ilen miRNA’lara ait primer
dizileri Tablo 7’de verilmistir. Real time PCR’den elde edilen sonuglardan yola ¢ikarak gen
ekspresyonundaki rolatif degisikliklerin hesaplanmasinda Livak’in delta delta CT (AACYt)
metodu kullanilmistir. Ornekler, U6 ekspresyonu kullanilarak standardize edilir (ACt),

standardize edilen 6rneklerin rolatif kantifikasyonu 2*(AACt) formiiliine gére hesaplanmistir.
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Tablo 7. Secilen miRNA’lar ve primer dizileri.

miRNA Ileri dizi (I)/Geri dizi (G)

I: 5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’
U6

G: 5°-AACGCT TCACGAATTTGCGT-3’

i: 5-TGCTTTGCTAGAGCTGGTAAAATG-3’
rno-miR-133a

G: 5>-AGCTACAGCTGGTTGAAGGG-3’

i: 5°- CTCGCCGCGCTCTACCTACCTA-3’
rno-miR-34a

G: 5°- ATGAGCCATTCGCAGTTTCACTGTA-3’

i: 5°- CCAGTTTATCTATCCGACCTTC-3’
rno-miR-221

G:5-CTTTCTTGCGGTCCTTTC-3"
rno-miR-21 i: 5°-CAT TGT GGG TTT TGA AAA GGT TA-3’

G: 5°-CCA CGA CTA GAG GCT GAC TTA GA-3’

i: 5’-GGCCCTGGCTGGGATATCAT-3’
rno-miR-144

G: 5>-GGTGCCCGGACTAGTACATC-3’

i: 5’-TAGACCTGGTACTAGGAAGCAGCTGCAT-3’
rno-miR-146

G: 5’-GAGTAGCAGCAGCAGCAAGAGAGACTT-3’

i: 5-CGGAGATCT TTTCTCTCTTCACCCTC-3'
rno-miR-9

G: 5'-CAAGAATTC GCCCGAACCAGTGAG-3'

i: 5-GTAGCAGGATGGCCCTAGAC-3'
rno-miR-373

G: 5'-CGCCCTCTGAACCTTCTCTT-3’

i: 5-GTAGGTACCGAAGGAAAAGGCATGGATTTCAGTCC-3'
rno-miR-22

G: 5'-GCAGCTAGCAGGGGGAGCAAATCACTGCGTCC-3'

i: 5-ATTGGAACGATACAGAGAAGATT-3'
rno-miR-223

G: 5'-GGAACGCTTCACGAATTTG-3'
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5.2.11. Histopatolojik analiz

Isik mikroskobik analizler igin kasetlere yerlestirilen kalp dokusu ve aort ornekleri %10
formaldehit igerisinde tespit edildikten sonra rutin histolojik doku islemlerine tabi tutulmustur
(LEICA TP1020, WETZLAR, Almanya). Daha detayli ifade edilecek olursa doku numuneleri
alkol serisiyle dehidre edilip ksilende seffaflastirilmigtir. Ardindan doku géomme merkezi
(LEICA EGI1150H+C, WETZLAR, Almanya) kullanilarak parafin mumuna gomiilmiistiir.
Doku bloklari, doner bir mikrotom (Leica RM2125RT, WETZLAR, Almanya) kullanilarak 5
um kalinliginda kesitler halinde kesildikten sonra histolojik gozlemler igin Ornekler
Hematoksilen ve Eozin (H&E) ile boyanmistir. Mikroskobik incelemeler x100 ve %400
biliylitmede (Olympus BX-51, Japonya) yapilmis ve 151k mikroskobu (Olympus DP-72,
Japonya)’ na takilan dijital kamera (ABD) kullanilarak fotograflanmistir. Ardindan tiim
gruplarda, hasar1 degerlendirmek amaciyla inflamatuar hiicre infiltrasyonu, fibrozis ve kas

hiicrelerinin diizensizligi puanlanmistir.

5.2.12. Sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesi

Deneylerden elde edilen tiim verilerin istatistik degerlendirmelerine Graphpad Prism 9 istatistik
programi kullanilarak ulasilmistir. Analiz sonuglar1 ortalamanin standart ortalama hatas1 ya da
sapmasi olarak degerlendirilmistir. Gruplar aras1 degerlendirmeler tek yonlii veya iki yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve Tukey post hoc testi kullanilarak hesaplanmistir. p<0,05 oldugu

zaman istatistiksel olarak anlamlilik var kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Kan Glukoz Diizeyi ve Viicut Agirhiklarinin Takibi

T2DM indiiksiyonundan 1 hafta sonra tedavilerin uygulanmaya basladigi giin 0. giin olarak
kabul edilmistir. 0., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde hayvanlarin kan glukozu kuyruk veninden alinan
kan ile 6l¢iilmiistiir (Sekil 10). Kan glukoz diizeyinin gruplar arasindaki farkliliklaria bakildig:
zaman 0. haftadan itibaren kan glukozunun tedavi gruplarinda anlamli oranda azalma gosterdigi
bulunmustur. 0. hafta ile 4. hafta kan glukoz diizeyleri kiyaslandiginda Kontrol ve T2DM
grubunda anlamh degisiklik olmazken EMPA grubunda (**p<0,01) ve DAPA grubunda
(****p<0,0001) anlaml1 oranda azalma olmustur. 3. ve 4. haftada gruplar arasindaki kan glukoz
diizeyleri kiyaslandiginda EMPA ve DAPA gruplarinda kan glukoz diizeyleri T2DM grubuna

kiyasla anlamli oranda azalmistir (****p<0,0001).
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Sekil 10. Tim gruplarda haftalik kan glukoz diizeylerinin degerlendirilmesi. T2DM: Tip 2 Diyabetes
Mellitus; EMPA: Tip 2 Diyabetes Mellitus+Empagliflozin tedavisi uygulanan grup; DAPA: Tip 2
Diyabetes Mellitus+Dapagliflozin tedavisi uygulanan grup.
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T2DM indiiksiyonundan 6nce STZ ve NA uygulama dozunu belirlemek amaciyla ve takibinde
indiiksiyondan 1 hafta sonra tedavilerin uygulanmaya basladigi giinden itibaren deney
sonlandirilana kadar hayvanlarin viicut agirliklar1 haftalik olarak Ol¢tilmistiir (Sekil 11).
Indiiksiyon giiniinde gruplar arasinda viicut agirliklar1 arasinda anlamli bir farklilik yoktur.
flerleyen deney haftalarinda Kontrol grubu mevcut agirhiginda anlamli bir degisiklik
olmamistir. Ancak T2DM, EMPA ve DAPA gruplarinda viicut agirliklar1 6zellikle deneyin son
haftas1 olmak iizere deney siiresince oldukca azalmistir. Hayvan gruplarmin popiilasyona
uygunluk acisindan disi ve erkek olarak karma planlanmasi nedeniyle bu azalmada istatistiksel

anlamlilik yakalanilamadig diistiniilmektedir.
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Sekil 11. Tim gruplarda haftalik viicut agirliklarinin degerlendirilmesi. T2DM: Tip 2 Diyabetes
Mellitus ; EMPA: Tip 2 Diyabetes Mellitus+Empagliflozin tedavisi uygulanan grup; DAPA: Tip 2
Diyabetes Mellitus+Dapagliflozin tedavisi uygulanan grup

Dekapitasyon sonrasinda kalp agirliklar1 tartilmistir (Sekil 12a). Tartimlardan elde edilen
veriler analiz edildiginde T2DM grubunun kalp agirligi Kontrol grubuna kiyasla anlamli oranda
azalmistir (*p<0,05). T2DM grubunun kalp agirligr tedavi gruplarina gore azalmis olsa da
tedavi gruplar1 ve T2DM grubu kiyaslandiginda istatistiksel anlamlilik bulunmamaktadir. Kalp
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agirhiginin dekapitasyon gilinii alinan viicut agirliklarina oranina bakildiginda gruplar arasinda

bir farklilik bulunmamaktadir (Sekil 12b).
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Sekil 12. Tiim gruplarda a) kalp agirligimin degerlendirilmesi, b) %kalp agirligi/viicut agirliginin
degerlendirilmesi. T2DM: Tip 2 Diyabetes Mellitus; EMPA: Tip 2 Diyabetes Mellitus+Empagliflozin
tedavisi uygulanan grup; DAPA: Tip 2 Diyabetes Mellitus+Dapagliflozin tedavisi uygulanan grup

6.2. OGTT ve ITT Analizlerinin Sonugclari

OGTT verilerine dair sonuglar asagida gosterilmistir (Sekil 13). Kontrol grubunun kan
glukozunun 60. dakikada yiiksek seviyelere ulastigi ancak farkli zaman dilimleri arasinda
Kontrol grubunda anlamli bir farklilik bulunmadigi gésterilmistir. T2DM grubunun kan glukoz
diizeyleri glukoz uygulamasini takiben yiikselmeye baslamistir. T2DM grubunun kan
glukozundaki yiikselme 0. dakikadan ve 60. dakikaya ulasildiginda anlamli oranda artmigtir
(*p<0,5). 120. dakikaya ulasildiginda T2DM grubunun kan glukoz seviyeleri 0. dakikaya
kiyasla artigin1 anlamli oranda devam ettirmistir (**p<0,01). EMPA grubunun kan
glukozundaki artis incelendiginde 60. dakikada kan glukoz diizeylerinin EMPA grubu i¢in
yiiksek oldugu sdylenebilir. Ancak farkli zaman dilimlerinde EMPA grubundaki kan glukoz
diizeyi arasindaki farklilik istatistiksel anlamlilik gostermemistir. DAPA grubunun kan
glukozundaki artis incelendiginde 60. dakikada kan glukoz diizeylerinin DAPA grubu i¢in
yiiksek oldugu soylenebilir. Ancak farkli zaman dilimlerinde DAPA grubundaki kan glukoz
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diizeyi arasindaki farklilik istatistiksel anlamlilik gostermemistir. Ayni dakikalarda gruplar
arasindaki anlamli farkliliklar Sekil 13’de gosterilmistir. 90. dakikada DAPA grubunda kan
glukozu T2DM grubuna kiyasla anlamli azalma gdsterirken EMPA grubunda ayni dakikada
istatistiksel azalma bulunmamistir (*¥p<0,5). 120. dakikada T2DM grubunun kan glukoz

seviyeleri diger ii¢ gruba kiyasla anlamli oranda artmigtir (****p<0,0001)
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Sekil 13. Tiim gruplarda OGTT sonuglarinin degerlendirilmesi. T2DM: Tip 2 Diyabetes Mellitus ;
EMPA: Tip 2 Diyabetes Mellitus+Empagliflozin tedavisi uygulanan grup; DAPA: Tip 2 Diyabetes
Mellitus+Dapagliflozin tedavisi uygulanan grup; OGTT: Oral Glukoz Tolerans Testi.

ITT sonuglari deri alt1 insiilin enjeksiyonundan sonra Kontrol, EMPA ve DAPA gruplarinin
T2DM grubundaki siganlara gore insiilinden daha fazla yararlandigini gostermistir (Sekil 14).
T2DM ve tedavi gruplart arasindaki anlamli farkliliklar da tedavilerin insiilin kullanimini
artirdigini gosterir. EMPA ve DAPA gruplarinda 180. dakikada kan glukozu T2DM grubuna
kiyasla anlamli oranda daha azdir (**p<0,01). Ayrica T2DM grubunun 0. dakikadan itibaren
180. dakikaya kadar kan glukozu diizeylerinde kii¢iik miktarda azalmalar gozlense de higbir
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zaman diliminde kan glukoz diizeyi arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (Sekil 14). Bu durum T2DM grubundaki siganlarin insiiline duyarlilik

gelistirmis oldugunu ve insiilinin kullanilamadigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 14. Tiim gruplarda ITT sonuglarinin degerlendirilmesi. T2DM: Tip 2 Diyabetes Mellitus ; EMPA:
Tip 2 Diyabetes Mellitus+Empagliflozin tedavisi uygulanan grup; DAPA: Tip 2 Diyabetes
Mellitus+Dapagliflozin tedavisi uygulanan grup; ITT: Insiilin Tolerans Testi.

6.3. Torasik Aortada izole Organ Banyosu Calismasinin Sonuclari

Izole organ banyosunda torasik aortalarmn kasilma yamitlarina dair sonuglar Sekil 15°te
gosterilmigtir. Vaskiiler endotel fonksiyon, izole organ banyosu ¢alismalar1 kullanilarak aort
halkalarinda ex vivo olarak degerlendirilmistir. 80 mM KCl kasilmasi sonucuna gére T2DM ve
EMPA grubunda kontrol grubuna kiyasla torasik aorta kasilmasinda azalma oldugu goriildii
(**p<0,01) (Sekil 15a). T2DM'li si¢anlarin aorta yanitlari incelendiginde Kontrol grubuna

kiyasla aorta kasilmasi, bir alfal-adrenerjik agonisti olan FE’nin yiiksek konsantrasyonlarinda

51



artis gostermistir ve bu artis istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 15b). EMPA grubunda da
benzer sonuglar gézlemlenmistir. DAPA grubunun artan farkli FE konsantrasyonlarina karsi
kasilma tepkisi, kontrol grubuna benzer bir profil gostermektedir. DAPA grubu ile T2DM grubu

arasinda farkli FE konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar vardir (*p<0,05).
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Sekil 15. Tiim gruplarda torasik aortada izole organ banyosu sonuglarinin degerlendirilmesi. T2DM:
Tip 2 Diyabetes Mellitus ; EMPA: Tip 2 Diyabetes Mellitus+Empagliflozin tedavisi uygulanan grup;
DAPA: Tip 2 Diyabetes Mellitus+Dapagliflozin tedavisi uygulanan grup. (*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 vs Kontrol; #p<0.05, ##p<0.01 vs T2DM).
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6.4. ELISA Analizlerinin Sonuclar:

ELISA analizlerine dair sonuclar Sekil 16 ve Sekil 17°de gosterilmistir. Sicanlarin serum ve
kalp dokusu orneklerinde IL-1B, SOD, kTnl, IGUR seviyeleri incelenmistir. Serum IL-1p
degerleri T2DM grubunda diger tiim gruplara kiyasla anlaml1 oranda artmistir. T2DM grubuna
kiyasla EMPA (*p<0,05) grubu ve DAPA (**p<0,01) grubunda istatistiksel anlamlilikta
azalmustir (Sekil 16a). Serum SOD seviyeleri T2DM grubunda diger gruplara kiyasla anlamli
oranda azalmistir (*p<0,05). EMPA ve DAPA gruplarinda serum SOD seviyelerinin artisi
antioksidan etkinligin bu ilaglar tarafindan artirildigimi gostermektedir (Sekil 16b). SOD
seviyelerinde Kontrol grubu ve tedavi gruplari arasinda anlamli farklilik yoktur. Tiim gruplarda
serum kTnl seviyeleri arastirilmistir (Sekil 16¢). Kontrol grubuna kiyasla T2DM (*p<0,05),
EMPA (**p<0,01) ve DAPA (**p<0,01) gruplarinda serum kTnl seviyeleri artmistir. Tim
gruplarda kTnl seviyeleri karsilastirildiginda T2DM ve tedavi gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamustir. Serum IGUR seviyeleri sonuglarma gére gruplar
arasinda anlamli bir farlilik bulunmamistir (Sekil 16d). T2DM ve EMPA grubunda Kontrol

grubuna kiyasla anlamli olmayan bir artigtan bahsedilebilir.
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Sekil 16. Tiim gruplarda serum 6rneklerinde a) IL-1p, b) SOD, ¢) kTnl ve d) IGUR seviyelerinin ELISA
analizleri ile degerlendirilmesi. T2DM: Tip 2 Diyabetes Mellitus; EMPA: Tip 2 Diyabetes
Mellitus+Empagliflozin tedavisi uygulanan grup; DAPA: Tip 2 Diyabetes Mellitus+Dapagliflozin
tedavisi uygulanan grup; IL-1p: interlékin-1B; SOD: Siiper Oksit Dismutaz; kTnl: kardiyak troponin I;
IGUR: ileri glikasyon son iiriinleri reseptoril.

Sicanlarm kalp dokusunda ELISA analizleri ile arastirilan IL-1B, SOD, kTnl ve IGUR
seviyelerine dair sonuglar Sekil 17°de gosterilmistir. Kalp dokusunda IL-1f sonuglari
degerlendirilecek olursa T2DM (*p<0,05) ve DAPA (**p<0,01) grubunda IL-1B seviyeleri
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Kontrol grubuna kiyasla artmistir ve bu artis istatistiksel olarak anlamlidir. EMPA ve Kontrol
grubu arasinda kalp dokusunda IL-1p seviyeleri agisindan anlamhi farklilik bulunmamaktadir
(Sekil 17a). Kalp dokusu SOD seviyeleri sonuglarina gore Kontrol grubu disindaki tiim
gruplarda SOD seviyeleri azalmistir. T2DM (**p<0,01), EMPA (*p<0,05) ve DAPA
(**p<0,01) gruplarinda SOD seviyeleri Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
bicimde azalmistir. T2DM, DAPA ve EMPA gruplan arasinda ise anlamli farkliliklar
bulunmamustir (Sekil 17b). Kalp dokusunda kTnl seviyelerinin degerlendirilmesi sonucunda
T2DM (**p<0,01), EMPA (*p<0,05) ve DAPA (*p<0,05) gruplar1 Kontrol grubuna kiyasla
KTnl seviyeleri istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir. T2DM grubunda tedavi
gruplarina kiyasla kTnl seviyeleri daha fazladir ancak bu farklilik istatistiksel olarak anlaml
degildir (Sekil 17¢). Kalp dokusunda IGUR seviyelerinin degerlendirilmesinden bahsedilecek
olursak T2DM grubu Kontrol grubuna kiyasla anlamli1 bir atis géstermistir (*p<0,05). EMPA
ve DAPA gruplart ise ne Kontrol ne de T2DM gruplarina kiyasla anlamli farklilik
gostermemistir (Sekil 17d).
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Sekil 17. Tiim gruplarda kalp dokusunda a) IL-1B, b) SOD, c) kTnl ve d) IGUR seviyelerinin ELISA
analizleri ile degerlendirilmesi. T2DM: Tip 2 Diyabetes Mellitus ; EMPA: Tip 2 Diyabetes
Mellitus+Empagliflozin tedavisi uygulanan grup; DAPA: Tip 2 Diyabetes Mellitus+Dapagliflozin
tedavisi uygulanan grup; IL-1p: interl6kin-1B; SOD: Siiper Oksit Dismutaz; kTnl: kardiyak troponin I;
IGUR: ileri glikasyon son iiriinleri reseptorii.
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6.5. mMiIRNA Analizlerinin Sonuglari

MIRNA ckspresyon farkliliklarii incelemek amaciyla yaptigimiz RT-PCR ¢alismalarinin
sonuglar1 Sekil 18’de gosterilmektedir. miR-144, miR-221, miR-373, miR-9, miR-223, miR-
133a, miR-34a, miR-22, miR-21 ve miR-146a ifadeleri kalp dokularinda ger¢ek zamanli PCR
ile dogrulanmigtir. MiR-144’iin kalp dokusunda tiim gruplardaki ifadesi incelendiginde Kontrol
ve DAPA gruplarinda T2DM ve EMPA gruplarina kiyasla daha fazla ifade edildigi
bulunmustur. DAPA grubunda miR-144 ifadesi T2DM ve EMPA gruplarina kiyasla istatistiksel
olarak anlamli oranda artmistir (*p<0,05). T2DM grubunda miR-144 ifadesi Kontrol
(***p<0,001) ve DAPA (*p<0,05) gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli oranda
azalmistir. T2DM ve EMPA gruplart arasinda istatistiksel anlamli farklilik saptanmamaistir
(*p<0,05) (Sekil 18a). miR-221 ekspresyonlari tim gruplar arasinda karsilastirildiginda
Kontrol grubu disindaki diger gruplarda azalmistir. T2DM (****p<0,0001), EMPA
(****p<0,0001) ve DAPA (***p<0,001) gruplarinda saptanan miR-144 ifadesindeki bu azalma
istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 18b). miR-373 ekspresyonlar1 tiim gruplar arasinda
karsilastirildiginda Kontrol grubu disindaki diger gruplarda azalmistir. T2DM, EMPA ve
DAPA gruplarinda saptanan miR-373 ifadesindeki bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir
(****p<0,0001) (Sekil 18c). miR-9 ifadelerindeki sonuglara gelecek olursak Kontrol grubuna
kiyasla T2DM ve DAPA grubunda anlamli oranda bir azalma mevcuttur. Kontrol grubu ve
EMPA gruplari arasinda istatiksel olarak bir farklilik bulunmamistir. EMPA grubu Kontrol
grubu ile anlamli farklilik gostermezken T2DM ve DAPA gruplarma kiyasla miR-9
ekspresyonunda anlamli bir artis sergilemistir (**p<0,01). Sonug¢ olarak EMPA grubu DAPA
grubuna gore daha yiiksek miR-9 ekspresyonu gostermistir (**p<0,01) (Sekil 18d). miR-223
ekspresyonlari tiim gruplar arasinda karsilastirildiginda Kontrol grubu disindaki diger gruplarda
azalmigtir. T2DM, EMPA ve DAPA gruplarinda saptanan miR-223 ifadesindeki bu azalma
istatistiksel olarak anlamhidir (*p<0,05) (Sekil 18e). miR-133a ekspresyonu kalp dokusunda
T2DM grubunda Kontrol grubuna kiyasla artmistir (**p<0.01). EMPA (*p<0,05) ve DAPA
(**p<0,01) gruplarinda da miR-133a ekspresyonu Kontrol grubunda oldugu gibi T2DM
grubuna kiyasla anlamli bir azalma gostermistir (Sekil 18f). miR-34a sonuglarini
degerlendirecek olursak T2DM ve DAPA gruplarinda Kontrol ve EMPA gruplarina kiyasla
miR-34a ekspresyonunda bir azalma mevcuttur. Kontrol grubuna kiyasla T2DM (*p<0,05) ve
DAPA (*p<0,05) gruplarimin ekspresyonlart istatistiksel anlamlilikta azalmistir. Yine EMPA
grubu T2DM ve DAPA gruplari ile karsilastirildiginda T2DM ve DAPA gruplarinin miR-34a
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ekspresyonlarinin EMPA ’ya kiyasla daha az oldugu bulunmustur (**p<0,01) (Sekil 18g). miR-
22 ekspresyonu tiim gruplarda karsilastirildiginda Kontrol grubuna kiyasla T2DM (**p<0,01),
EMPA (***p<0,001) ve DAPA (****p<0,0001) gruplarinda azalmistir ve bu azalma
istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 18g). miR-21 ekspresyonunda gerceklesen degisiklikler
degerlendirildiginde Kontrol grubuna kiyasla T2DM, EMPA ve DAPA gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma saptanmistir (****p<0,0001) (Sekil 18h). Son olarak miR-146a
sonuglarina gore T2DM grubunda miR-146a’nin ekspresyonu diger gruplara kiyasla azalmistir.
Kontrol (*p<0,05) ve DAPA (*p<0,05) grubuna kiyasla T2DM grubundaki azalma istatistiksel
olarak anlamlilik gostermistir (Sekil 181).
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Sekil 18. Tiim gruplarda kalp dokusunda a) miR-144, b) miR-221, ¢) miR-373, d) miR-9, e) miR-223,
f) miR-133a, g) miR-34a, g§) miR-22, h) miR-21, 1) miR-146a ekspresyonlarinin RT-PCR analizi ile
degerlendirilmesi. Tip 2 Diyabetes Mellitus ; EMPA: Tip 2 Diyabetes Mellitus+Empagliflozin tedavisi
uygulanan grup; DAPA: Tip 2 Diyabetes Mellitus+Dapagliflozin tedavisi uygulanan grup.
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6.6. Histopatolojik Analizler

Kalp dokusuna ait histopatolojik analizlerin sonuglar1 asagida gosterilmistir (Sekil 19). Bu
sonuglara bakildiginda Kontrol grubunun kardiyak miyofibrillerinin diizenli dagildigi ve
kardiyomiyositlerin oval, tek ve merkezi yerlesimli ¢ekirdeklere sahip oldugu goriilmiistiir
(Sekil 19A). Ancak T2DM grubunda kardiyomiyosit ¢ekirdeklerinin boyut ve sekillerinde
deformasyon ve miyofibrillerin diizensiz bir dagilimda yerlestigi goriilmiistiir (Sekil 19B).
EMPA ve DAPA gruplarinin yapisi incelendiginde morfolojik olarak kontrol grubuyla benzer
morfolojik yapiya sahip oldugu gosterilmistir (Sekil 19C ve 19D). Tim gruplarda, kalpteki
hasar1 aragtirmak amaciyla inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, fibrozis ve kas hiicrelerinin
diizensizligi skorlanmistir. Elde edilen bulgulara gore kalp hasari kiyaslandiginda T2DM
grubuna ait kalp dokularinda Kontrol, EMPA ve DAPA gruplarina kiyasla istatistiksel olarak
anlamli oranda yiiksek skor elde edilmistir (****p<0,0001) (Sekil 19,a). Kontrol, EMPA ve
DAPA gruplarinda ise histopatolojik skor sonucunda istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmamastir.
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Sekil 19. Hem ¢apraz (sol taraf) hem de uzunlamasina (sag taraf) kesitleri gosteren kalp dokularinin
aciklayict mikrograflari. A. Kontrol grubu. B. T2DM grubu. C.T2DM+EMPA grubu. D. T2DM+DAPA
grubu. Yildiz isareti (*): Diizenli morfolojiye sahip kalp kaslart. Ok (—): Morfolojisi degistirilmis
hipertrofik kalp kaslari. Art1 (+): Diizensiz organize olmus kalp kasi lifleri. Hematoksilen ve Eozin
boyasi. a. Kalp dokusuna ait inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, fibrozis ve kas hiicrelerinin diizensizlik
skorlamasi.
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Torasik aorta ait histopatolojik degerlendirme sonuglar1 asagida gosterilmistir (Sekil 20).
Kontrol grubuna ait torasik aort dokular1 saglam bir epitel tabakasi ve normal kalinlikta tunika
medya ile diizenli histolojik dagilim gostermistir (Sekil 20A). T2DM grubunda epitel
tabakasinin, elastik liflerin ve kas hiicrelerinin degisen organizasyonu ve tunika medyada
kalinlik artis1 gozlenmistir (Sekil 20B). Tedavi verilen DAPA ve EMPA gruplarina ait aort
orneklerinin genel histolojik 6zellikleri incelendiginde Kontrol dokusuna benzerlik gésterdigi
bulunmustur. Ancak bu gruplarda kismen de olsa anormal kas hiicreleri ve bozulmus elastik
lifler mevcuttur (Sekil 20C ve 20D). Tim gruplarda, aortadaki hasari arastirmak amaciyla
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, fibrozis ve kas hiicrelerinin diizensizligi skorlanmistir. Elde
edilen bulgulara gore aort hasar1 kiyaslandiginda T2DM grubuna ait aort dokularinda Kontrol,
EMPA ve DAPA gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek skor elde
edilmistir (****p<0,0001) (Sekil 20,a). Kontrol, EMPA ve DAPA gruplarinda ise

histopatolojik skor sonucunda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamustir.
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Sekil 20. Torasik aort dokularinin agiklayici mikrograflari. A. Kontrol grubu. B. T2DM grubu.
C.T2DM+EMPA grubu. D. T2DM+DAPA grubu. Yildiz isareti (¥): Diizenli morfolojiye sahip elastik
dokular. Cift tarafli ok: Tunika medya. Ok: Morfolojisi degistirilmis hipertrofik/dejenere kas hiicreleri.
Art1 (+): Tunika adventisyasinda inflamatuar hiicre infiltrasyonu. Hematoksilen ve Eozin boyasi. a.
Torasik aortaya ait inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, fibrozis ve kas hiicrelerinin diizensizlik skorlamasi.
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7. TARTISMA ve SONUC

T2DM hastalig1 ve buna bagli gelisen komplikasyonlar giiniimiizde ve yakin gelecekte toplum
sagligini ciddi tehdit altina sokan ve bilim diinyas1 tarafindan ¢aligmalarin yogunlastigi bir
hastaliktir. Bu hastalikta beslenme sekilleri ve yasam tarzlarindaki degisikliklerle birlikte,
DM’den etkilenen kisi sayis1 artmakta ve hastaligin mekanizmasinin da anlasilmasi
zorlagmaktadir. YG seviyelerine maruz kalan viicutta doku ve hiicre fonksiyonlari bir siire sonra
bozulmakta; inflamasyon, ROS ve apoptoz gibi biyolojik siirecler bir¢ok doku ve organi makro
ve mikro diizeyde etkilemektedir. Calismamizda T2DM hastaligina bagl olarak gelisen ve
mortalite orani oldukca yiiksek olan KVO ile iliskili olarak T2DM’li siganlarda kalp dokusu

incelenmistir.

Literatiirde T2DM'de gelisen KVO’da SGLT2 inhibitorlerinin kalpte koruyucu etkilere sahip
oldugu gosterilmistir. Bu koruyucu etkiler i¢in pek ¢ok mekanizma 6ngériilmiis olmasina
ragmen, SGLT2 inhibitorlerinin serum glukoz seviyesini etkilemeden kardiyoprotektif
etkilerini nasil gosterdikleri hala tam olarak netlik kazanamamistir (Shao ve ark., 2019). EMPA
ve DAPA arasindaki mekanizma farkliliklar1 ve birbirlerine olan iistlinliiklerine dair veriler
kisithdir. 2000’1 yillarin basinda kesfedilen miRNA'lar birden fazla hedef mRNA'nin
ekspresyonunu kontrol edebilir ve her bir mRNA birden fazla miRNA tarafindan
diizenlenebilir. Ayrica miRNA'lar birden fazla hedef gene de sahiptir. Bircok biyolojik
fonksiyonda hayati roller tastyan miRNA ekspresyonlarinin T2DM, kardiyak olaylar ve kanser
gibi ¢ogu hastalikta degistigi gosterilmistir (Natalicchio ve ark., 2023). Hastaliklarin
patofizyolojisinde yer alan hemen hemen ¢ogu yolakta bu ekspresyonlardaki degisikliklerin
sebep oldugu durumlar bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinda incelenen miRNA’lar DM
durumunda kalpte ekspresyonu degisen miRNA’lar arasindan literatiir taramalar1 sonucunda
secilmistir. Biitlin bu soru isaretlerinin olusturdugu merakla calismanin amaci; EMPA ve
DAPA’nin diyabetik kalpteki koruyucu etki mekanizmalarina dair bilgi eksikligini
aydinlatmaya ek olarak STZ/NA ile indiiklenen si¢can kalp dokusunda miRNA ekspresyonlari
tizerine EMPA ve DAPA’nin etkilerini agikli§a kavusturmaktir. Literatiirde, EMPA ve DAPA
tizerinde yapilmis pek c¢ok calisma olmasina ragmen T2DM'ye baglh kardiyovaskiiler
komplikasyonlarda EMPA ve DAPA'min miRNA ifadeleri {izerindeki etkileri ilk kez

arastirilmastir.
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T2DM i¢in su anda mevcut olan hayvan modelleri arasinda, KK/Ay, db/db ve ob/ob fareleri,
ZFD ve OLETF siganlar1 gibi c¢esitli tiirler vardir ve kalitsal hiperglisemi ve insiilin direnci
sergileyerek deneysel calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu modellerin
iretiminin zor ve nispeten pahali olusu, hayvanlar i¢in uygun ortamlarin saglanmasiyla ilgili
sorunlar ve insiilin direncinin ¢ok hizli ilerlemesi nedeniyle farmakolojik arastirmalarda
kullanima uygun farkli modellere ihtiya¢ duyulmustur. STZ/NA indiikli T2DM modeli bu
amagla gelistirilmis 6nemli modellerden biridir (Tahara ve ark., 2011). Calismamizda
kullanilan bu model ile si¢anlarin deney siireci boyunca elde edilen viicut agirligi, kan glukozu,
OGTT ve ITT sonuglar1 ile doku ve serum drneklerinden elde edilen biyokimyasal ve histolojik

sonuglar incelendiginde T2DM modelinin basaril1 bir sekilde olusturuldugu goriilmektedir.

SGLT2 inhibitorleri T2DM tedavisinde klinikte kullanimlar1 olan 6nemli ilaglardir. Haftalik
kan glukozu takibi ve viicut agirligi sonuclarimiz incelendiginde T2DM siganlara kiyasla kan
glukoz diizeylerinin EMPA ve DAPA gruplarinda kontrol altina alindig1 ve viicut agirliklarinin
da tedavi gruplarinda korundugu bulunmustur. DM hastaliginda glukoz hiicre tarafindan yeteri
kadar kullanilamadigi i¢in protein ve yag molekiilleri kullanilmakta, bu durum da viicut
agirligindaki azalmalarin ana nedenini olusturmaktadir. Viicut agirligi ve kan glukozuna dair

sonuclarimizin literatiirde ayni modeldeki T2DM gruplari ile uyumlu oldugu saptanmistir

(Othman ve ark., 2017).

Kardiyak fonksiyonel biyobelirtegler (KTnl vb.) ve hemodinamik parametreler (kalp agirligi,
kalp agirliginin viicut agirligina orani, tansiyon vb.) kalp hasarmni tespit etmede hayati 6neme
sahip araglar olarak kabul edilmektedir. Kalp agirliginin viicut agirlifina oranindaki arts,
kardiyomiyopati gibi kardiyovaskiiler hasarlarda bir gosterge olan kardiyak hipertrofinin ana
ozelligidir (Yanucil ve ark., 2022). Calismamizin sonuglarina gére T2DM grubundaki
sicanlarda kalp agirliginin Kontrol grubuna kiyasla azaldig1 bulunmusturr. STZ indiiklii DM
calismalarindan elde edilen sonuglar incelendiginde de kalp agirliginin STZ grubunda Kontrole
kiyasla azaldigr gosterilmistir (Shukla ve ark., 2017). Bu ¢alismada kalp agirliginin viicut
agirligina orani ve kTnl sonuglart incelendiginde; STZ/NA uygulanan siganlarda kalp hasarinin
meydana geldigi goriilmiistiir. Genel olarak daha onceki ¢aligmalarda da benzer sonuglar elde
edilmistir. EMPA ve DAPA gruplarinda viicut agirhiginin azalmasi ve histopatolojik
incelemede kalp dokusunda diizenli olarak dagilim gésteren kardiyomiyositlerin atriyal yeniden
sekillenme ve antihipertansif etkilerle iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Zhang ve ark.,
2021).
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Kan glukozunun tolere edilebilirligini degerlendirmek amaci ile yapilan OGTT sonuglarimiza
gore T2DM grubunun kan glukozunun analizin 60. dakikasinda hizla yiikseldigi ve analizin
sonunda 120. dakikada da hala yiiksekligini korudugu gorilmiistiir. Kontrol grubu ve tedavi
gruplarinda ise kan glukozunun kontrol altinda oldugu bulunmustur. Ozellikle DAPA grubunda
90. dakika itibariyle kan glukozundaki hizli bir azalma gériilmiistiir. OGTT’den elde edilen
veriler incelendiginde EMPA ve DAPA’nin kan glukozunu iyi tolere ettigi gosterilmistir.
T2DM yalnizca hiperglisemi ile iliskili degil ayn1 zamanda IR ve hiperinsiilinemi ile de
iliskilidir. ITT analizinde insiilin uygulamasindan sonra kan glukoz diizeyleri ne kadar hizl
diiserse insulin duyarliliginin da o kadar arttig1 soylenilmektedir. Calismamizda yapilan iTT
analizinde T2DM grubu siganlarda insiilin tedavisi uygulanmasina ragmen insiilinin dokularda
kullanilamadig1 ve tedavi gruplarinda insiilin yanitina bagli olarak kan glukozunun diistiigi
gosterilmistir. T2DM grubunun OGTT ve ITT analizlerine dair sonuglarmn literatiirdeki
benzer ¢aligmalarla uyumlu oldugu gorilmiistir (Ablat ve ark., 2017). Bununla birlikte
STZ/NA indiiklii olusturulan modelde EMPA ve DAPA etkinliklerinin kiyaslandigi bir ¢alisma

literatiirde bulunamamustir.

DM’ de meydana gelen hiperglisemi, hem T1DM hem de T2DM’de endotel disfonksiyonunun
temel nedenlerinden birisidir. YG seviyeleri endotel hiicrelerinde ve miyositlerde c¢oklu
biyokimyasal degisikliklere yol agmaktadir. Bu modifikasyonlar arasinda artmis enzimatik
olmayan glikasyon, sorbitol-miyo-inositol aracili degisiklikler, redoks potansiyeli degisiklikleri
ve protein kinaz C'nin (PKC) aktivasyonu yer alir. Hiperglisemi ayrica endotel hiicrelerinde
ROS artisina neden olmakta, bu durumda hiicrelerin oksidatif stresin {istesinden gelme
yetenegini baskilamaktadir. Diyabetik kalpteki hiperglisemik kosullar, kardiyovaskiiler endotel
hiicrelerinde metabolik bozukluklara ve oksidatif strese yol agar; bu durumun da endotelyal
gecirgenligin artmasi, endotelyal gevsemenin bozulmasi ve NO kullanilabilirliginin azalmasi
gibi bircok etkiye neden oldugu bildirilmistir (Knapp ve ark.,, 2019). Dolayisiyla
hipergliseminin, damarlarda oksidatif stres ve inflamasyona bagli olarak endotel disfonksiyon
meydana getirmesi nedeniyle ¢alismamizda torasik aortanin Kasilma yanit1 kiimiilatif fenilefrin
konsantrasyonlarmin dlciimii ile degerlendirilmistir. Onceki calismalarda, STZ ile indiiklenen
sicanlarda Kontrole kiyasla kasilma yanitinin arttigi bulunmustur (Sonmez ve ark., 2022).
Kumar ve arkadaglar1 da STZ ile indiikledikleri DM modelinde endotel disfonksiyonunu organ
banyosu ile degerlendirmislerdir ve bu ¢aligmada da STZ indiiklii grupta diger gruplara kiyasla

kasilma yanitinin arttigint  bulmuslardir. Yine aym c¢aligmada DAPA’nin endotel
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disfonksiyonun artmasin1 6nledigi; antiinflamatuar, antioksidan ve IGU birikimini 6nleyici
etkiler gostererek kalbi korudugu bulunmustur (Kumar ve ark., 2019). Bizim ¢alismamizda da
T2DM grubunda kasilma yanitinin fazla olmasi literatiirdeki sonuglarla uyumludur. DAPA
grubunda T2DM’ye kiyasla aorta dokusunda kasilma yanitindaki artisin 6nemli 6l¢iide azaldigi
bulunmustur. Organ banyosundan elde edilen sonuglara gére DAPA’nin, torasik aortada

EMPA’ya kiyasla daha fazla koruyucu etki gosterdigi diistiniilmiistiir.

T2DM ile iliskili hipergliseminin, ROS iiretiminin artmasina ve kardiyomiyosit apoptozunu
indiikleyen inflamasyona yol actig1 belirtilmistir (Sefidgari-Abrasi ve ark., 2020). Cok sayida
bilimsel c¢alisma; inflamasyon ve oksidatif stresin DM'li bireylerde atriyal yeniden
sekillenmeye ve miyokardiyal degisikliklere neden olarak siireci hizlandirdigim
gostermektedir. Bu degisikliklerin arasinda inflamasyon, antioksidan parametrelerin azalmasi,
hipertrofi, apoptoz, fibrozis ve sertligin yer aldig: bildirilmistir (Shao ve ark., 2019; Y. Zhang
ve ark., 2021).

Gii¢lii bir pro-inflamatuar sitokin olan IL-1B seviyeleri, pankreas [ hiicrelerinde hasarin
olusmasinda giiclii bir tetikleyicidir. Ancak IL-1f'nin T2DM patogenezinde rol oynadigi
bilinmesine ragmen KVO iizerindeki etkileri hala belirsizdir (Herder ve ark., 2015). Kalp
dokusu ve serumda inflamasyonu degerlendirmek amaciyla IL-1B seviyeleri Olgiilmiistiir.
T2DM’li siganlarda hem serum hem kalp dokusunda IL-1p seviyelerinin artmasi
olusturdugumuz kalp hasarinda inflamatuar mekanizmanin da rol aldigin1 gostermektedir.
Serumda EMPA grubunun IL-1B seviyeleri DAPA grubuna kiyasla daha fazla iken kalp
dokusunda DAPA grubunun IL-1f seviyeleri EMPA’ya kiyasla daha fazla bulunmustur.
Dolayisiyla EMPA’nin kalpteki inflamatuar yanita kars1 daha koruyucu oldugu ancak viicutta

genel olarak inflamatuar yanit1 o kadar baskilayamadig: sdylenilebilir.

YG seviyelerinin neden oldugu ROS ve IR’nin, T2DM'nin patogenezinde yer alan oksidatif
streste onemli bir rol oynadigi ve oksidatif stresi artirdigi bildirilmistir (Sefidgari-Abrasi ve
ark., 2020). SOD, oksidatif stres durumunda arttig1 bilinen siiperoksit radikallerini siipiiren
antioksidan enzim grubudur (Bugga ve ark., 2022). SOD, oksidatif stresi ve inflamasyonu
azaltarak kardiyak apoptozun azaltilmasinda 6nemli bir rol oynar (Guo ve ark., 2023). Kalp
dokusu ve serumda oksidatif stresi degerlendirmek amaciyla SOD seviyeleri dl¢iilmiistiir (Sekil
16b, Sekill7b). Kontrol grubuyla karsilastirildiginda T2DM grubunda serum ve Kkalp

dokusundaki SOD diizeyleri azalirken, IL-1f diizeylerinin arttig1 bulunmustur. Calismamiza
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paralel olarak yapilan bir ¢alismada SOD diizeylerinin azalmasinin ve IL-1B diizeylerinin
artmasinin kalp hasarina neden oldugu gosterilmistir (Dia ve ark., 2023; Sefidgari-Abrasi ve
ark., 2020). DAPA grubunda IL-1p diizeylerinin Kontrol grubuna kiyasla artarken, SOD
diizeylerinin ise Kontrol grubuna kiyasla azaldig1 bulunmustur. Kalpteki inflamatuvar yanit ve
oksidatif streste DAPA tedavisinin EMPA tedavisi kadar etkili olamadigi goriilmiistiir. Onceki
calismalarda EMPA ve DAPA’nin kalpteki koruyucu etkilerinin STAT-3 ve PI3K'nin
aktivasyonuna bagimli oldugu bulunmustur. Fibroblast biiytime faktori-2 (FGF-2)
kardiyomiyosit-fibroblast iletisiminde rol alirken, kaveolin-3 (Cav-3) ise STAT-3"lin yukari
yonde diizenlenmesindeki rolii ile kalpte koruyucu etki saglayan medyatorlerdir. EMPA ve
DAPA’nin FGF-2 ve Cav-3 isimli bu iki medyatoriin diizenlenmesini saglayarak STAT-3 ve
PI3K aktivasyonunda yer almalar1 yeni kesfedilen ortak mekanizmalardan biridir. Ancak ayni
calismada EMPA’nin ilging bir sekilde DAPA’dan farkli olarak mitokondriyal kompleks I ve
I1'nin solunum kapasitesini arttirdigi bulunmustur. Bu nedenle de EMPA ve DAPA ’nin kalpteki
koruyucu etkilerinin altinda yatan farkli mekanizmalarin aydinlatilmasi literatiirde 6nem
tasimaktadir (Nikolaou ve ark., 2022). EMPA ve DAPA’nin etkinlik farki ile ilgili

mekanizmalara dair kiyaslayici daha fazla calismaya ihtiyag vardir.

Kalpte miyokardiyal doku hasari ve miyosit membraninda bozulma meydana geldigi zaman
ayni oranda kardiyak hasar belirteci olarak bilinen kardiyak troponinler salgilanir. Genelde
kardiyak iskemi durumunda bakilan parametreler olsa da DM’de subklinik ¢aligmalarda
myokard hasarinda bu belirteglerin seviyelerinin arttig1 bildirilmistir (Gumede ve ark., 2022).
Calismamizda STZ ile indiiklenen T2DM grubunda kTnl sonuglar literatiirle uyumlu olarak
Kontrol grubuna kiyasla T2DM grubunda artmistir (Altamimi ve ark., 2021). Tedavi
gruplarinda ise T2DM’ye kiyasla kalp dokusunda kTnl seviyelerinin daha az oldugu
bulunmustur. Ayrica T2DM grubunda literatiire paralel olarak kalp dokusunda myofibril ve
mitokondri hasariyla iliskili olarak kTnl ve inflamatuvar sitokin IL-1 seviyeleri artarken yine

paralel olarak SOD seviyelerinin de azaldigi goriilmiistiir (Altamimi ve ark., 2021).

IGU’ler stabil bir kompleks olusturmak iizere enzim olmadan glukoz veya diger indirgeyici
sekerlerle kendiliginden reaksiyona giren amino asit, niikleik asit veya lipitleri ifade ederler.
DM durumunda meydana gelen uzun siireli hiperglisemi seviyeleri iGU'lerin asir1 birikmesine
neden olur ve kolajenin glikozilasyonunu arttirarak iGU'lerin capraz baglanmasim artirir
boylece IGU'ler, reseptorleri olan IGUR'leri ile birlesir. (Hongwei ve ark., 2019). Bununla
birlikte IGU-IGUR etkilesimi sonucunda ROS ve inflamatuar yanit da tetiklenir (Farrag ve ark.,
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2023). Calismamizda STZ uygulanan siganlarda Kontrol grubuna kiyasla diger gruplarda IGUR
seviyelerinde artis bulunmustur. Hiperglisemiye bagli olarak IGUR seviyelerinin yiiksek
olmasi1 beklenen bir durumdur ve sonuglar literatiirle uyumludur (Hongwei ve ark., 2019).
Ayrica inflamatuar belirte¢ olan IL-1B seviyelerinin T2DM grubunda fazla olmasi ve
antioksidan enzim SOD seviyelerinin T2DM grubunda az olmas1 da IGU-IGUR etkilesimleri
ile agiklanabilir. Biitiin bu mekanizmalar birbiri ile i¢ ige ge¢mis kompleks bir mekanizmaya

isaret etmektedir.

miRNA'lar, genlerin ekspresyonunu diizenleyerek inflamasyon, apoptoz, proliferasyon ve
immiin yanitlar dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli biyolojik siirecte yer alirlar (Jeyabal ve ark., 2016).
Dolayisiyla bu molekiiller kardiyovaskiiler sistemin gelisimi, patogenezi, rejenerasyonu ve
onarimi gibi miyokarddaki DM ile iliskili patofizyolojik siireglerde hayati 6neme sahiptir
(Jakubik ve ark., 2021; Kura ve ark., 2020). Ancak miRNA'larin sentezi YG seviyelerinden
etkilenir ve kan glukozu normoglisemik kosullara ulagsa dahi bu olumsuz etki kalic1 olabilir
(Kura ve ark., 2020). Bu caligmada se¢ilen 10 tane miRNA geninin ekspresyonlarindaki
degisiklikler RT-PCR analizi ile tiim gruplarda degerlendirilmistir. mMiRNA'lar (miR-223, miR-
373, miR-22, miR-9, miR-146a, miR-21, miR-144, miR-221, miR-133a ve miR-34a) literatiirde
patofizyolojik mekanizmalarda yer aldig: belirtilen miRNA’lar arasindan seg¢ilmistir (Jakubik
ve ark., 2021; Leon ve ark., 2016). Ayrica bu miRNA'lar T2DM ve kardiyovaskiiler olaylarda
ekspresyonu degisen ve yiiksek kan glukoz seviyesinden etkilenen miRNA'lardir (Jakubik ve
ark., 2021). Ote yandan literatirde ilk defa EMPA ve DAPA tedavilerinin miRNA
ekspresyonlar1 tizerine etkileri ¢alismamizda karsilastirilmistir ve deney gruplarinda gesitli
patofizyolojik mekanizmalarla iligkili farkli miRNA ekspresyonlart bulunmustur. Bu sonuglara
gore T2DM grubunda miR-144, miR-221, miR-373, miR-9, miR-223, miR-34a, miR-22, miR-
21 ve miR-146a eckspresyonlarmin azaldigi, miR-133a ekspresyonlarinin ise arttigi
gosterilmigtir. miRNA sonuglarini sirasiyla degerlendirecek olursak daha oOnce yapilan
calismalarda miR-144'"lin yiiksek glukoz kosullarina kars1 kardiyoprotektif etkiler gosterdigi,
oksidatif stresi ve apoptozu onledigi gosterilmistir. Bu ¢alismada miR-144 ekspresyonlari
T2DM ve EMPA gruplarinda diger gruplarla karsilastirildiginda anlamli diizeyde azalmistir.
Nrf2’nin dogrudan miR-144 tarafindan hedeflendigi bildirilmistir (Jakubik ve ark., 2021;
Zhang ve ark., 2023). Nrf2, glutamat-sistein ligaz, katalitik alt birim, NAD(P)H dehidrojenaz
ve kinon 1 (NQOU1) dahil olmak {izere artan oksidatif strese hiicresel yanitta onemli olan birden

fazla genin aktivasyonu yoluyla antioksidan savunmayi diizenleyen ana transkripsiyon
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faktoridir (Kukoyi ve ark., 2019). DAPA grubunda miR-144 ekspresyonunun Kontrol
grubunda oldugu gibi EMPA grubundan fazla olmasi DAPA’nin Nrf2 ve iliskili diger sinyal

yollari iizerinde bir etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.

miR-221 ekpsresyonlarinin sonuglari incelendiginde Kontrol grubuna kiyasla diger gruplarda
anlamli bir azalma bulunmustur. Literatiirde miR-221 ile ilgili ¢eliskili sonuglar vardir. miR-
221'in DM’li kalpte arttigin1 gésteren calismalar olsa da (Chen ve Zhang, 2021) Zhou ve
arkadaglar1 yaptiklar1 galismalarda miR-221’in iskemik kalp hasarinda kardiyomyositleri
apoptoza ve inflamasyona karsi korudugunu, oksijenlenmeyi ve sagkalimi artirdigini
gostermislerdir. Yine ayn1 ¢alismalarda miR-221, benzersiz bir anti-fibrotik profil sergilemesi,
yani a-SMA ekspresyonunu ve kollajen sekresyonunu azaltmasi ile 6n plana ¢ikmistir. Biitiin
bunlar kalbin yeniden yapilanmasinin iyilestirilmesi ve kardiyak fonksiyonun korunarak
kardiyak fibrozisin azalmasi1 demektir (Chen ve ark., 2016; Zhou ve ark., 2019). T2DM modeli
olusturulan gruplarimizda Kontrole kiyasla olusan azalma literatiirle uyumludur ayrica
calismamizda DAPA grubunun miR-221 ekspresyonu T2DM ve EMPA grubuna kiyasla daha

fazla bulunmustur.

miR-373’tin hedef geni MEF2C’dir. miR-373 ekspresyonu azaldiginda miyositlerin boyutunu
artirarak hipertrofiye neden olur (Jakubik ve ark., 2021). Calismamizdan elde edilen sonuglarda
diyabetik kalplerde meydana gelen kalp agirliginin viicut agirlhigina oraninin yiikselmesi ve

histoloji sonuglarimiz miR-373 ekspresyonundaki azalmay1 destekler niteliktedir.

‘4.4.3. T2DM’1i kalp dokusunda miRNA’lara neler oluyor?’ basliginda da bahsi gegtigi gibi
daha 6nce yapilan ¢alismalarda miR-9'un YG maruziyeti ile azaldigi bulunmustur. miR-9’un
ekspresyonundaki azalmanin hedef proteini olan ELAVLI1’i artirdig1 ve dolayisiyla kaspaz-1’i
aktive ederek IL-1B ve kaspaz seviyelerindeki artma ile inflamasyon ve hiicre 6liimiinii
baslattig1 bildirilmistir (Jeyabal ve ark., 2016). Bu tez ¢alismasindaki miR-9 ekspresyonuyla
ilgili bulgularmmz ELISA sonuglarimizla desteklenmistir. Kontrol ve EMPA gruplarinda kalp
dokusunda T2DM ve DAPA grubuna gore daha fazla miR-9 ekspresyonu bulunmustur ve
beklendigi iizere tersi sekilde DAPA grubunun kalp dokusunda IL-1p seviyeleri daha yiiksektir.
EMPA grubu ve Kontrol grubunun kalp dokusunda IL-1B seviyelerinde istatistiksel anlamli

farklilik bulunmamustir.

miR-223 ifadesindeki degisikleri degerlendirecek olursak miR-223, kardiyak hipertrofiyi ve
inflamasyonu diizenler ve kardiyak hipertrofisi olan sicanlarda ekspresyonu azalir (M.-W.
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Zhang ve ark., 2021). Daha 6nce yapilan bazi ¢alismalarda, miR-223-3p’nin iki fazli etkilere
sahip oldugu gosterilmistir. Kalp hipertrofisinin ¢ift yonlii diizenlenmesini inceleyen siganlarda
olusturulan hipertrofik kardiyomiyosit modellerinde, miyokard ve kardiyomiyositlerde miR-
223-3p ekspresyonunun azaldigi bulunmustur. Aksine inflamatuar yaniti birgok farkli
mekanizma araciligiyla artirarak ilerlemis KY ve hipertansiyonun neden oldugu konjestif kalp
yetmezligi sican modelinde ise miR-223-3p seviyeleri artmistir (Zhang ve ark., 2020).
Calismamizdan elde edilen veriler, diyabetik kalp dokusunda miR-223 ekspresyonlarinin
azaldigin1 ve tedavi gruplarinin T2DM grubu ile benzer oldugunu gostermistir. Kardiyak
hipertrofi sonuglariyla uyumlu olarak T2DM, EMPA ve DAPA gruplarinda Kontrol grubuna
kiyasla miR-223 ekspresyonu azalmigsken kalp agirliginin viicut agirligina orani artmistir, ek
olarak histolojik bulgulardan elde edilen hipertrofik kalp kasi goriintiileri de sonuglarimizi
destekler niteliktedir (Sekil 19).

miR-133a, insan kalbinde tespit edilen ve ekspresyonu oldukc¢a fazla olan miRNA'lardan bir
tanesidir. miR-133a eksikligi olan farelerde genislemis ventrikiiler septum ve ventrikiiler
duvarlarin incelmesi gibi yapisal anormallikler vardir. Bunun yani sira miyokardiyal dokudaki
miR-133a ekspresyonu, ¢esitli kardiyak patoloji modellerinde 6nemli 6lglide azalirken, miR-
133a'nin ekspresyonunun artmasi, miyokardiyal hipertrofi ve miyokardiyal fibrozis gibi
patolojik siiregleri 6nemli dlglide iyilestirmistir (Yu ve ark., 2023). Ancak diger ¢alismalardan
farkli olarak ¢alismamizda T2DM grubunda kardiyomiyosit hipertrofisi ile iliskili miR-133a

ekspresyonlarinin arttigr bulunmustur.

Ayrica T2DM siganlarinda miR-34a ekspresyonlarmin azaldigi gosterilmistir. miR-34a geni
Bcl2, siklin D1 ve sirtuin 1 (SIRT1)’i genlerini hedef alir ve yapilan ¢alismalar miR-34a'nin
ekspresyonunun azalmasmin kalp fonksiyon bozukluklarini iyilestirdigini gdstermistir
(Fomison-Nurse ve ark., 2018). Ancak bizim ¢alismamizda miR-34a ekspresyonunun Kontrol
ve EMPA gruplarinda T2DM ve DAPA gruplarina kiyasla istatistiksel anlamda arttig

bulunmustur.

miR-22'nin ekspresyonundaki azalmanin diyabetik kalpte oksidatif stresi arttirdigi ileri
stirilmiistir. miR-22'nin hedef geni SIRT1’dir (Jakubik ve ark., 2021). SIRTI1 birgok
mekanizma ile oksidasyonun diizenlenmesini saglar. SODI1 ekpresyonunu artirarak ROS
tretimini azaltir ve biriken radikalleri uzaklastirir (Li, 2014). Ek olarak miR-22'nin

miyokardiyal iskemi/reperfiizyon hasarinin patolojik ilerlemesinde rol oynadig1 ve kalbin asir1
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basinca bagl kardiyak hipertrofisine uyum saglamasi igin gerekli oldugu bulunmustur (Wang
ve ark., 2021). Calismamizda Kontrol grubuna kiyasla diger gruplarda miR-22 ekspresyonlari
azalmistir. Serum ve kalp dokusundaki SOD diizeyleri ile miR-22 ekspresyonlar1 arasindaki
iliskiye bakilirsa serum SOD diizeyleri T2DM'li siganlarda Kontrol, EMPA ve DAPA
gruplarina kiyasla anlamli bir oranda azalmistir. Kalp dokusunda da T2DM grubunun SOD
seviyeleri Kontrol ve EMPA gruplarina kiyasla daha azdir ve miR-22 ekspresyonundaki

azalmanin da bu konu ile iligkili olabilecegi diistiniilmiistiir.

miR-21"in glukozun alimi, glikolizis ve kardiyak PPARa gibi yag asidi oksidasyonu genlerinin
diizenlenmesini saglayarak kalpte glukoz ve lipit metabolizmasinda rol aldig1 bildirilmistir (Dai
ve ark., 2017). Son ¢alismalarda kardiyak fibrozis, hipertrofi, erken baslangi¢h diyastolik islev
bozuklugu ve geg¢ baslangigl sistolik islev bozukluklarini igeren ve tiim bu olumsuz yapisal
yeniden sekillenmenin bir arada bulunmasiyla karakterize edilen diyabetik kardiyomiyopatinin
ilerlemesinde miR-21'in rolii gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada YG tedavisi miR-21'in
ekspresyonunu artirmis ve kardiyomyosit apoptozuna karst koruyucu bir etki sergilemistir.
Ayrica miR-21, kardiyomiyopati indiiklii diyastolik fonksiyon bozukluguna karsi db/db
farelerinde koruyucu etki gostermistir. Bunlarin aksine ilging bir sekilde, miR-21'in diyabetik
kardiyomyopati gelisimi iizerinde olumsuz etkisi de bulunmustur. miR-21'in ifadesindeki artig
kardiyak fibroblastlarin miyofibroblastlara doniisiimiinii indiikleyerek, kalbe daha fazla zarar
verir ve miyokardiyal fibrozisle sonuglanir (Scisciola ve ark., 2022). Dolayisiyla miR-21
kardiyak disfonksiyonla iligkili bircok yola sahiptir, ancak rolii tartismalidir (Jin, 2021).
Calismamizda T2DM, EMPA ve DAPA grubundaki sigan kalplerinde Kontrol grubuna kiyasla

miR-21 ekspresyonunun azaldig gosterilmistir.

miR-146a, oksidatif stres, apoptoz, inflamasyon ve hipertrofi igin dnerilen kardiyoprotektif role
sahip bir regiilatordiir. Son zamanlarda IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi inflamatuar genlerin
diizenlenmesindeki rolii nedeniyle 6nem kazanmus, yeni bir tedavi yaklagimi haline gelmistir.
Ciinkii miR-146a ifadesinin azaldig1 durumlarda IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi inflamatuvarlarin
seviyeleri artmaktadir (Feng ve ark., 2011; Jakubik ve ark., 2021). Bu ¢alismada literatiirle
uyumlu olarak T2DM grubu sicanlarin kalbinde diger gruplara kiyasla miR-146a
ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. Ayrica, miR-146a ekspresyonlarmin yiiksek oldugu
EMPA ve DAPA gruplarinda kTnl ve IL-1p sonuglar1 da tedavilerin antiinflamatuar etkisinin

varligin1 gostermistir.
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miRNA’larin sonuglarinin tartismasinin sonuna geldigimizde literatiirle ¢elisen sonuglarla ilgili
olarak karsimiza bazi ihtimaller ¢ikmaktadir. Tek bir miRNA geninin birden fazla mRNA
genini hedef alabilmesi ve tek bir genin de birden fazla miRNA hedefinin olmast miRNA
regiilasyonlarinda bozukluklara yol agabilmektedir. Ornegin ayni genden sorumlu olan iki
miRNA’dan bir tanesinin ekspresyonunun artmasi: gerekirken digerinin artis1 onun
ekspresyonunu azaltabilir. Bir diger durum ise ¢alismalarda kullanilan insan, sigan, fare gibi
tirler aras1 farkliliklara bagli olarak miRNA ekspresyonlar1 ve iligkili sinyal yolaklarinda
meydana gelebilecek olan degisikliklerin varligidir (Bernardo ve ark., 2022; Ha ve ark., 2008).
Diger bir ihtimali degerlendirecek olursak miRNA’larin giincel konu olmalari, ayn1 hayvan

modeli ve amagla yapilan ¢aligmalarin az olusu da 6nem arz etmektedir.

Hiperglisemi kolajen birikimini ve fibroblast proliferasyonunu tesvik eder, boylece kolajenin
degredasyonunu azaltarak miyokard fibrozuna neden olur. Dolayisiyla yukarida da bahsi gegen
IGU ve IGUR proteininin ekspresyonlarmin artmasi1 ve IGU-IGUR arasindaki etkilesim
miyokardiyal fibrozis olusumunu artirir (Hongwei ve ark., 2019). Kardiyak hasar
degerlendirmek amaciyla H&E boyamas: ile goriintiileme yapilmis ve inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, fibrozis ve kas hiicrelerinin diizensizligi skorlanmistir. Elde edilen sonuglar
1s1g¢1nda; Kontrole kiyasla T2DM’li si¢anlarin kalbinde hasarin meydana geldigi ve kalp hasari
modelinin basariyla olustugu ve H&E boyamasi ile T2DM modeli olusturulan sican kalp
kesitlerinde artan interstisyel fibrozisin varlig1 gosterilmistir. T2DM si¢anlardaki bu histolojik
degisiklikler daha 6nceki ¢alismalarla uyumludur (Kumar ve ark., 2022). Kalp dokusundaki
fibrozis, birgok miyokard hastaliginin ortak bir patofizyolojik degisikligidir ve sistolik ve
diyastolik fonksiyon bozuklugu ve aritmojenez ile de iliskilidir. Kardiyak kesitlerde H&E
boyama sonuglari ile kalp agirliginin viicut agirligina oranindan elde edilen sonuglar da
birbiriyle uyumludur. STZ uygulanan si¢anlarda Kontrol grubuna kiyasla kalp agirliginin viicut
agirh@ina orani artmistir ve histopatolojik analizlerin degerlendirilmesi sonucunda da T2DM
sigan kardiyomiyositlerinde deforme olmus cekirdekler gozlemlenmistir ve bu durum
patolojiyle birlikte meydana gelen bir yeniden yapilanmanin varligin1 gostermektedir (Fang ve
ark., 2018; Yanucil ve ark., 2022). Histopatolojik degerlendirmeye gore kardiyomiyosit ve
miyofibrillerde goriilen hasar T2DM'ye bagli kardiyomiyopatinin gelistigini ifade etmektedir.
Bununla birlikte, dort haftahilk EMPA ve DAPA tedavisi alan gruplarda tedaviler ile
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, fibrozis ve kas hiicrelerinin diizensizligi anlamli sekilde

azalmistir. Bu durum IGU-IGUR etkilesiminin tedaviler tarafindan inhibe edilerek
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miyokardiyal fibrozisin azaltilmasi olarak yorumlanabilir. Tedavilerdeki koruyucu etkinin
olmadig1 durumda kalp kaslarinin elastikiyetinin azalmasi kalp fonksiyonunu bozarak KY’ye
neden olmaktadir (Kumar ve ark., 2022). EMPA ve DAPA tedavisinde kalp agirliginin viicut
agirhigina oranina bakilacak olursa bu oran Kontrole kiyasla artmigtir. Ancak yine de tedaviler
ve Kontrol grubu arasinda anlamli istatistiksel fark olmamasi ve morfolojik olarak tedavi
gruplari ile Kontrol grubu arasinda yer alan benzerlik EMPA ve DAPA tedavilerinin kalpteki
koruyucu etkinliklerini bir kez daha ispatlamistir. Ayrica inflamatuvar hiicre infiltrasyonu,
fibrozis ve kas hiicrelerinin diizensizligi skor sonuclarina gore de Kontrol grubu ile tedavi
gruplar1 arasinda anlamli farkliliklar yoktur. EMPA ve DAPA kalbin morfolojisinde anlamli
iyilesmeler saglasa da histopatolojik olarak birbirlerine iistiinlikk géstermemislerdir. Niknezhad
ve arkadaglar1 tarafindan SGLT2 inhibitorlerinin kalpte koruyucu etki gosterdigi bildirmistir
(Farrokh-Eslamlou ve ark., 2024).

Torasik aorta kesitlerinde; histopatolojik analizlere gore H&E boyama sonuglari ile organ
banyosu sonuglarinin birbirleri ile uyumlu oldugu bulunmustur. Bu ¢aligmadaki histopatolojik
bulgular, T2DM'nin damarlarda inflamasyona ve oksidatif strese bagli hasara neden oldugunu
ve DAPA tedavisinin bu hasari diizeltebildigini gostermistir. Ayrica paralel olarak DAPA
tedavisi izole organ banyosu sonuglarina gore aorta kasilma yanitlarinda Kontrole benzer bir
fonksiyon gostermistir ve T2DM grubuna kiyasla istatistiksel anlamli farkliliklar bulunmustur.
Aorta goriintiilerinde DAPA grubundan farkli olarak EMPA grubunun histopatolojik
analizlerinde inflamatuar hiicre infiltrasyonu gosterilmistir ve benzer sekilde EMPA nin organ

banyosunda DAPA kadar koruyucu etki gostermedigi de gozlemlenmistir.

SGLT?2 inhibitorlerinin, kardiyak apoptozun, inflamasyonun ve oksidatif stresin 6nlenmesi
aracihigiyla kardiyoprotektif etkiler gosterdigi ileri siiriilmiistiir (Shao ve ark., 2019). ELISA
sonuglarimiz, SGLT2 inhibitdrlerinin IL-1B ve SOD diizeyleri lizerindeki etkisinin, histolojik
bulgularla tutarli olarak antiinflamatuar ve antioksidan etkilere sahip oldugunu goéstermistir.
T2DM grubunda kardiyak hasara neden olan oksidatif stres, kTnl ve IL-1p diizeylerinde artisa
neden olurken, EMPA ve DAPA tedavisi oksidatif stresi iyilestirmis ve sonug¢lar Kontrol
grubuyla benzer bulunmustur. Diyabetik kalpte oksidatif stres ve YG seviyeleri nedeniyle
miRNA diizenlenmesinde meydana gelen degisiklikler, yiiksek kan glukozu normoglisemik
seviyelere donse bile kalict olabilir ve tedavi sonrasinda miRNA eski seviyelerine

ulasamayabilir (Jakubik ve ark., 2021). Ancak bu ¢alisma, SGLT2 inhibitorlerinin bazi
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miRNA'lar iizerindeki etkisinin kan glukozu kontrol altina alindiginda kalici olmadigini ve

dolayisiyla bu ilaglarin bazt miRNA'larin diizenlenmesine de katki sagladigini gostermistir.
Calismamizin sonuglarini degerlendirdigimizde;

-T2DM grubunda kan glukoz seviyelerinin arttig1 ve viicut agirliklarinin azaldigi bulunurken,
EMPA ve DAPA tedavilerinin haftalik kan glukozu 6l¢timlerinde kan glukoz seviyelerini ve

viicut agirhig kaybin azalttigi,

- OGTT ve ITT analizlerinde T2DM grubunda kan glukozunun kontrol altina alinamadig1 ve
IR’nin varlig1 gosterilirken, EMPA ve DAPA tedavisi uygulanan gruplarda kan glukoz

seviyelerinin ve IR nin azaldi,

-Sicanlarin torasik aortalarinin izole organ banyosunda kasilma yanitlar1 degerlendirildiginde
T2DM gruplarinda FE’ye verilen kasilma yanitlarinin Kontrol grubuna kiyasla bozuldugu

ancak DAPA grubunda ise bu yanitlardaki bozuklugun diizeltildigi,

-ELISA analizlerine gére serumda tedavi gruplarinda IL-1p seviyeleri azalirken, SOD ve kTnl
seviyelerinin arttig1, kalp dokusunda ise tedavi gruplarinda kTnl seviyelerinin T2DM grubuna

kiyasla azaldig,

-Kalp dokusunda yapilan miRNA gen ekspresyon analizleri sonucunda miR-221, miR-373,
miR-223, miR-22, miR-21 seviyelerinin Kontrol grubuna kiyasla diger tim gruplarda
istatistiksel olarak anlamli oranda azaldig1 ve bu sonuglardan farkli olarak miR-9 ve miR-34a
seviyelerinin EMPA grubunda T2DM ve DAPA grubuna kiyasla, miR-133a seviyesinin T2DM
grubunda diger tiim gruplara kiyasla, miR-146a seviyelerinin EMPA ve DAPA gruplarinda
T2DM grubuna kiyasla, miR-144 seviyelerinin DAPA grubunda T2DM ve EMPA grubuna
kiyasla arttigi,

-Histopatolojik sonuglar degerlendirildiginde T2DM gruplarinda hipertrofik hiicreler ve
diizensiz dagilimlar bulunurken tedavi gruplarinda ise hiicre dagilimlarinin Kontrol grubuna

paralel sonuglar gosterdigi bulunmustur.

Calismamizda SGLT2 inhibitérlerinin, T2DM kalp dokusunda azalan kan glukozu
diizeylerinden bagimsiz olarak hemodinamik, antioksidan ve inflamatuar parametreleri
tyilestirdigini goriilmistiir. T2DM ile iliskili kardiyovaskiiler hastaliklarda kardiyoprotektif

SGLT2 inhibitorlerinin etki mekanizmalar1 arasindaki farkliliklar1 anlamak icin yapilan
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arastirmalarda literatiire katki saglayacagimi diisinmekteyiz. EMPA ve DAPA tedavisiyle
ekspresyonu degisen miRNA'larin ilgili sinyal yolak mekanizmalar1 yeni planlanacak

arastirmalara katki saglayacaktir.
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