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Amag: Sodyum glukoz ko-transporter (SGLT) inhibitorlerinin diyabetli bireylerde glukoz re-absorbsiyonunu inhibe ederek kan sekerini diistirdtigu ileri
surtilmektedir. Bu inhibitdrlerin kalp fonksiyonu tizerindeki etkileri hentiz tam olarak bilinmemesine karsin, Na*/H*-degistokuscusu (NHE) inhibitori
gibi etkiler gosterebildigi ileri siiriilmektedir. Bu ¢alismada, SGLT2-inhibitorii Dapagliflozin (DAPA), in vitro olarak sican embriyonik hiperglisemik
ventrikiler hiicrelerine (H9c2-hiicre hatti) uygulanarak hiicre seviyesindeki etki mekanizmasinin elektrofizyolojik ydntemler kullanilarak incelenmesi
hedeflenmistir.

Gerec¢ ve Yontem: HI9c2 hiicreleri deney kosullarina hazir hale getirildikten sonra, H9c2'ler bir grubu 25 mM glukoz ile 24-saat veya 48-saat
37 °C'de inkiibe edilerek hiperglisemik kardiyomiyositler (HG) elde edilmis, bir diger grubun inkiibasyonu ise 25 mM glukoz ve DAPA (D185360,
TORONTO Research Chemicals; 100 nM veya 1 uM) ile ayni siirelerde gerceklestirilmistir. Hiicreici iyon derisimleri ([X],, [ROS], ve mitokondri
membran potansiyeli, (MMP, X= Na*, Ca?", H*, Zn?*) 6lciimleri hiicreler 6zel floresans boyalarla yiiklenerek (DCFDA, FluoZin-3AM, JC-1, SNARF-1AM,
FURA-2AM ve SBFI) konfokal mikroskobu ve mikrospektrofluorometre kullanilarak 6l¢tilmistir. Gruplar arasi karsilastirmalar student t-testi ile
gerceklestirilmis ve anlamlilik (p) degeri 0,05'den kiiclik degerler kabul edilmistir.

Bulgular: Normal ve hiperglisemik hiicrelerde 1 uM DAPA uygulamasinda toksik etkiler gozlendiginden, tiim incelemeler 100 nM DAPA uygulamasi
ile yapiimistir. [Na*], degeri bu uygulamalarda degismezken, HG inkiibasyonda (48-saat) istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis olan [H*], degeri,
DAPA uygulamasi ile (24-saat ve 48-saat) cok belirgin olarak artmistir. Buna karsin, HG'li hiicrelerde (24-saat ve 48-saat) artmis olan [Zn*?]
degerlerini DAPA uygulamasi etkilememistir. Buna karsin, HG'li hiicrelerde (24-saat ve 48-saat) artmis olan [Ca*?], degerlerinin DAPA uygulamasi ile
normal degerlere yakin oldugu gozlenmistir. Bunlara ek olarak, HG kosullarinda 6nemli derecelerde artmis olan [ROS]. degerinin DAPA ile normal
degerler civarinda gozlendigi, fakat HG sonucu depolarize durumdaki MMP'lerini etkilemedigi sonuclari elde edilmistir.

Sonug: Sonuc olarak elde edilen verilerimiz, SGLT2 inhibitdrlerinin HG hiicrelerde, artan [H*], ve [ROS], baskilayarak, artmis olan bazal [Ca*?] 'nin
diizelmesine ve boylece kalbin kasiima-gevseme aktivitesinin HG kosullarinda normal fonksiyon gdstermesine yol acabilecegini isaret etmektedir.
Anahtar Kelimeler: Hiperglisemi, Sodyum-Glukoz Ko-Tasiyici inhibitérleri, Oksidatif Stres, Kalp Fonksiyonu, Hiicre ici fyon-Homeostazlari

Abstract

Objectives: It has been reported that sodium glucose co-transporter (SGLT) inhibitors lowering blood glucose in diabetic patients via inhibiting
glucose re-absorption. Although it has not been clearly identified the effects of these inhibitors on heart function, these inhibitors may act like Na*/
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H*-exchanger (NHE) inhibitors. In this study, we were aimed to clarify the underlying cellular mechanism of a SGLT2-inhibitor, Dapagliflozin (DAPA),
on hyperglycemic embryonic rat ventricular cells (H9c2 cell line) via electrophysiological measurements.

Materials and Methods: One group of H9c2 cells were incubated with high glucose (25 mM) medium for 24-hours and 48-hours at 37 °C to
obtain hyperglycemic (HG) cardiomyocytes. Another group of H9¢2 cells were incubated together with high glucose medium and DAPA (D185360,
TORONTO Research Chemicals; 100 nM or 1 pM). Intracellular ion concentrations, ([X]. ), reactive oxygen species, ([ROS]. ) and mitochondrial
membrane potential, (MMP) were monitored via specific fluorescent dyes (DCFDA, FluoZin-3AM, JC-1, SNARF, FURA-2AM and SBFI) with confocal
microscope and microspectrofluorometer. All data are presented as mean (+ SEM) and statistical analysis performed by student t-test. Significance
level considered at p<0.05 for all comparisons.

Results: Due to the toxic effects of 1 uM DAPA incubation, all experiments were conducted with 100 nM DAPA incubated cells. [Na*],_levels were
not significantly changed in any group. Moreover, increased [H*], level in HG incubation (48-hours) significantly augmented following DAPA
treatment (24-hours and 48-hours). However [Zn*?] levels in HG incubated (24-hours and 48-hours) cells were significantly increased, DAPA
treatment had no further effect. In addition, increased [Ca*z]m in HG reduced with DAPA treatment to control values. Importantly, DAPA treatment
significantly reduced elevated [ROS], but did not improve depolarized MMP in HG cardiomyocytes.

Conclusion: In conclusion these results indicate that DAPA treatment restores [H*], and [ROS], homeostasis and improve contraction-relaxation

activity of the heart in HG conditions.

Key Words: Hyperglycemia, Sodium-Glucose Co-Transporter Inhibitors, Oxidative Stress, Heart Function, Intracellular lonic-Homeostasis

Bireylerde, achk kan sekeri diizeyi 70-110 mg/dL ve tokluk
kan sekeri ise 140 mg/dL aralijinda olup, bu degerlerin izeri
hiperglisemi olarak tamimlanmaktadir (http://centralhospital.
com/saglikrehberi/diyabet-ve-hiperglisemi/). Hiperglisemi
diyabetin komplikasyonlarindan biridir ve oldukga sik karsilasilan
bir sorundur. Ayrica, genel olarak viicuda alinan enerjinin
harcanan enerjiye oraninin artmasi sonucu bireylerde gelisen
metabolik sendromda da obezite ile birlikte hiperglisemi ve
hiperinsiilinemi gézlenmektedir. Bu degisimler ise hipertansiyon
ile karakterize cesitli kardiyovaskiiler hastaliklar ve tip 2 diyabet
icin ciddi risk faktort olusturmaktadir (1,2).

Tip 2 diyabet genellikle yetiskinlerde ve nadiren genclerde
goriilen, diyabetin daha ilimh bir seklidir. Dolasimdaki instlin
diizeyi cogunlukla normal olmasina karsin, hedef dokularin
duyarsizhgindan dolayr goreceli olarak yetersizdir. Obezite,
instlin etkilerinin hasarina yol actigiigin tip 2 diyabette genel bir
risk faktoriidiir (3). Onceki yillarda yapilan istatistiksel analizler,
tip 2 diyabetin genellikle obezite ve kalitimla ilgili oldugunu
ortaya koymaktadir (4). Diinyada, 2015 yili istatistiklerine
dayali olarak, 2017 yili degerlendirmesine (http://www.diabetes.
org/assets/pdfs/basics/cde-statistics-report-2017)  gdre  tip
2 diyabetli sayisinin 30,3 milyon kisi oldugunu, bu sayinin
llkemizde (2016 yili SGK degerlendirmesi) ise 6,3 milyon
oldugunu ve niifusun yaklasik %7,9'unu olusturdugunu isaret
etmektedir (https://www.iqvia.com/diabetes/turkiye-de-tip-
2-diyabet). Toplumlardaki goriilme sikhgi glin gectikce artan
metabolik sendromun llkemizdeki prevalansi, erkeklerde %24-
32, kadinlarda %39-45 oranindadir. Toplumlardaki gdérilme
sikhgi glin gectikce artan metabolik sendromun ulkemizdeki
prevalansi, erkeklerde %24-32, kadinlarda %39-45 oranindadir
(5-7).

Diyabetli bireylerde cesitli organ fonksiyon bozuklugu
gozlenmekte olup, kardiyomiyopati koroner hastaliginda
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bagimsiz olarak gelisen genel bir diyabet komplikasyonudur (8-
10). Diyabetik kardiyomiyopatinin gelisiminde cesitli etkenler
rol oynamasina karsin, diyabetik kalpte hiicreici serbest Ca?*
seviyesindeki ([Ca?*]) ve [Ca?*]-homeostazindaki degismelere
bagl gelisen kasiima yetersizligi gézlenmektedir (11-13).

Yapilan deneysel ve klinik incelemelerinde, hiperglisemiye
dayali kalp fonksiyon bozuklugunun altinda yatan mekanizmalar
arasinda, temel olarak mitokondri fonksiyon bozuklugu ile artan
oksidatif stres (reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri; ROS ve RNS) ve/
veya azalan antioksidan savunma mekanizmasi gibi faktorlerin
bulundugu ileri strilmektedir (14-19). Han ve ark. (20)
yaptiklari deneysel diyabet calismasinda, renal sodyum-glukoz
ko-tastyicilarinin (SGLT) inhibisyonunun diyabet tedavisinde
yeni bir tedavi yaklasimi olabilecegini hipotezlemisler ve secici
SGLT2 inhibit6ri olan dapagliflozini (DAPA) in vitro ve in vivo
olarak kullanarak, diyabetli sicanlarda glukoz intoleransinin
diizeldigini, kan sekerinin dustiglni gostermislerdir. Bir
baska calismada SGLT2 inhibitérii olarak empaglifiozin
(EMPA) benzer diyabetik sicanlarda kullanildiginda, insiilinden
bagimsiz yolaklarin etkilenerek antidiyabetik etkinligin arttig
ve B-hicrelerini korudugu gosterilmistir (21). Boylece bu ve
buna benzer calisma sonuclari, SGLT2 inhibitorlerinin bobrekten
glukoz reabsorpsiyonunu arttirarak diyabetlilerde yeni bir sinif
anti-diyabetik medikasyon icin kullanilabilecegi, 6zellikle kalp
yetmezIigi icin kullanilabilecegi ileri stirGilmusttir (22).

Son yillarda SGLT2 inhibitorleri ile yapilan calismalarin, bu
inhibitorlerin etkisinin sodyum/hidrojen degis-tokuscusu (NHE)
Uzerinden oldugu tizerinde yogunlastigi gdzlenmektedir. Bu
degis-tokuscunun aktivitesi kalp yetmezliginde 6nemli derecede
arttigr ve EMPA uygulamasinin glukoz reabsorpsiyonunu degil
ama bu degis-tokuscuyu inhibe ettigi gosterilmistir (23-25). Bu
verileri destekleyen calismalarda, SGLT2 inhibitorlerinin kalp
yetmezligi gelisimindeki veya ilerlemesindeki risk faktorleri
azalttigini  gostermislerdir.  Ornegin, yapilan bir hayvan
calismasinda DAPA uygulamasinin enfarktiislii sican kalbinde
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STAT3-sinyal yolagi araciligi ile makrofaj polarizasyonunu reglile
ederek hafifletti§ini gostermistir (26). Bununla beraber, SGLT2
inhibitorlerinin kalp fonksiyonu Uzerindeki pozitif etkisinin
mekanizmasi hentiz tam olarak bilinmemektedir ve hiperglisemik
hastalardaki etkilerini arttirmak icin daha detayli incelemelere
ihtiyag vardir. Bu nedenlerle, bu calismada, DAPA uygulamasinin
hiicreici iyonik mekanizmalar ve oksidant Griinleri tizerindeki
etkileri hiperglisemik ventrikiiler hiicre kullanilarak (H9¢2 hiicre
hatti) incelenmesi hedeflenmistir.

Gerec ve Yontem

Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi ve Cogaltilmasi

Calismada embriyonik sican ventrikiillerinden tiiretilmis
H9c2 hicre hatti kullanilmistir. Hiicreler, %10 fetal dana
serumu (FBS), %1 penisilin ve streptomisin, 4 mM L-glutamin ve
1 mM sodyum piruvat iceren DMEM icerisinde, standart filtreli
hiicre kiiltiirti flasklari kullanilarak, 37 °C sicaklikta ve %5 CO,
seviyesinde olan inkilbator icerisinde tutularak blyitllmistiir.
Hiicrelerin ortamlari 2 glinde bir degistirilmis ve hicreler
%70-80 sikisiklik diizeyine ulastiklarinda ise kaldinlip 1:3
oraninda flasklara tekrar ekilmistir. Hiicreleri flask tabanindan
kaldirirken oncelikle fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile 1
kez yikanmis, daha sonra bir cesit rekombinant hiicre ayristirma
enzimi olan TyrpLE icerisinde yaklasik olarak 2 dakika tutularak
hiicreler kaldinlmistir. Kaldirilan hiicreleri iceren karisima en
az TyrpLE hacmi kadar DMEM eklenerek 250 g'de 5 dakika
santrifuj edilmistir. Daha sonra, pelletlerin iist kisimlari atilarak
ve pelletlere DMEM eklenerek hiicre karisimi elde edilmistir.
Elde edilen bu karisimin bir kismi 1:3 oraninda yeni flasklara
eklenerek hucreler blyiimeye birakilmis, diger bir kismi ise
deneyde kullanilmak Ulzere 6 kuyulu plakalar icinde otoklavda
steril hale getirilmis ve kirik lameller tzerine ekilmistir. Kirik
lamellere ekilen hiicreler daha sonra 5-7 gln beklenerek
deneylerde kullaniimistir. Bu calismada pasaj numarasi 10-20
arasi olan H9¢2 hiicreleri kullaniimistir.

Hiperglisemik hiicreler ve SGLT2 inhibitdr uygulamasi

H9c2 hiicreleri 25 mM glukoz ile 24-saat 37 °C sicaklkta
inklbe edilerek hiperglisemik hiicreler elde edilmistir. Normal ve
hiperglisemik hiicreler 100 nM ve 1 uM DAPA ile 24-saat ve
48-saat 37 °C sicaklkta inkiibe edilmis ve MTT hiicre canlilik
testi uygulanmistir. Hiicrelerin 1 pM DAPA uygulamasinda
toksik etkiler gozlendiginden, tiim incelemeler 100 nM DAPA
uygulanmis hiicrelerde yapilmistir.

Hiicreigi Serbest Na* Olciimii
Bu 6lgctimler i¢in Na* duyarli bir floresans boya SBFI (sodium-
binding benzofuran isophthlate) kullanilmistir. Hicreler oda

sicakhidinda 3 pM SBFI ile 45 dk inklbe edilmistir. Hicreler
daha sonra Nikon-epifloresans mikroskobuna yerlestirilmis ve

HEPES c¢ozeltisi ile hiicrelerin perflizyonu saglanmistir. Hiicreler
340-380 nm'de uyarilmis olup, floresans toplama 510 nm'da
olcllmistiir.  Arka-plan (background) floresansi cikarilarak
fluoresans siddetleri orani hesaplanmistir. Floresans degisiklikler
oransal olarak PTl Ratiomaster mikrospektrofluorometre ve
FELIX programi ile kaydedilmistir (27).

Hiicreici Serbest Ca2* Olciimii

Hiicreler Ca?* duyarh bir floresans olan Fura-2 AM (3 uM)
kullanilarak goriintiilenmistir. Hicreler bu boya ile oda sicakliginda
45 dk inkiibe edildikten sonra, mikrospektrofluorometre (PTI
RatioMaster) kullanilarak ve 340 ve 380 nm'de uyarilarak 510
nm'de toplanarak floresans oranlarin 6lciilmesi ile hicre ici
serbest Ca?* derisimi dinlenim durumunda ol¢tilmistiir (28).
Elde edilen floresans degisimleri Felix (PTI) programi kullanilarak
degerlendirilmistir.

Hiicreigi Serbest Zn?* Olgiimii

Hicre ici serbest Zn?* miktarlarinin belirlenmesi icin
hiicreler Zn*'na duyarh (K =15 nM) bir boya olan ve 490 nM
dalga boyunda uyarilip, 520 nm dalga boyunda emisyon veren
FluoZin-3AM boyasi ile (3 uM) 45 dk boyunca inkiibe edildikten
sonra de-esterifikasyon icin 4-5 defa yikanarak hiicre ici serbest
Zn* derisimi ([Zn*] ) dlclimleri icin hazir hale getirilmis ve
[Zn**]. konfokal mikroskobu ile dlgiilmistir. Hiicrelerden 4
dakika boyunca bazal kayit aldiktan sonra (F), sirasiyla bir Zn?*
iyonoforu olan 1-hydroxypyridine-2-thione zinc-salt (ZnPT; 10
M) verilerek maksimum sinyal (F__ ), daha sonra Zn?* tutucusu
olan tetrakis-(2-pyridylmethyl) ethylenediamine (TPEN; 50 uM)
verilerek minimum sinyal elde edilmistir (F ). FluoZin-3'lin
bilinen K, degerinden yararlanilarak bazal Zn** seviyesi, [Zn*]
=K, x (F-me)/(FmakS-F) esitliginden yararlanilarak hesaplanmistir
(18).

Hiicreigi Serbest H* Olgiimii

Hiicreici pH'nin (pH, ) goriintiilenmesi icin SNARF boyasinin
asetometil esteri (AM) kullanilmistir. Hiicreler oda sicakliginda
45 dk 3 pM SNARF-1AM ile inkiibe edilmis ve pH.  konfokal
mikroskobuyla 6lctilmiistiir. SNARF-1 540 nm'de uyarilirken
emisyon sinyalleri 590 ve 640 nm'de toplanmistir. SNARF boyasi
540 nm eksitasyon sonrasinda 590 ve 640 nm'de pH bagiml
olarak ters yonde hareket eden 2 emisyon sinyali olusturur.
590 nm'deki emisyon sinyali pH'nin alkaliye kaymasi ile azalma
gosterirken, 640 nm'deki sinyal ise artis gostermektedir. Elde
edilen floresans emisyon siddetleri (E_,/E ) oranlanarak pH _
degisimi hesaplanmistir.

Mitokondri Membran Potansiyelinin (MMP) ﬁlgﬁlmesi

MMP'nin 6lctilmesi i¢in JC-1 (3 uM - 45 dk) floresans boyasi
kullaniimistir. Mitokondri membran potansiyeli ile ilgili floresans

goriintllemesi yapmak i¢in lazer taramali konfokal mikroskop
kullanilarak (Leica TCS SP5) ve fotobleaching etkisini azaltmak

590 640]
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ve hizli tarama yapabilmek icin distik c¢oziindrliikte gorinti
alinmasi ve lazer giclinlin minimumda tutulmasina &zen
gosterilmistir. Hiicrelere carbonyl cyanide4-(trifluoromethoxy)
phenylhydrazone; FCCP (1 pM) verilerek mitokondri membran
potansiyeli kalibre edilmistir. Daha sonra floresans sinyali siddet
degisiminden arka plan sinyali ¢ikarildiktan sonra A¥ = F-F [F
(FO=6I(;UIen bazal sinyal, F=maksimum veya minimum floresans
degeri) formuli kullamlarak membran potansiyel degisimleri
hesaplanmistir.

Reaktif Serbest Oksijen (ROS) Tiirlerinin Olciimii

Hiicrelerde ROS olusumu H,0, varhiginda konfokal mikroskobu
kullanilarak dl¢tlmistlr. Bunun icgin, hiicreler ROS duyarli
DCFDA (5 pM - 45 dk) boyas! ile yiiklendikten sonra konfokal
mikroskobunda xyt modunda 490 nm uyarim dalga boyu ile
520 nm emisyon toplama dalga boyu olarak secilerek 6lclimler
yapilmistir. Bazal ROS miktarini hesaplamak icin bazal floresan
degeri (F) kayitlandiktan sonra ortama 100 pM H,0, eklenmis,
maksimum floresan sinyali (F ) elde edilmistir. Bazal ROS
miktari [ROS] =[(F  -F)/F)] formiiliine gore hesaplanmistir.
Floresans siddet degisimi hiperglisemik ve normal hiicreler
arasinda karsilastirilarak bazal ROS miktarlari gosterilmistir (19).

istatistiksel Analiz

Tiim deney sonuclari ortalama (+ SEM) olarak verilmistir.
Ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamlilik
seviyesi ANOVA (tukey-post-hoc) testi kullanilarak belirlenmistir.
Tim degerlendirmelerde, istatistiksel anlamhhk test degeri
(p<0,05) secilmistir.

Bulgular

SGLT2 inhibitorii Dapagliflozin Uygulamasi ve [Na*]

Embriyonik ventrikiiler hiicre hatti (H9¢2) dapagliflozin
(DAPA) 1 uM seviyelerde uygulandiginda cesitli sitotoksik
etkilere neden oldugu igin, tim deneysel olciimler 100 nM
DAPA ile inklibe edilen hiicrelerde yapilmistir. Normal hiicrelerle
karsilastirmali olarak, hiperglisemik (HG), ve DAPA uygulanmis
HG'li H9c2'ler Na*'nuna duyarli SBFI ile yiklendikten sonra,
oransal olarak bazal [Na*], degerleri dlgiilerek ortalama degerler
bar-grafik olarak sunulmustur. Sekil 1'de goriildigu gibi, DAPA
uygulamasi HG'li hicrelerde zaten degismemis olan bazal
[Na*], degerini (ne 24-saat ne de 48-saat) etkilememistir. Bu
olgiim sonuglari ne HG'nin ne de SGLT2 inhibisyonunun [Na*]
degistiremedigini gostermistir.

SGLT2 inhibitorii Dapagliflozin Uygulamasi ve [Ca*]

Normal ve HG hiicreleri (24-saat ve 48-saat inkiibasyon) ile
yine 24-saat ve 48-saat DAPA uygulanan HG hiicreleri Ca**nuna
duyarli Fura-2AM ile yiiklendikten sonra, oransal olarak bazal
[Ca*?]._degerleri 6iciilerek ortalama degerler Sekil 2'de sunulmustur.
Sekilde goriildiigii gibi, HG'li hiicrelerde [Ca*?]
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Sekil 1: Hiperglisemik kardiyomiyositlerde SGLT, inhibitdriiniin [Na*]. 'na
etkisi. Hiicreler 24- ve 48-saat DAPA uygulamasindan sonra 3 pM SBFI-
AM ile 45 dakika oda sicakhginda inkiibe edilip mikrospektrofluorometre
ile [Na*], 6lctimii yapilmistir. Veriler ortalama (+SEM) olarak verilmistir.
Hiicre sayisi her grup icin n=25-30 hiicre

degerleri normal hucrelere gore istatistiksel olarak anlamli
seviyede ylksek gozlenirken, her iki stire DAPA uygulamasinin bu
artislari istatistiksel olarak anlamli seviyede engellemistir (p<0,05).
Bu 6lclim sonuclart DAPA uygulamasinin, HG'li hiicrelerde bazal
[Ca*z]in artisini engelleyerek, kalbin kasilma aktivitesine pozitif
etkiler yapabilecegini isaret etmektedir.

SGLT2 inhibitdrii Dapagliflozin Uygulamasi ve [H*]

Normal ve 24-saat ve 48-saat yliksek glukoz ile inkibe
edilen hiicreler (HG) ile yine 24-saat ve 48-saat DAPA uygulanan
HG'li hiicreler H*nuna duyarli SNARF-1AM ile yiiklendikten
sonra, oransal olarak bazal [H*] degerleri &lciilerek ortalama
degerler Sekil 3'de sunulmustur. Sekilde goruldiigi gibi, HG'li
hiicrelerde [H*]in degerleri normal hiicrelere gore istatistiksel
olarak anlamli seviyede yiiksek gozlenirken, her iki siire DAPA
uygulamasi bu artislar istatistiksel olarak anlamli seviyede
engellemistir (p<0,05). Bu 6l¢tim sonuclari DAPA uygulamasinin,
HG'li hiicrelerde bazal [H*]_artisini engelleyerek, kalbin kasilma
aktivitesine pozitif etkilerle katkida bulunabilecegini isaret
etmektedir.
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Sekil 2: Hiperglisemik kardiyomiyositlerde SGLT, inhibitdriiniin [Ca*’]
.,na etkisi. Hucreler 24- ve 48-saat DAPA uygulamasindan sonra 3
uM FURA2-AM ile 45 dakika oda sicakliginda inkilbe edildikten sonra
mikrospektrofluorometre ile [Ca?*],  8l¢limii yapilmistir. Veriler ortalama
(+SEM) olarak verilmistir. Hiicre sayisi her grup i¢cin n= 20-30 hiicre.
*p<0,05 KON grubuna gdre; #<0,05 HG grubuna gore

SGLT2 inhibitorii Dapagliflozin Uygulamasi ve [Zn*?]

Konfokal mikroskobu kullanilarak, normal ve 24-saat ve 48-
saat yliksek glukoz ile inkiibe edilen hiicreler (HG) ile yine 24-saat
ve 48-saat DAPA uygulananan HG'li hiicreler Zn**nuna duyarh
Fluo-Zin3 ile yiiklendikten sonra, metod bolimiinde agiklandigi
gibi, floresans siddetinde kat-degisim olarak, bazal [Zn*?]
degerleri Olciilerek ortalama degerler Sekil 4'de sunulmustur.
Ortalama degisimlerden anlasilabilecegi gibi, 24-saat ve 48-saat
yliksek glukoza maruz kalmis hiicrelerde, bazal [Zn*?], degerleri
benzer artislarda iken, DAPA uygulamasinin da benzer sekilde
etkilere neden oldugu gozlenmistir. DAPA uygulamasi HG ile
[Zn*?] artigini istatistiksel olarak anlamli seviyede engellemistir
(p<0,05).

SGLT2 inhibitdrii Dapagliflozin Uygulamasinin [ROS]. ve
MMP Uzerindeki Etkileri

Hiicre diizeyinde reaktif oksijen tirleri olusum seviyesi
[(ROS),] konfokal mikroskobu kullanilarak, normal ve 24-
saat ve 48-saat yiiksek glukoz ile inkiibe edilen hiicreler (HG)
ile yine 24-saat ve 48-saat DAPA uygulanan HG'li hiicrelerde,
ROS duyarli DCFDA boyasi ile yiiklenerek, H,0,'ye verilen yanit
olarak olctilmustiir. Sekil 5'de gorildigu gibi, HG'li hiicrelerin

KON HG+SGLT,

] KON 3 HG mm SGLT,
0.40-

0.35-

0.304

0.251

020~ D
o0]

24-Saat 48-Saat

[H')in AFss0mes

Sekil 3: Hiperglisemik kardiyomiyositlerde SGLTi inhibitdriintin [H*]in'na
etkisi. Hiicreler 24- ve 48-saat DAPA uygulamasindan sonra 3 pM SNARF-
1AM ile 45 dakika oda sicakhiginda inkiibe edildikten sonra konfokal
mikroskobuyla [H*], 6lctimii yapilmistir. Veriler ortalama (+SEM) olarak

verilmistir. Hiicre sayisi her grup icin n=15-20 hiicre. *p<0,05 KON
grubuna gore; #<0,05 HG grubuna gore
Bazal +ZnPT +TPEN

3 KON =3 HG mm SGLT,

200+
*. *.

24-Saat 48-Saat

[2n**);, (kat artis1)
w 2 o
® & &

o

Sekil 4: Hiperglisemik kardiyomiyositlerde SGLT, inhibitoriiniin [Zn*z]m'na
etkisi. Hiicreler 24- ve 48-saat DAPA uygulamasindan sonra 3 pM FLuoZin-
3AM ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra konfokal mikroskobuyla
[Zn*], olciimii yapilmistir. Maksimum yanit igin 10 pM ZnPT uygulamas|
yapilmis, minimum yanit ise 50 uM TPEN verilerek saglanmistir. Veriler ortalama
(+SEM) olarak verilmistir. Hiicre sayisi her grup icin n=20-30 hiicre. *p<0,05
KON grubuna gére
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Sekil 5: Hiperglisemik kardiyomiyositlerde SGLT, inhibitoriiniin [ROS], ‘a
etkisi. Hiicreler 24- ve 48-saat DAPA uygulamasindan sonra 5 uM Oksidan
duyarli floresan bir boya olan DCFDA ile 45 dakika inklibe edilmistir.
Hiicrelerden basal bir yanit alindiktan sonra 100 pM H,0, verilerek
maksimum durum gézlenmistir. Veriler ortalama (+SEM) olarak verilmistir.
Hicre sayisi her grup icin n=15-20 hicre. *p<0,05 KON grubuna gore
gore; #<0,05 HG grubuna gore

H,0,'yve verdikleri yanit cok belirgin olarak yiiksek olup (p<0,05),
DAPA uygulamasi bu artisi istatistiksel olarak anlaml seviyede

engellemistir (p<0,05).

Bir baska grup incelemelerimizde, mitokondri membran
potansiyelinin  (MMP) HG'li hicrelerdeki degisimi ile bu
degisime DAPA etkisi, hiicreler floresans JC-1 ile yiiklenerek
konfokal mikroskobu ile élciilmiistiir. incelemelerde yine 24-
saat ve 48-saat uygulamasi yapilmis hiicreler kullanilmistir.
Ortalama degisimler Sekil 6'da bar-grafik olarak sunulmustur.
HG'li hiicrelerde istatistiksel olarak anlaml seviyede (p<0,05)
MMP depolarizasyonu gozlenirken, DAPA uygulamasinin bu
depolarizasyonu degistiremedigi gozlenmistir.

Metabolik sendrom ve tip 2 diyabet, genel olarak tiim
diinyada insanlarin yasamini tehdit eden, yasam kalitesini bozan
ve cogunlukla cesitli organ fonksiyon bozuklugu ile siiregelen bir
hastalik grubudur. Bu hastalarda yiiksek kan sekeri (hiperglisemi)
diizeyi ve insiilin direnci (hiperinsilinemi) g6zlenmektedir.
Deneysel calisma sonuclari ile klinik bulgular, bu grup bireylerde
bazal kalp fonksiyonunun bozuldugu, drnegin sol ventrikil
sistolik basinci azalirken diyastolik basing degerinin arttigi, ve
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Sekil  6: Hiperglisemik kardiyomiyositlerde SGLT.  inhibitériiniin
[MMP]'ine etkisi. Hiicreler 24- ve 48-saat DAPA uygulamasindan sonra 3
uM JC-1 ile 45 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra konfokal
mikroskobuyla [MMP] 6lciimii yapilmistir. MMP yaniti icin hiicrelere 1
UM FCCP verilerek mitokondri depolarizasyonu saglanmistir. Veriler
ortalama (+SEM) olarak verilmistir. Hiicre sayisi her grup icin n=20-30
hiicre. *p<0,05 KON grubuna gore

bu degisikliklerin kalpte aritmi goriilme olasiligini arttirdigini
bildirmektedir (29-32). Bu bulgularda genel olarak kalbin
elektriksel aktivitesinde baslayan bozulmalarin kalbi mekanik

aktivite yetersizligine tasidigi da bilinmektedir.

insanlarda hiperglisemi ve insiilin direnci ile ilgili gesitli
oral anti-diyabetik ilaclar randomize-kontrollii bir sekilde
kullanilmakta olup bunlarin etkileri ile ilgili birbiri ile daima
ortlsen sonuclar elde edilememektedir (33-35). Bu hususta
daha detayl incelemelere ihtiyac oldugu acikca goriilmektedir.
SGLT2 inhibitorleri glukoz ve insiilin kontrold igin, hayvan ve
insan calismalarinda kullaniimis olup, farkh pozitif etkiler
gozlenmistir. Bu grup inhibitorler tip1 diyabet yaninda tip
2 diyabette de kullaniimis ve oldukc¢a 6nemli yararl etkileri
gbzlenmistir (36-38). Bunlar arasinda kan sekerini disiirmesi
ve viicut agirhginda azalmaya neden olmasi dnemli etkileri
arasindadir (39-42). Bu alanda yapilan bir calismada, SGLT2
inhibit6rii empagliflozin (EMPA) diyabetik sicanlara uygulanmis
ve insiilinden bagimsiz yolaklarin etkilenerek antidiyabetik
etkinligin arttigi ve B-hiicrelerinin korunabildigi gosterilmistir
(21). Ayrica, bir bagka calisma sonuclarinin 1si§1 altinda,
SGLT2 inhibitorlerinin  bdbrekten glukoz reabsorpsiyonunu
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arttirarak diyabetlilerde yeni bir sinif anti-diyabetik tedavi icin
kullanilabilecekleri, 6zellikle kalp yetmezligi icin 6nemli énleyici
etkileri oldugu ileri stirGImistiir (22).

Diyabetik kardiyomiyopatinin gelisiminde cesitli etkenler
rol oynamasina karsin, diyabetik kalpte hiicreici serbest Ca*
seviyesindeki ([Ca?]) ve [Ca?*]-homeostazindaki degismelere
bagl gelisen kasilma yetersizligi gézlenmektedir (11-13). Bu
calismada, SGLT2 inhibitoriinin HG'li kardiyomiyositlerde
kullanilmasinin  bazal [Ca?*]-seviyesini koruyarak [Ca?]-
homeostazina 6nemli katkilarda bulundugu gosterilmistir.
Ayrica, bu calisma sonuglari, HG ile artan ROS tiretiminin DAPA
uygulamasi ile dnlenebilmesi, diyabet gibi kronik durumlarda
oksidatif stresin bu ajan aracihgi ile kontrol altinda tutularak
kalbin aktivitesinin korunabilecegini ve/veya kalp fonksiyon
bozuklugunun tedavi edilebilecegini isaret etmektedir. Zira,
yapilan deneysel ve klinik incelemelerde, hiperglisemiye dayal
kalp fonksiyon bozuklugunun altinda yatan mekanizmalar
arasinda, temel olarak mitokondri fonksiyon bozuklugu ile
artan oksidatif stres (ROS ve RNS artisi kaynakli) ve/veya azalan
antioksidan savunma mekanizmasi gibi faktorlerin bulundugu
ileri strdlmistir (14-19,43). Bulgularimiz 6nceki calisma
sonuglarini ve hipotezleri kuvvetlice desteklemektedir.

Diger yandan, SGLT2 inhibitdrleri ile yapilan calismalarda,
etkisinin NHE-aracili oldugu ileri siirlilmektedir. Ciinkii, NHE
aktivitesi kalp yetmezliginde 6nemli derecede artmakta ve EMPA
uygulamasinin glukoz reabsorpsiyonunu degil ama bu degis-
tokuscuyu inhibe ederek koruyucu/tedavi edici etkilere sahip
olduguna isaret edilmistir (23-25). Bu hipotezleri destekleyen
baska calismalarda, SGLT2 inhibitérlerinin kalp yetmezligi
gelisimindeki veya ilerlemesindeki risk faktorlerini azalttigini
gostermislerdir (26). Bu calismada, hiperglisemik kosullarda
kardiyomiyositlerde artan [H*] ve [ROS], degerlerinin DAPA
uygulamasi ile baskilanabilmesi, bu inhibitdrlerin hem hiicrelerde
ROS yolagini hem de NHE yolagini etkileyerek, artmis olan bazal
[Ca*?] 'nin diizelmesine ve bdylece kalbin kasilma-gevseme
aktivitesinin HG kosullarinda normal fonksiyon godstermesine
yol acabilecegini isaret etmektedir.

Sattar ve ark. (44) SGLT2 inhibitorleri ve kardiyovaskiiler
stireclerdeki etkileri ile ilgili genis kapsamh yaptiklari EMPA-
REG calismada siirpriz c¢iktilari ve olasi mekanizmalari
sergilemislerdir. Bu calismada, olasi pozitif etkiler arasinda
empagliflozin kullaniimasinin, kalp yetmezligini azaltici etkileri
arasinda ditiretik etki ile kalpte onii-yliklemeyi (pre-load)
azalttig), periferik damar direncini dustrerek, on-yiikleme ve
sonradan-ylklemeyi azaltarak sistolik basinci disurdiigi, kalp
metabolizmasini arttirarak sistolik ve diyastolik basinci diizelttigi
ileri strllmistir. Daha az olasi etkiler arasinda ise, hipertrofi
ve fibroz olusumunda azalma, kalp atim hizinda diizenlenme,
miyokardiyal iskemi ve aritmide azalmalar olabilecegi ileri
strlilmustir.

Sonug olarak in vitro kosullarda DAPA ile gergeklestirilen bu
calisma sonuclari, SGLT2 inhibitorlerinin metabolik sendrom- ve/
veya tip 2 diyabet-indikli kalp fonksiyon bozuklugunda birden
fazla hicreici yolagi etkileyerek, bu bireylerde kalbin mekanik
aktivitesi tizerinde koruyucu etkilere neden olabilecegini isaret
etmektedir. Bu hususta yapilacak in vivo ¢calismalarin, konunun
daha detayl anlasiimasini saglayarak klinik uygulamalara 1sik
tutacagi goriilmektedir.
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