T.C.

ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTIiTUSU
FARMAKOLOJi VE TOKSIiKOLOJi ANABILIM DALI
VFT-YL-2010-0002

ANTIDIYABETIK OLARAK KULLANILAN
SITAGLIPTIN’IN RATLARDA GENOTOKSISITESININ
DEGERLENDIRILMESI

Ecz. Eylem Senem (OZ) ABAK

DANISMAN
Yrd. Do¢. Dr. Cavit KUM

AYDIN-2010



T.C.

ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTIiTUSU
FARMAKOLOJi VE TOKSIiKOLOJi ANABILIM DALI
VFT-YL-2010-0002

ANTIDIYABETIK OLARAK KULLANILAN
SITAGLIPTIN’IN RATLARDA GENOTOKSISITESININ
DEGERLENDIRILMESI

Ecz. Eylem Senem (OZ) ABAK

DANISMAN
Yrd. Doc¢. Dr. Cavit KUM

AYDIN-2010



ONSOZ

Tip 2 diabetes mellitus (Tip 2 DM) tedavisinde yiiksek glikolize hemoglobin
(HbA|.), artmis kilo ve hipoglisemi gibi olumsuzluklara yol agmayan glukagon benzeri
peptid - 1 (GLP-1) agonistleri ve dipeptil peptidaz - 4 (DPP-4) enzim inhibitorlerinin
kullanilmasi, diger sagaltim seceneklerine gore kilo kayb1 yapmalar1 (GLP-1 agonistleri)
veya kilonun korunmasi (DPP-4 inhibitorleri) ve hipoglisemi risklerinin diisiik olmasi1 gibi
bazi avantajlara sahiptir. Bu avantajlar tedaviye uyumu arttirdig1 gibi 6zellikle kilo kaybi
ve kardiyovaskiiler sorunlar yasayan diyabetli hastada yasamsal anlamda biiyiik artilar
saglamaktadir. Disaridan GLP-1 verilmesi sonucu metabolik kontroliin diizeltilmesine
ragmen viicutta bulunan DPP-4 enzimi tarafindan GLP-1 ve glukoza bagimli insiilinotropik
peptid (GIP) gibi disaridan verilen inkretin hormonlarini siiratle par¢alamalari nedeni ile
GLP-1 ve GIP’nin verilmesini iceren tedavi secenekleri pratikte kisitlamalara neden
olmaktadir. Bu nedenle oral verilen endojen inkretinlerin par¢alanmasini engelleyen DPP-4
enzim inhibitorleri gelistirilmis ve bu sinifin onciisiide kompetetif ve tam reversibl bir
DPP-4 enzim inhibitérii olan sitagliptin (Januvia®, Xelevia®, Galactiv®, Tesavel®)

olmustur.

Kanser olusumunda genotoksik hasarin en onemli faktor oldugu bilindiginden,
canlilarda mutajen ve karsinojenlere kargi maruziyetinin risk degerlendirilmesinde insan
biyoizleme ¢alismalar ile farkli sitogenetik tekniklerden yararlanilmaktadir. Bu sitogenetik
tekniklerden bazilar; COMET (Tek hiicreli jel elektroforezi - SCGE) parametreleri,
kromozomal aberasyon (CA) teknikleri, kardes kromatid degisimi (SCE) yontemi,
fliloresan in-situ hibridizasyon (FISH) ve mikro cekirdek (MN) yontemleri seklinde
siralanabilir. Bunlar arasinda bazi sinirlamalar1 olmakla birlikte COMET yontemi hizhi ve
hassas sonug¢ verebilen bir teknik olup, genotoksisiteyi arastirmak igin uygun bir
sitogenetik test belirteci oldugu vurgulanmaktadir. Ik olarak 1987 yilinda Avrupa
Birliginde, 1989°da Japonya’da farmasoétiklerin genetik toksisite yoniinden incelenmesine
olanak saglayan tiizilk yayimlanarak yiiriirlige girmis, 1993 yilindan beri Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ilac Dairesi (FDA) Gida Giivenligi ve Uygulamali Beslenme
Merkezi’'ndeki genotoksisite c¢aligmalarimi ilaclar icin de uygulanabilir hale getirme

calismalarinin yiriitiilmesine katki saglamaktadir.
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Calismada birgcok DPP-4 enzim inhibitoriiniin ilk temsilcisi olan sitagliptinin,
ratlara agizdan 36 giin 1, 10 ve 100 mg/kg/giin dozlarda uygulanmasini takiben uygulama
oncesi ve sonrasi canli agirlik ve kan glikoz diizeyleri ile sitagliptin artan dozlarda in vitro
rat lenfositlerinde Comet yontemi ile olast genotoksik etkilerinin incelenmesi

amaclanmstir.

Bu calisma, “Antidiabetik  Olarak  Kullanilan  Sitagliptin’in  Ratlarda
Genotoksisitesinin Degerlendirilmesi” isimli ADU Arastirma Fonu Projesi (SAE-09007)
olarak, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir.
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1. GIRIS

Genotoksisite radyasyon dahil cesitli kimyasal ve fiziksel ajanlarin
deoksiriboniikleik asit (DNA) yapisinda degisiklikler olusturmas1 ya da kiriklara neden
olmasi ile olusan hiicresel fonksiyon bozuklugunu kapsar. Bir yada bir kag DNA baz
ciftinde, kromozom yapisinda veya sayisindaki degisikliklerden kaynaklanan farkhiliklar
“mutasyon” olarak tanimlanir. Bu yoOniiyle mutasyon “genotoksik etki” olarak da

adlandirilabilir (Brusick 2001, Kaya ve Unsal 2002, izdes 2007).

DNA hasarmin indiiklenmesi ile mutasyonlarin ve kromozomal bozukluklarin
olusmasi, kanser gelisiminde 6nemli bir mekanizma olarak kabul edilmektedir. Kanser
olusumu uzun bir donemden sonra gergeklestiginden prospektif epidemiyolojik ¢alismalar
diizenlemek olduk¢a zordur. Kanser olusumunda genotoksik hasarin en 6nemli faktor
oldugu bilindiginden, canlilarda mutajen ve karsinojenlere karst maruziyetinin risk
degerlendirilmesinde insan biyoizleme calismalar ile farkli sitogenetik tekniklerden
yararlanilmaktadir. Bu sitogenetik tekniklerden bazilari; COMET (Tek hiicreli jel
elektroforezi - SCGE) parametreleri, kromozomal aberasyon (CA) teknikleri, kardeg
kromatid degisimi (SCE) yontemi, fliioresan in-situ hibridizasyon (FISH) ve mikro
cekirdek (MN) yontemleri seklinde siralanabilir. Bunlar arasinda bazi sinirlamalart
olmakla birlikte COMET testi hizli ve hassas sonu¢ verebilen bir teknik olup,
genotoksisiteyi arastirmak i¢in uygun bir sitogenetik test belirteci oldugu vurgulanmaktadir

(Brusick 2001, izdes 2007).

Son yillarda genotoksisite testleri ¢evresel ve calisma ortaminda mesleki olarak
cesitli mutajenik ve karsinojenik bilesiklere maruz kalan bireylerin biyolojik izlenmesinde
ve cesitli hastaliklarin olasit genotoksik etkilerinin arastirilmast amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir (Izdes 2007). Bu kapsamda ilerlemis diyabette glukozillenme iiriinlerinin
DNA’y1 etkilemesiyle DNA zincirinde kirilmalara, kromozomal degisikliklere, DNA’nin
tamirinde, replikasyonunda ve transkripsiyonunda bozukluklara yol acabilecegi
belirtilmektedir (Weitberg ve ark 1985, Dizdaroglu 1992, Haliwell ve Dizdaroglu 1992).
Ayrica diyabette DNA hasar diizeyinin arttif1 yoniindeki bildirimlere de rastlanmaktadir
(Anderson ve ark 1998, Sardas ve ark 2001, Dinger ve ark 2003, Cankir 2009). Ik olarak
1987 yilinda Avrupa Birliginde, 1989’da Japonya’da farmasétiklerin genetik toksisite



yoniinden incelenmesine olanak saglayan tiiziik yayimlanarak yiirlirliie girmistir.
Ardindan 1993 yilindan beri Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) Gida
Giivenligi ve Uygulamali Beslenme Merkezi’ndeki genotoksisite ¢alismalarim ilaglar icin
de uygulanabilir hale getirme c¢aligmalarinin yiiriitiilmesine katki saglamaktadir (FDA

2009).

1.1. Kanser ve genotoksisite

“Kanser” ve “Genotoksisite” tamimlar1 birbirinden farkli ifadeler olarak goriinseler
de aralarinda siki bir bag vardir. Genotoksik maddelerin DNA yapisinda olusturduklar
kromozomal hasarlar kanserli hiicre gelisiminin mekanizmasin1 olusturur (izdes 2007).
Kanser hastaliklarinin gelisiminde DNA’da olusan hasarlar etkili olabildigi gibi DNA
onarim mekanizmasinda problem olmasi veya DNA onariminin tam gergeklesememesi de
etkin bir rol oynar (Akic1 2008). Kanser hiicreleri genellikle tek bir hiicre (monoklonal) ile
baslar; fonksiyonu bozulan ve farklilagmasini tamamlayamayan bu hiicreler, degisiklige
ugramis (transforme olmus) hiicreler olarak da bilinen kanser hiicrelerinin temelini

olustururlar (Bahgeci 1999, Bedir ve ark 2004, Aslantiirk 2010).

Kanser hiicreleri; kendi normal biiyiime ve béliinme mekanizmasi bozulmus, yeni
karekter kazanmis, apopitoz mekanizmasi devre dis1 kalmis hiicrelerdir. Bu hiicreler komsu
hiicrelerden gelen sinyallere cevap veremezler ve siirekli boliiniip ¢ogalarak anormal hiicre
yiginlarin1 olustururlar. Cogu zaman boliinebilen bu hiicrelerden herhangi biri genetik
kompozisyonunu degistirme ve malignant (koti huylu) timor seklinde gelisme
potansiyeline sahiptir. Bu kapsamda kanser olusum siireci (karsinojenez); hiicrelerin
normal halinden farkli ve kararli bir duruma ge¢mesiyle kendi fizyolojik denge
mekanizmalarina normal olarak cevap verememesiyle karekterize edilen bir toksisite

seklidir (Vogelstein ve Kinzler 2002).

Kanser olusumunda hiicrelerde yer alan farkli gen gruplar (protoonkogenler, tiimor
baskilatici genler, bek¢i genler gibi) 6nemli rol oynamaktadir. Bekgi genler diger
genlerden farkli olarak hiicre biiylimesini ve c¢ogalmasini dogrudan kontrol etmezler;
ancak, mutasyon oranini ve genomik kararliligi (stabilite) korumakla gorevlidirler. Bekgi
genleri kusurlu veya hasarli olan hiicreler protoonkogenler ve tiimor baskilatic1 genler de
dahil biitiin genlerinde yiiksek oranda mutasyon biriktirebilirler. Dolayis1 ile bekgi

genlerde meydana gelen genotoksik hasarlar genomik kararsizliga (instabilite) neden olur.



Ortaya c¢ikan bu durum diger genlerde mutasyon gelisme riskini de artirir. Sonug olarak
bek¢i genleri kusurlu olan hiicrelere sahip canlilarin kansere egilimli olduklar1 gercegi,
DNA’daki mutasyonlarin kanser olusum siirecinin anahtari olduguna dair kanitlan

giiclendirmektedir (Vogelstein ve Kinzler 2002, Weston ve Haris 2003, Aslantiirk 2010).

1.2. Diabetes mellitus (DM)

Glintimiizde kullanilan Diabetes ve Mellitus kelimeleri Yunanca akip gitmek
anlamia gelen dia + betes ve bal kadar tatli anlamina gelen mellitus kelimelerinden
tiiretilmistir. Diabetes kelimesi ilk kez Anadolu topraklarinda, Kapadokya'da M.S. 2.
yiizyllda Arateus tarafindan kullamilmistir. Arateus seker hastaligini idrar miktarinda
artma, asir1 susama ve kilo kaybinin oldugu bir hastalik olarak tanimlamigtir. Hastaligin iki
formu oldugunu belirtilerek bir formunda hastalarin zayif ve ¢ok uzun yasamadan kisa
siirede oldiigii, diger grupta ise hastalarin sisman ve daha yash oldugu belirtilmistir
(Bagriacik 1997, Raju 2003). Seker hastalarimin idrarmin tath oldugu 17. yiizyilda bir
Ingiliz doktor olan Thomas Willis tarafindan belirtilmistir, ayrica sekersiz seker hastalig
denilen ve viicudumuzun su dengesini ayarlayan bir hormon olan antidiiiretik hormon
(ADH) eksikligi sonucu ortaya ¢ikan diabetes insipidus ile diabetes mellitus'un ayirimini

yapmistir (Deyneli 2009).

Diabetes mellitus (DM); lipid, karbonhidrat ve protein metabolizmalarindaki
bozukluklarin eglik ettigi goreceli veya mutlak insiilin eksikligi sendromu olarak
tamimlanmistir. Sendromun goze carpan 6zelligi hiperglisemidir (Akkan 2009, Giirlek ve
Kayaalp 2009). Toplumda goriilme siklign % 1-2 arasinda olmakla birlikte diyabet tipine
gore diinyada dagilimi oldukga farklilik gosterebilmektedir (Akkan 2009).

Klinik olarak hastalik Tip 1 ya da Tip 2 DM ve gestasyonel diyabet olarak
siniflandirilabilir (Akkan 2009, Giirlek ve Kayaalp 2009). Tip 1 DM otoimmun (Tip 1A)
ve otoimmun olmayan veya idiyopatik (Tip 1B) bir hastalik olup pankreastaki [3-
hiicrelerinin yogun ve secici kaybi ile mutlak bir insiilin yetersizligi durumudur (Gorsuch
ve ark 1981, Akkan 2009). Bu rahatsizliga neyin sebep oldugu bilinmemekle beraber
genetik, cevresel faktorler, viriisler muhtemel sebepler arasinda gosterilmektedir. Tip 2
DM’ da durum bu kadar agik degildir. Diyabet hastalarinin biiyiik ¢cogunlugu Tip 2 DM’ye
sahiptir ve yapilan ¢alismalar Tip 2 DM’lu hastalarda B-hiicre yogunlugunun azalmis

oldugunu gostermektedir. Obezite, diyabetin siiresi ve baskin hiperglisemi potansiyel



olarak verilerin yorumlanmasini yaniltabilir; ancak, bu degiskenler kontrol gruplan ile
kargilastirildiginda Tip 2 DM’lu hastalarda, B-hiicre hacminde yaklasik %50’1lik bir azalma
bildirmistir (Akkan 2009). Daha ¢ok ileri yaslarda, obezlerde, ailesinde DM Gykiisii
olanlarda, fiziksel olarak hareketsiz olanlarda ve bazi etnik gruplarda daha yaygindir. Tip 2
DM’de insiilin iiretiminin yeterli olmasina karsin farkli sebeplerden 6tiirii yeterince
kullanilamamasi soz konusudur (Giirlek ve Kayaalp 2009). Insiilin iiretimi baslarda yeterli
olsa da hastalifin ileri donemlerinde insiilin iiretimi giderek azalir ve klinik tablo Tip 1
DM’a daha da benzemeye baslar (NIDDK 2008). Diyabetin 3. tipi olan gestasyonel diyabet
ise baz1 kadinlarda gebelikte baslayan veya ilk kez gebelik sirasinda tespit edilen ve
insiiline duyarliligin azalmasindan ileri gelen gecici diyabet durumu olarak
tanimlanmaktadir (Metzger ve Coustan 1998; Giirlek ve Kayaalp 2009). Her ne kadar bu
durum dogumla diizelse de gestasyonel diyabet Oykiisii olan kisinin takip eden 5-10 yil

icinde Tip 2 DM hastast olma riski % 40-60’tir (Barry ve Gabbe 1998, Anonim 2010).

Diyabet yukarida belirtilen 3 ana siniflama disinda kan glukozunun yiikselmesine
sebep olan etkenlere gore farkli alt basliklarda da simiflandirilabilmektedir. Ornegin gizli
otoimmun diyabet (Tip 1,5 DM, duble diyabet veya Latent Autoimmune Diabetes Adults,
LADA), neonatal DM (NDM) bunlardan bazilaridir (Aguilar-Bryan ve Bryan 2008,
Anonim 2010).

Diyabetin ilk fark edilen bulgularinin glukoz metabolizmasinda olmasi (glukoziiri
ve hiperglisemi gibi) klinik ve laboratuar incelemelerinde bu tiir bulgulara agirlik
verilmesine yol agmistir. Diyabette sadece glukoz degil lipit ve protein metabolizmasi
bozuklugu da s6z konusu olabildiginden zamanla vaskiiler sistem ile periferik somatik ve
otonom sinir sistemlerinde de bozukluklar sekillenebilir. Vaskiiler bozukluklar daha
ziyade kapillerler ve arteriyoller gibi kiiciik damarlarin diizeyinde genel olrak
mikroanjiyopati seklinde gozlenir. En fazla etkilenen organlar bobrekler (diyabetik
nefropati veya diger adiyla glomeriiler mikroanjiyopati) ve retina’dir (diyabetik retinopati)
(Akkan 2009, Chander ve ark 2009, Giirlek ve Kayaalp 2009, Woo ve ark 2009, Anonim
2010). Klinik olarak ateroskleroz diyabetin damar diizeyindeki etkilerine bagli olarak
gelisebilir veya mevcut ateroskleroz diyabet varligi ile beraber daha da kétiilesebilir
(Kikkawa 2000). Noron diizeyindeki harabiyette ise (diyabetik noropatide) viicut
stvilarinda yiikselmis olan glukozdan aldoz rediiktaz enzimi aracilig ile hiicre icinde asiri
miktarda sorbitoliin meydana gelmesinin katkis1 6nemle vurgulanmaktadir. Bunlara ek

olarak DM’da gelisen akut rahatsizliklarda (hipoglisemi, hiperglisemi, diyabetik
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ketoasidoz (DKA) ve hiperglisemik hiperosmolar non-ketotik koma (HHNKC)) tespit
edilmistir (Fishbein ve Palumbo 1995, Wierzba ve ark 2004, Akkan 2009, Palalau ve ark
2009, Pedro ve ark 2010).

1.2.1. Diabetes mellitus’ta kullanilan ilaclar

Diyabet tedavisinde kullamlan ilaglar insiilin, oral antidiyabetik ve diger
antidiyabetik ilaclar olmak iizere 3 ana grupta toplanabilir (Akkan 2009, Giirlek ve
Kayaalp 2009).

Bunlar;
A) Insiilin
B) Oral antidiyabetikler
1) Insiilin salgilaticilar
- Sulfoniliire tiirevi ilaglar (folbutamid, tolazamid, asetoheksamid,
klorpropamid, gliburid, glipizid, gliklazid, glimeprid, ...vb)
- Metglinidler (repaglinid, nateglinid)
2) Insiiline duyarhlastiricilar
- Biguanidler (metformin, fenformin, ...vb)
- Tiazolidinedionlar (troglitazon, rosiglitazon, pioglitazon)
3) Inkretin — Mimetikler
- Glukagon benzeri peptid — 1 (GLP-1) agonistleri (eksenatid)
- Dipeptil peptidaz — 4 (DPP-4) inhibitorleri (sitagliptin, vildagliptin,
saxagliptin...vb)
C) Diger antidiyabetikler
1) Alfa-Glukozidaz inhibitorleri (akarboz, miglitol)
2) Aldoz rediiktaz inhibitorleri (folrestat, sorbinil, alrestatin)

3) Guar sakiz1

Yukarida belirtilen ilag gruplarindan DPP-4 inhibitorlerinden sitagliptin ¢alisma
kapsaminda olmasindan dolay1 asagida detaylandirilmis, diger grup ilaclar ise yukarida

belirtildigi gibi grup icindeki yeri belirtilerek sadece isim olarak verilmistir.



1.2.1.1. Dipeptil peptidaz - 4 (DPP-4) enzimi ve inhibitorleri

Dipeptil peptidaz - 4 (DPP-4) enzimi viicutta yaygin olarak bulunan bir serin
proteazdir. Enzim “T hiicresi antijen CD26” diye de bilinir; barsak, bobrek ve
hepatositlerde, kapiler endotel hiicrelerinde ve erimis bir halde plazmada bulunur.
Calismalarda tip 2 DM’li hastalarda plazma DPP-4 enzim diizeyleri ile glisemik kontrol
arasinda anlaml bir iligki oldugunu gostermistir (Vilsboll 2008). Ayrica DPP-4 enziminin
(CD26) bozulmasinin saglam endojen GLP-1 diizeyinin artmasina neden oldugu, DPP-4
enzim inhibitorleri’nin de (glyptinler olarakta ifade edilir) GLP-1 ve glukoza bagiml
insiilinotropik peptid (GIP)’in yikimmi Onleyerek insiilinotropik etkileri artirdigi

bildirilmistir (Ahren 2007, Anonim 2009a, Tanaka-Amino ve ark 2009).

Insiilin saliverilmesinin diizenlenmesinde rol oynadig1 belirtilen “inkretinler”;
insiilin salgilatic1 olan GLP-1 ve GIP, ¢ok kisa etkili barsak hormonlari olup yarilanma
Omiirleri birka¢ dakikadir. Kan dolasimina salgilandiktan sonra DPP-4 adli enzim
tarafindan hizla inaktive edilirler. Bu nedenle inkretin analogu veya agonisti olan uzun
Omiirli ilaglar ya da DPP-4 enzimini inhibe ederek inkretinlerin inaktivasyonunu
yavaslatan DPP-4 enzim inhibitorleri ilag olarak gelistirilmis ve kullanima sokulmustur.
Inkretin yolagim etkileyen ilaglar Tip 2 DM tedavisindeki son yaklagimlar olup enjekte
(GLP-1 agonistleri) edilebilir ve oral (DPP-4 enzim inhibitorleri) kullanima uygun sekilleri
mevcuttur. Bircok DPP-4 enzim inhibitorii gelistirilmis (Cizelge 1.1.); ancak, sitagliptin
d anuvia®, Xelevia®, Merk Sharp-Dohme; Glactiv®, Evaluate Pharma; Tesavel®, Almirall),
vildagliptin (Galvus®, Novartis) ve saxagliptin (Onglyza®, Bristol-Myers Squibb) DPP-4
enzim inhibitorii olarak klinik kullanima girmis, alogliptin, dutogliptin, gemigliptin ve
linagliptin ise halen inceleme ve deneme asamasinda olan ilaglardir (Holst ve Gromada
2004, Ahren 2007, Chen ve ark 2007, Thornberry ve Weber 2007, Argyrakopoulou ve
Doupis 2009, Anonim a 2009, Anonim b 2009, Anonim c 2009, Giirlek ve Kayaalp 2009,
Marino 2009, Palalau ve ark 2009, Tiwari 2009, Dhillon 2010).

Inkretin hormonlar1 agizdan gida alimimi takiben salinarak pankreastan insiilin
salimim uyarrlar ve glukagon salimim inhibe ederler (Chen ve ark 2007, Ng ve Kong
2007, Wendell ve ark 2007, Palalau ve ark 2009). Bu nedenle disaridan GLP-1 verilmesi
sonucu metabolik kontroliin diizeltilmesine ragmen yine viicutta bulunan DPP-4 enzimi
GLP-1 ve GIP gibi disaridan verilen inkretin hormonlarin siiratle parcalamalar1 nedeni ile

GLP-1 ve GIP’nin verilmesini iceren tedavi secenekleri pratikte kisitlamalara neden



olmaktadir. Bu nedenle oral verilen endojen inkretinlerin pargalanmasini engelleyen DPP-4
enzim inhibitorleri gelistirilmis ve bu sinifin onciisiide kompetetif ve tam reversibl bir
DPP-4 enzim inhibitorii olan sitagliptin (Januvia®, Xelevia®, Galactiv®, Tesavel®)
olmustur (Freeman2007, Kim ve ark 2005, Thornberry ve Weber 2007, Visboll 2008,
Thornberry ve Gallwitz 2009, Dhillon 2010).

Cizelge 1.1. Farkli evrelerde bulunan dipeptil peptidaz-4 (DPP-4) enzim inhibitorleri.

Adi Uretici Firma Gelistirme Asamasi
Sitagliptin (Januvia®, Merk Sharp-Dohme, italya Onayland1
Xelevia®, Merk Sharp-Dohme, halya Onayland1
Glactiv®, EvaluatePharma, 1ngiltere Onayland1
Tesavel®) Almirall, ispanya Onayland1
Vildagliptin (Galvus®) ~ Novartis, isvigre Onayland1
Saxagliptin (Onglyza®)  Bristol-Myers Squibb, USA Onayland1
Alogliptin Takeda, Japonya Faz III, 2009’ da askiya alind.
Dutogliptin Phenomik, USA Faz III
Gemigliptin LG Life Science, Kore Faz III
Linagliptin Boehlinger Ingelheim, Almanya Faz 111
PSN-9301 OSI Farmosétikal, USA Faz 11
R 1438 Roche, Isvicre Faz II
TA-6666 Tanabe, Japonya Faz II
PHXI 149 Phenomiks, USA Faz II
GRC 8200 Glenmark Farmosétikal, Hindistan ~ Faz IT
SYR-619 Takeda, Japonya Faz 1
TS-021 Taisho Farmosdtikal, Japonya Faz I
SSR 162369 Sanofi-Aventis, Fransa Faz I
ALS 2-0426 Alantos Farmosotikal, Almanya Faz I

Tip 2 DM tedavisinde olumsuz etkilere (yiiksek glikolize hemoglobin (HbA|.)
degeri, artmis kilo ve hipoglisemi gibi) yol agmayan GLP-1 agonistleri ve DPP-4
inhibitorlerinin kullanilmasi, diger sagaltim seceneklerine gore kilo kayb1 yapmalar (GLP-
1 agonistleri) veya kilonun korunmasi (DPP-4 inhibitorleri) ve hipoglisemi risklerinin
diisiik olmasi gibi bazi avantajlara sahiptir. Bu avantajlar tedaviye uyumu arttirdigi gibi
ozellikle kilo kaybi ve kardiyovaskiiler sorunlar yasayan diyabetli hastada yasamsal
anlamda biiyiik artilar saglamaktadir (Christel ve Denardo 2007, Vilsboll 2008,
Argyrakopoulou ve Doupis 2009, Knop ve ark 2009, Palalau ve ark 2009, Rossi ve
Nicolucci 2009, Zarowitz ve Conner 2009).



DPP-4 enziminin pek cok hiicre membranina baglanma ozelligi nedeni ile tiim
etkileri aydinlatilmis degildir. DPP-4 enzim inhibitorlerinin antidiyabetik etkisine ilaveten
T hiicre proliferasyonunu ve sitokin iiretimini azaltici etkisi oldugunu gostermis ve bu
inhibitorlerin ayn1 zamanda artrit, multipl skleroz gibi enflamatuvar rahatsizliklarda da
kullanilabilecegini akla getirmisse de klinik olarak heniiz kesinlik kazanmamistir (Yazbeck
ve ark 2009). Ayrica enzimin T hiicre aktivasyon antijeni olmasindan dolayr DPP-4 enzim
inhibitorlerinin bu aktivasyonu engelleyecegi sonugta T hiicrelerin baskilanmasi sebebiyle
teorikte immun sistem aktivitesi de bloke edilmis olacagindan, enfeksiyon gelisim riskinin
artabilecegi belirtilmektedir. Bu konuda sitagliptin ile yapilan calismalarda sitagliptin
kullanim ile enfeksiyon gelisimi arasindaki iliski dogrulanmis, DPP-4 enziminin T hiicre
aktivatorii oldugu, immun sistem iizerinde potansiyel bir rolii olabilecegi iizerinde
durulmalta; ancak, giiniimiizde yapilan ¢aligmalarda DPP-4 enzim inhibisyonunun immiin
sistem iizerindeki etkisi tam olarak aciklanabilmis degildir (Matteucci ve Giampietro
2009). DPP-4 enziminin kanser ve tiimor olusumunu baskiladigi, her ne kadar laboratuvar
hayvanlarinda yapilan in vivo bir calismada kanser olusumunu arttiric etkisi kanitlanamasa
da DPP-4 enzim inhibitorlerinin kansere sebep olabileceginin de gz ardi edilmemesi

gerektigi vurgulanmaktadir (Masur ve ark 2006).

1.2.1.1.1. Sitagliptin

DPP-4 enzim inhibitorlerinin sunulmus ilk 6rnegi olan sitagliptin (Sekil 1.1)
kimyasal olarak Ce¢H;sF¢NsO.H;PO4.H,O yapisindadir. Aktif madde olarak monohidrat-
fosfat tuzu yapisinda olup Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi’nce
(International Union of Pure and Applied Chemistry; IUPAC) 7-[(3R)-3-amino-1-0xo-4-
(2,4,5-trifluorophenyl)butyl]-5,6,7,8 -tetrahydro -3- (trifluoromethyl) -1,2,4-triazolo [4,3-
alpyrazine phospate(1:1) monohydrate seklinde isimlendirilmistir. Oral antidiyabetik
olarak sitagliptin “sitagliptin fosfat monohidrat” seklilde bulunur ve MK-0431 olarak da
bilinir. Sitagliptin fosfat monohidrat beyaz, kristalize, non-higroskopik bir tozdur. Suda ve
N,N-dimetil formamid’de ¢6ziiniirken metanolde az, etanol, aseton ve asetonitrilde ise
oldukga az ¢oziiniir (Hansen ve ark 2005, Chen ve ark 2007, EMEA 2007, Vincent ve ark
2007, Zerilli ve Pyon 2007, Hansen ve ark 2009, Merck 2010).



Sekil 1.1. Sitagliptin’in kimyasal yapisi.

Sitgliptin’in biiyiikk 06lcekli iretimini saglayacak islemler 2005 yilinda rapor
edilmistir. Sitagliptin’in birka¢ basamaktan olusan stereokimyasinin kaynagi S-hidroksi
asit olup B-ketoesterinin asimetrik hidrojenasyonu ile elde edilir ve OH-grubu korunmus
amino aside doniisiir (Sekil 1.2 ve Sekil 1.3) (Hansen ve ark 2005, Ritter 2006, Chen ve
ark 2007, Hansen ve ark 2009).
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Sekil 1.2. Sitagliptin’in birinci basamak sentezi (Ritter 2006, Hansen ve ark 2009).

1: 7-[(3R)-3-amino- 1-oxo0-4-(2,4,5-trifluorophenyl)butyl]-5,6,7,8-tetrahydro-3-(trifluoromethyl)-1,2,4-
triazolo[4,3-a]pyrazine phospate (1:1) (Sitagliptin fosfat).

2: Methyl-3-oxo-4-(2,4,5-trifluorophenyl)butanoate.

3: (35)-3-hydroxy-4-(2,4,5-trifluorophenyl)butanoicacid.

4: 1-(benzyloxy)-4-(2,4,5-trifluorobenzyl)azetidin-2-one.

5: 3-[(benzyloxy)amino]-4-(2,4,5-trifluorophenyl)butanoicacid.

6: 3-(trifluoromethyl)-5,6,7,8-tetrahyro[ 1,2,4]triazolol[4,3-a]pyrazine.

7: 3-[(benzyloxy)amino]-1-[3-(trifluoromethyl)-5,6-dihydro[ 1,2,4]triazolol[4,3-a]pyrazine-7(8H)-yl]-
4-(2,4,5-trifluorophenyl)butan- 1-one.



8 P=Ac, X=0RorNHR

9 P=H,X=}§N/W¢N_
NN

CF4

Sekil 1.3. Sitagliptin’in geriye doniik sentezi (Hansen ve ark 2009).

1: Sitagliptin

8: Methyl(Z)-3-(acetylamino)-4-(2,4,5-trifluorophenyl)but-2-enoateethyl(2Z)-3-
(acethylamino)-4-(2,4,5-trifluorophenyl)but-2-enoate(2Z)-3-(acethylamino)-
N-ethyl-4-(2,4,5-trifluorophenyl)but-2-enamide.

9: (Z)-3-amino-1-(3-trifluoromethyl-5,6-dihydro-8H-[ 1,2,4]triazolo[4,3-a]pyrazin-
7-yl)-4-(2,4,5- trifluorophenyl)-but-2-en-1-one.

Sitagliptin agiz yolu ile alinabilen yarismali (kompetitif) ve geri doniisiimlii
(reversibl) bir DPP-4 enzim inhibitorii olup Tip 2 DM tedavisinde kullanilan yeni bir ilag
stifinin {iyesidir. Ilag insiilin salgilanmasmi engelleyen DPP-4 enzimini bloke ederek
pankreasin viicut icin gerekli insiilin salgilanmasini saglar. Ayrica inkretin hormon
seviyelerini (GLP-1 ve GIP) artirmalarinin bir sonucu olarak glukagon aliniminmi inhibe
ederler, buda insiilin salimimin1 artirdig1 gibi gastrik bosalmay1 yavaslatir, tokluk hissini
uzatir, B hiicre etkinligini artirir ve kan glikoz seviyesini disiiriir (Sekil 1.4). Bu amagla
ticari olarak 25, 50 ve 100 mg’lik draje seklinde hazirlanmis tabletler halinde ticari olarak
kullanima sunulmustur. Tavsiye edilen doz sekli ise giinde 1 kez 100 mg tek basina (mono
terapi) veya metformin /veya tiazolidinon tiirevleri ile ikili tedavi (ikili multiple terapi)
seklinde kullanilmasidir (Behme ve ark 2003, Mclntosh ve ark 2005, Ritter 2006, Ahren
2007, Chen ve ark 2007, Vincent ve ark 2007, Zerilli ve Pyon 2007, Anonim a 2009,
Argyrakopoulou ve Doupis 2009, FDA 2009).

Sindirim giigliigu _ = —> - Insiliin salimm T
F - Glukagon salinimi 4

GLP-1 aktivasyonu - B-hiicre etkinligi T
- Insiliin duyarlilig: T
<+—— DPP+4 - Gastrik bogalma {
- Tokluk hissi T

GLP-1 inaktivasyonun kesilmesi

Sekil 1.4. Sindirim gii¢liigiinii takiben GLP-1 salinimi, metabolizmasi ile DPP-4
ve aktif GLP-1"nin etkilerinin sematize goriiniimii (Ahren 2007).
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Hayvanlarda, saglikli ve Tip 2 DM’lu kisilerde yapilan ¢aligmalarda sitagliptinin
farmakokinetik profili karekterize edilmis, buna gore saglikli kisilerden elde edilen
farmakokinetik parametreleri Cizelge 1.2°de 6zetlenmistir (Zerilli ve Pyon 2007). Saghkl
kisilerde agizdan 100 mg/giin dozda verilen sitagliptin hizla absorbe edildigi ve ortalama
Tmax stiresinin 1 — 4 saat, plazma EAA (AUC) 8.52 uM.h ve Cx degerinin ise 950 nM
oldugu belirtilmistir. Sitagliptinin doza bagimli olarak plasma EAA degeri tek doz (1.5 —
600 mg) ve ¢oklu dozlarda (giinde 25 — 600 mg tek doz ve giinde 300 mg 2 doz) artig,
bununla birlikte C,, degerinin dozla orantil1 belli belirsiz sekilde artis gosterdigi
vurgulanmistir (Herman ve ark 2005, Bergman ve ark 2006.). Yiiksek yag icerikli bir
kahvaltidan 6nce agizdan 25 mg tek doz olarak verilen sitagliptinin plazma EAA(.,’da
dalgalanmanin bulunmadigi, tok iken Cp,’in yaklasik % 20 arttigi gdzlenmis, bunun da
anlamli olmadig ifade edilmistir. Farmakokinetik parametrelerde 6giine bagh
dalgalanmalarin degerli olmadigi, dolayisi ile sitagliptin aliminin yemek ogiinleri dikkate
alinmaksizin a¢ veya tok kullanilabilecegi aciklanmistir (Herman ve ark 2005, EMEA
2007). Sitaglipitin alimin1 takiben kararli durum yogunluguna (Cox) 2 — 3 giin ig¢inde
ulastig1 ve saglikh kisilerde tek doz olarak damar i¢i 100 mg verilmesini takiben ortalama
dagilim hacminin (V4 o) yaklasik 198 L, plazma proteinlerine baglanma oraninin ise % 38
oldugu belirtilmistir (Zerilli ve Pyon 2007, Merck 2010). Sitagliptinin yarilanma Omrii
(ti2) takribi 12.4 saattir. Ayrica ilacin agizdan kullanimlarinda bobrek klirensinin (Clg=
~350 mL/dk) ve idrarda (~ % 79) degismemis sekilde atilan kisminin doza bagli olmadigi
belirtilmistir (Herman ve ark 2005, Bergman ve ark 2006, Merck 2010).

Cizelge 1.2. Saglikhi kisilerde sitagliptin’nin farmakokinetik parametreleri.

Parametreler Degerler

Biyoyararlanimi % 87

Dagilim hacmi ~198L

Proteinlere baglanma % 38

Tmax 1 — 4 saat

Metabolizma Karaciger metabolizmasi

Eliminasyon % 87 idrar (~ % 79 degismemis),
% 13 diski

tin ~ 12.4 saat

Bobrek klirensi ~ 350 mL/dk
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Ozel hasta gruplarinda sitagliptin - kullammi  degerlendirildiginde; degisik
derecelerdeki (1limli, orta, siddetli) bobrek yetmezligi ile son donem bobrek yetmezligi
(ESRD; end-stage renal disease) olan hastalarda 50 mg tek doz olarak agizdan kullanilmasi
durumunda, sitagliptinin EAA.. degeri saglikli kisilerden sirasiyla 1.6, 2.3, 4.8 ve 4.5-kat
daha yiiksek bulunmustur. Normal bobrek fonksiyonu olan kisilerin t;,, degeri (~ 13.1 saat)
ile karsilagtinldiginda ise bu degerin belirtilen hasta gruplarinda sirasi ile 16.1, 19.1, 22.5
ve 28.4 saat oldugu belirtilmistir (Bergman ve ark 2007). Dolayist ile ilacin
farmakokinetigi iizerinde potansiyel klinik etkinin daha ¢ok bobrek yetmezligi ile iligkili
olmas1 nedeniyle saglikli kisilerde gozlenen sitagliptin etkisini saglamak amaciyla orta
derecede bobrek yetmezligi olan kisilerde 50 mg, siddetli bobrek yetmezligi olan kisilerde
ise 25 mg’lik doz ayarlamasimin yapilmasi Onerilmektedir (Kao ve ark 2008). Orta
derecede karaciger yetmezligi olan hastalarda 100 mg tek doz olarak agizdan kullanilmasi
durumunda, EAA degerinin 0.5 — 2.0 araliginda tespit edildigi ve bununda klinik agidan
onemli olmadig: ifade edilmistir. Saghkli kisiler ile karsilastirildiginda ortalama plazma
EAA¢. ve Cnax degerinin sirasi ile ~ % 21 ve ~ % 13 arttig1; fakat her iki degerinde
belirtilen aralik iginde kaldigi vurgulanmistir (Stevens ve ark 2006). Sitagliptin
kullaniminin yas, cinsiyet ve obesite yoniinden etkileri degerlendirildiginde plazma EAA,.
w Ve Chnax degerlerindeki farmakokinetik farkliliklarin klinikal anlamda degerli olmadigi

aciklanmistir (Zerilli ve Pyon 2007).

Vincent ve ark (2007) tarafindan yapilan bir calismada ['*C]-sitagliptin’in agizdan
100 mg tek doz olarak verilmesini takiben plazmada (% 78 — 90) ve idrarda (yaklsik % 84
— 88) radio-aktivite gosterdigi, kii¢iik miktarlarda 6 metabolitinin (M1- M6) belirlendigi
(Sekil 1.5) ve her birinin radio-aktivite oraninin plazmada < % 1 — 8, idrardaise <% 1 — 5
oldugu, dolayisi ile sitagiliptinin genis bir metabolizma ge¢irmedigi, metabolizmasin1 N-
siilfasyon (M1), N-karbamoil glukuronidasyon (M4) ve hidroksilasyon (M6)’u eter
glukuronidasyon (M3)’un takip ettigi, devam eden siirecte de oksidatif desaturasyonu
siklizasyon (M2 ve M5)’un izledigi ifade edilmistir. Ayrica M1, M2 ve M5’in DPP-4
inhibisyonu ana ilaca kars1 test edilmis ve sirasi ile yaklasik 300-, 1000- ve 1000-kat daha
az aktif bulunmustur. Metabolitlerin plazmadaki diisiik seviyeleri ve DPP-4 enzimine
disiik affiniteleri yiiziinden sitagliptinin farmakolojik aktivitesini agiklamakta katki

saglayamadiklar1 vurgulanmistir (EMEA 2007, Liu ve ark 2007, Vincent ve ark 2007).
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Sekil 1.5. insanlarda ["*C]-sitagliptin’in biyotransformasyon yolagi (Vincent ve ark 2007).

M1: N-siilfasyon metaboliti, M2: cis- yapida siklizasyon metaboliti, M3: Eter glukuronidasyon metaboliti,
M4: N-karbamoil glukuronidasyon metaboliti, MS: trans- yapida siklizasyon metaboliti, M6: Hidroksilasyon
metaboliti.

Sitagliptin tedavisinde DPP-4 enzim aktivitesinin inhibisyon diizeyi doza bagh
olup, kemirgen (rodent) modellerde inhibisyon yiizdesi (%) en yiiksek glikoz diisiiriicli etki
ile iligkili olarak % 80 veya daha yiiksek oranda oldugu bulunmustur. Tek doz
calismalarinda (1.5 — 600 mg) DPP-4 emzim aktivitesinin agirlikli ortalama inhibisyon
(weighted average inhibition, WAI) degeri > 50 mg dozlarda 12 saatlik periyotta, > 100 mg
dozlarda 24 saatlik periyotta en az % 80 olarak tespit edilmistir. C,’da ise giinde 100 mg
tek veya daha biiyiik dozlarda sitagliptinin DPP-4 enzim inhibisyon oram1 > % 80 olarak
belirtilmistir (Herman ve ark 2005, Kim ve ark 2005, Bergman ve ark 2006).

Sitagliptinin etkisinin degerlendirilmesinde daha ¢ok organsal belirtecler (proximal
biomarkers) olarak DPP-4 aktivitesi ve inkretin diizeyleri (aktif ve toplam GLP-1 ve GIP),

cevresel belirtecleri olarak da plazma seviyelerini degerlendirilmektedir. Genellikle DPP-4
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enzim aktivite diizeyi toplam plazma GLP-1 miktarinin % 10 — 20’si temsil eden biyolojik
aktif GLP-1 miktar1 ile ifade edildiginden, sitagliptin tedavisinde inkretin sistemini
icerisinde yer alan DPP-4 enzim inhibisyon oraninin GLP-1 seviyesindeki degisikliklerle
iliskili oldugu vurgulanmistir. (Bergman ve ark 2006, Drucker ve Nauck 2006, EMEA
2007). Plasebo sitagliptin tedavisi ile karsilastirldiginda, standardize yemek alimindan 2
saat sonra 25 — 600 mg araliginda verilen sitagliptin ile aktif GLP-1 diizeyinin agirlikli
ortalama konsantrasyonu yaklasik 2 kat artis gozlendigi belirtilmistir. Tip 2 DM’lu
hastalarda ise tek doz sitagliptin uygulamasinin 24 saatlik periyotta DPP-4 enzim
aktivitesini inhibe ederek aktif GLP-1 ve GIP seviyelerinde (2 — 3 kat), plazma insiilin ve
C-peptit diizeylerinde artisa, glukagon ve glikoz seviyelerinde ise azalmaya neden oldugu
tespit edilmistir. Aktif GLP-1 seviyesindeki bu artisa ragmen toplam GLP-1 seviyesinde
tutarli ve siirekli bir degisiklik gozlenmemistir. Bu sitagliptinin farmakolojik etkilerinin
GLP-1 sekresyonundaki artistan c¢ok aktif GLP-1 seviyesinin azalmamasindan
kaynaklandigimi; dolaysisi ile saglikli kisilerde sitagliptinin glikoz, insiilin, C-peptit ya da
glukagon seviyesi iizerine etkisi yemek sonrasi kullanimi ile iliskili olmadig1 belirtilmistir
(Herman ve ark 2005, Bergman ve ark 2006, Herman ve ark 2006a, EMEA 2007, FDA
2009, Thornberry ve Gallwitz 2009).

Model hayvan (yagh gida ile beslenen fare, Tip 2 DM’lu kemirgen, streptozosin ile
indiiklenmis diabetik fare gibi) ¢alismalarinda ve cesitli eksersiz, diyet ve geleneksel
antihiperglisemik ilaglar ile kontrol altina alinamayan Tip 2 DM tedavisinde sitagliptin tek
basina (mono terapi) veya bazi ilacglarla ¢oklu tedavi (ikili/veya iiclii multiple terapi)
seklinde kullanilabilecegi, klinik kullanimlarda giivenli ve iyi tolare edilebildigi ifade
edilmektedir. Sitagliptinin tek basina agizdan 100 mg dozda kullanimlarda plasebo ve Tip
2 DM hastalarda karsilastirildiginda plazma ag / tok glikoz diizeyi (= 130 — < 240 mg/dL)
ile glikolize hemoglobin (HbA ;) miktarinda ( % 6.5 — % 10) 6nemli azalmalara neden
oldugu belirtilmektedir. Coklu tedavinin ise daha ¢ok Tip 2 DM’un geleneksel antidabetik
ilaglarla kontrol edilemedigi durumlarda, tedavi protololiine sitagliptin eklenmesi seklinde
oldugu belirtilmektedir. Bu amacgla bir¢ok arastirici tarafindan sitagliptinin metformin
(biguanid tiirevi) ve pioglitazon (tiazolidinedion tiirevi, peroksizom proliferator-
aktivasyonlu reseptor-gamma (PPARY) agonisti) ile ikili kombinasyon veya metformin —
glipizid (sulfoniliire tiirevi) ile birlikte iiclii kombinasyon seklinde kullanilabilecegi; ancak,
kan glikoz diizeyinine gore doz diizenlemelerin yapilmasi gerktigi ifade edilmektedir

(Sorhede-Winzell ve Ahren 2003, Charbonnel ve ark 2006, Herman ve ark 2006b, Mu ve
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ark 2006, Rosenstock ve ark 2006, Ahren 2007, Brazg ve ark 2007, de Valk 2007, EMEA
2007, Goldstein ve ark 2007, Nauck ve ark 2007, Zerilli ve Pyon 2007, Vilsbgll 2008,
Argyrakopoulou ve Doupis 2009, FDA 2009, Monami ve ark 2009, Nauck ve ark 2009,
Thornberry ve Gallwitz 2009, Dhillon 2010, Merck 2010). Monami ve ark 2009 ise
sitagliptinin sulfoniliire tiirevleri ya da insiilin ile kombine kullanildigina hipoglisemi
riskinin kontrol grubuna gore ©6nemli fark olusturmadigi ifade etmislerdir. Birkag
calismada ise DPP-4 enzim inhibitorlerinden vildagliptin ile insiilin kombinasyonu sonucu
HbA . miktarinda 6nemli azalmalar oldugu ve nadirde olsa siddetli hipoglisemi riski
olusturabilecegi, bununda 65 yas iistii kisilerde dikkate alinmasi gerektigi
vurgulanmaktadir (Pratley ve ark 2006, Dejager ve ark 2007, Fonseca ve ark 2007).
Sitagliptinin bunlarin disinda diger antidiabetik ilag¢lar (GLP-1 mimetikler, alfa-glikozidaz

inhibitorleri gibi) ile birlikte kullanimina iligkin heniiz bir ¢aligmaya rastlanmamastir.

Sitagliptinin mono- veya metformin ve tiazolidinedion tiirevleri ile multiple
terapilerde tolare edilebilir ve giivenli oldugu, bircok calismada da onemli yan etkilerinin
gelismedigi mide bulantis1 ve kusma gibi klinik semptomlarin DPP-4 enzim inhibitorleri
ile iligkili olmadigi, bu belirtilerin daha ¢ok GLP-1 analoglaria ait olabilecegi ifade
edilsede (Ahren 2007, Vilsbgll ve ark 2001) yaptiklart klinik uygulamalarda GLP-1’nin
yiiksek konsantrasyonlarinin bile hipoglisemiye neden olabilecek yetenekte olmadigini
belirtmislerdir. Sitagliptinin mono terapilerde hipoglisemi riskinin yiiksek olmadig1 (~ %
1.2), sulfoniliire tiirevleri ile kombinasyonlarda ~ % 32, biguanid tiirevleri ile
kombinasyonda ise bu oranin ~ % 5 diizeylerinde kaldig1 belirtilmektedir (Herman ve ark
2005, Ahren 2007, de Valk 2007, Nauck ve ark 2007, Scott ve ark 2007, Zerilli ve Pyon
2007, Dhillon 2010). Buna bagli olarak hipogliseminin gelismesinde daha ¢ok sulfoniliire
tiirevlerinin etkili oldugu, bununda ATP’ye bagli potasyum kanallarini1 kapatici etkisinden
kaynaklanabilecegi ifade edilmektedir (de Valk 2007, Monami ve ark 2009, Nauck ve
Smith 2009, Dhillon 2010, Merck 2010). Yapilan klinik calismalarda nedenine
bakilmaksizin sitagliptin ile mono- veya multiple terapi yapilan hastalarda (> % 5) iist
solunum yolu infeksiyonu (% 6.3), nasofarengitis (% 5.2) ve bas agrisi (% S5.1)
sikayetlerinin daha yaygin oldugu tespit edilmistir. Bunlarin disinda diisiik oranlarda karin
agrist (% 2.1 - 2.3), mide bulantist (% 0.6-1.4), ishal (% 2.3-3.0), burun akintisi, bogaz ve
kas agris1 ile idrar yolu infeksiyonu gozlenebilecegi vurgulanmistir (Zerilli ve Pyon 2007,
Argyrakopoulou ve Doupis 2009, Nauck ve Smith 2009, Monami ve ark 2009 Merck
2010). Kan tablosunda nétrofil artisina bagh beyaz kan hiicrelerinde yiikselme (~ 200
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hiicre/uL), iirik asit diizeyinde artis, alkalen fosfatazda diizeyinde ise azalmalarin
sekillendigi; ancak kan tablosundaki, idrar kimya panelindeki, rutin kan testleri ve tam kan
miktarindaki bu degisimlerin klinik olarak deger tasimadigi belirtilmektedir (Herman ve
ark 2006a, EMEA 2007, Zerilli ve Pyon 2007,Merck 2010). Tiim bunlara ek olarak klinik
kullanim sonucu gozlenen alerjik reaksiyonlar, anjioodem ve kardio-vaskuler olaylar ile
ozellikle 2006 — 2009 yillar1 arasinda sitagliptine bagli 88 pankreatit (2 vakada ise
hemorajik ve nekrotik) vakasinin tespit edildigi, bu tip hastalarin da dikkate alinmasi
gerektigi 6nemle ifade edilmektedir. Ozellikle obeziteli, yiiksek kolosterol ve/veya yiiksek
triglideridli  hastalarda  pankreatit gelisiminde Onemli risk faktorleri oldugu
vurgulanmaktadir (FDA 2009, Marino 2009, Monami ve ark 2009, Nauck ve Smith 2009,
Merck 2010).

Diger ilaglar ile kombine kullanim1 dikkate alindiinda; sitagliptinin p-glikoprotein
substrat1 oldugu, CYP izoenzimlerinin (CYP3A4, 2C8, 2C9, 2D6, 1A2, 2C19 ve 2B6)
inhibitorii olmadigi, CYP3A4’ii indiiklemedigi belirtilmistir. Dolayisi ile bu gegis yolunu
kullanan diger ilaclar ile etkilesim icinde olma olasiliginin olduk¢a diisiik oldugu
vurgulanmustir. Sitagliptin, digoksinin p-glikoprotein aracilik ettigi tasima sistemini inhibe
etmedigi; ancak, digoksinin farmakokinetigini azda olsa etkiledigi (plazma AUC 4 54’ da
% 11, Cha’da % 18 artig) ifade edilmistir. Aksine siklosporin (p-glikoprotein inhibitorii)
ile kullanildiginda ise sitagliptinin farmakofinetiginin etkilendigi (plazma AUCy..’da % 29
(1.3 kat), Cipax’da % 68 (1.7 kat) artig) belirtilmistir. Bir veya daha fazla hipertansif ilag
(anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri, anjiyotensin—II antagonistleri, kalsiyum kanal
blokorleri, B blokorler ve diiiretikler gibi) kullanan hastalarda sitagliptinin genellikle iyi
tolare edilebildigi, kan basincini 1limh derecede diistirmesine karsin (sistolik kan basincini
2 mm Hg azalttig1), normal kan basincim etkilemedigi tespit edilmistir. Benzer sekilde
sitagliptinin varfarin, simvastatin ve oral kontraseptifler ile anlamh etkilesimler
gostermedigi ifade edilmistir (Bergman ve ark 2005, Miller ve ark 2006, Wright ve ark
2006, EMEA 2007, Krishna ve ark 2007, FDA 2009,Merck 2010).

Sitagliptinin insanlarda morbidite ve mortalite {izerine uzun siireli klinik
calismalara rastlanmamakla birlikte, mortalite oraminin farelerde disilerde, ratlarda ise
erkeklerde daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. insanlarda tek seferde 800 mg dozda
agizdan alinmasini takiben genellikle iyi tolere edilebildigi; bunun iistiindeki dozlarda ise
klinik denemelerin bulunmadig ifade edilmektedir (EMEA 2007, FDA 2009, Merck

2010). Farelerde tek doz toksisite ¢calismalarinda 6liimciil olmayan en yiiksek dozun 1000
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mg/kg (EAA temel alindiginda insanlarin 122 kez maruz kalmasina es degerdir), ratlarda
ise disilerinde 2000 mg/kg, erkeklerinde 3000 mg/kg (EAA temel alindiginda sirasi ile
insanlarin 182 ve 271 kez maruz kalmasina es degerdir) oldugu tespit edilmistir.
Tekrarlanan dozlarda ise sitagliptinin farelerde (93 giin), ratlarda (184 giin) ve kpeklerde
(365 giin) yapilan denemelerde 6liimciil olmayan en yiiksek dozun siras1 ile 750, 500 ve >
50 mg/kg/giin (siras1 ile EAA temel alindiginda insanlarin ~ 80, 48 ve > 50 kez maruz
kalmasina es degerdir) oldugu bel irlenmistir. Sitagliptinin fare ve ratlarda insanlarin 19
kez maruz kalmasina esdeger dozlarda herhangi bir bobrek toksisitesine yol agmazken, 58
kez maruz kalmasina esdeger dozlarda ise bobrek toksisitesine neden oldugu saptanmistir.
Farelerde kortikal dokuda, medulla ve papillada kayba bagli pelvis renaliste genisleme,
goreceli bobrek agirliginda artis gozlenirken, ratlarda mortaliteye yol acabilecek diizeyde
tubuler dejenerasyon ve dilatasyonun eslik ettigi renal tubuler nekrozun gelistigi
belirtilmistir. Karaciger toksisitesi iizerine > 500 mg/kg/giin dozda 14 hafta boyunca
yapilan calismalarda hem farelerde hemde ratlarda karaciger dokusunda merkezi lobuler
hepatoseliiler hipertrofi, yangi, dejenerasyon nekroz ve agirlik artigi, 106 hafta siiesince
uygulandiginda ise fokal hepetoseliiler degisiklikler ve Kkistik dejenerasyonlarin
sekillendigi tespit edilmistir. Tiim bu etkilere ragmen sitagliptinin bobrek ve karaciger
toksisitesindeki indiikleyici etkilerinin mekanizmasi tam olarak aydmlatilamamigstir

(EMEA 2007).

Sitagliptinin in vitro ve in vivo bir dizi denemelerde mutojenite (Ames testi ile),
direk DNA hasar1 (rat hepatositlerinde in vitro test ile) ve klastojenite testlerinde (Cin
hamsterlerinin over hiicrelerinde in vitro kromazom aberasyon testi ve in vitro fare
mikroniikleus testi ile) genotoksik etkilerinin gozlenmedigi belirtilmistir. Sitagliptinin
karsinojenik etkileri i¢in erkek ve disi ratlarda 50, 150, and 500 mg/kg/giin dozlarda 2 yil
siiresince yapilan denemelerde 500 mg/kg dozda (EAA karsilastirmasinda 100 mg/kg doz
temel alindiginda, yetiskin insanlar icin giinliik tavsiye edilen maksimum dozun yaklagik
60 katina esdegerdir) disilerde karaciger karsinomu, erkek ve disilerde ise karaciger
adenomu/karsinomu insidensinin arttii gozlenmistir. Ratlarda kistik dejenerasyon,
nekrozis yoklugunda gelisen bazofil ve eozinofil artis1 seklinde gozlenen hepatotoksisite
ile hepatikneoplazi olusumu arasinda korelasyon belirtilmis, dolayis1 ile karaciger timor
insidensindeki artis orami yiiksek doz uygulamalart sonucu gelisen kronik karaciger
toksisitesine baglanmistir. Buna karsin karaciger tiimorleri iizerine erkek ve disi farelerde

benzer sekilde 50, 125, 150, and 500 mg/kg/giin dozlarda 2 yil siiresince yapilan
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denemelerde herhangi bir organda tiimor insidensinde artis gozlenmedigi belirtilmistir. Her
ne kadar DPP-4 enzim inhibitorlerinin laboratuvar hayvanlarinda uzun siireli klinik oncesi
calismalara bakilarak tiimor nedeni olmadigr vurgulansa da, bazi kanser tiirlerinin
ilerlemesine neden olabilecegi, bu nedenle kanser ve tiimor gelisiminde etkilerinin daha
aydinlatic1 ¢calismalarla desteklenmesi gerektigi vurgulanmistir (Pro ve Dang 2004, Wesley
ve ark 2005, Masur ve ark 2006, EMEA 2007, FDA 2009, Merck 2010).

1.3. Tek hiicre jel elektroforez (Comet) yontemi

“Tek Hiicre Jel Elektroforez (Comet) Yontemi” tek bir okaryotik hiicrede ve bazi
prokaryotik hiicrelerde DNA hasar ve onarimini 6l¢mek icin kabul géren ve giiniimiizde
kullanilan basit, duyarli ve hizl bir yontemdir. “Alkali Comet Testi” veya “Single-Cell Gel
Electrophoresis (SCGE)” olarakta ifade edilir. Yontemin esasini, mikroskop lami iizerinde
ince bir agar jele siispanse edilmis az sayidaki hiicrenin lize edildikten sonra elektroforez
islemine tabii tutulmasi, elektrik akiminda kirilmig ve hafiflemis DNA fragmanlarinin
cekirdekten hizla gociiniin saglanmasi temeline dayanir. Elektroforez islemini takiben
DNA, floresan bir boya (ethidium bromiir, akridin oranj gibi) ile boyanir. Goriiniim olarak
kuyruklu yildiza (Comet) benzeyen bu sekiller floresan mikroskop altinda gozle veya
bilgisayar programi ile degerlendirilir (McKelvey ve ark 1993, Rojas ve ark 1999, Tice ve
ark 2000, Dhawan ve ark 2009a, Dhawan ve ark 2009b, Dhawan ve ark 2009c¢).

[Ik kez Ostling ve Johanson (1984) tarafindan mikrojel elektroforez teknigi ile
hiicrelerde DNA hasar1 goriintiillenerek “Comet” yonteminin temelleri atilmis ve notral

ortamda DNA’daki ¢ift zincir kiriklarinin tayinini gosterilmislerdir.

Comet yontemi tek bir hiicrede DNA hasarimi dogrudan tayininin yanisira bir
popiilasyondaki tiim hiicrelerin ayn1 oranda hasara ugrayip ugramadiginin da
belirlenebilmesine imka&n saglar. Herhangi bir tedavi esnasinda; hiicrelerin heterojen
cevabi, Ozel tedavi protokollerinde tiimor cevabinin 6n goriilmesine, radyoterapi ve
kemoterapi gibi tedavi protokollerinde tiimor cevabinin saptanmasina yardimci olabilir.
Comet yontemi DNA hasari, onarimi ve mekanizmalarim1 pek cok deneysel sartlarda
inceler ve tek hiicre siispansiyonu seklinde elde edilebilen hemen hemen her okaryotik
hiicrede DNA hasar ve onarim diizeyinin tespit edilmesine olanak saglar (Singh ve ark

1988, Collins ve ark. 1997, Olive 1999, Aydin 2003).
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Comet yontemi son yillarda farkli laboratuvarlarda cesitli modifikasyonlar ile
cesitli genotoksisite caligmalarinda genis kapsamli olarak uygulanabilmektedir. Ornegin;
insan biyoizleme programlarinda, ¢ok sayida kimyasal ve cevresel etkenlerin (agir metal,
cevre Kkirleticileri gibi) canli ve bitkisel yapilarda DNA hasar potansiyelinin
degerlendirilmesinde,  bitki koklerinde mitotik hiicrelerin su Kkirliliklerinin in situ
izlenmesinde, sulu ortamda tek hiicreli yosunlarin incelenmesi ile sudaki potansiyel cevre
kirliligin izlenmesinde, insanlarda degerlendirilmesiyle mesleki risk faktorlerin
incelenmesinde, cesitli kimyasal maddelerin etkilerinin insanlara uyarlanabilmesi i¢in
hayvan modellerinde yapilan in vivo genotoksisite degerlendirmelerinde, degisik balik ve
kus tiirlerinde ekotoksikolojik arastirmalarda vb (Tice ve ark 2000, Brendler-Schwaab ve
ark 2005, Jha 2008, Bernardeschi ve ark 2009, Dhawan ve Anderson 2009, Dhawan ve ark
2009c, Kontek ve ark 2009, Perceptive Instruments 2009, Piperakis ve ark 2009, McArt ve
ark 2010).

Comet tekniginde herhangi bir Okaryotik hiicre kullanilabildigi gibi en fazla
kullanilan insan lenfosit hiicre siispansiyonudur; ancak, pek ¢ok parametrenin lenfosit
cevabim etkiledigi donériin yasi, fiziksel aktivitesi, aligkanliklar1 (sigara ve alkol vb) gibi
olas1 faktorlerin hiicre cevabinda farklilik yaratabilece§i ve bireysel farkliliklara neden
olabilecegi onemle vurgulanmaktadir. /n vivo hayvan calismalarinda karaciger ve nasal
mukoza hiicreleri kullanilabildigi gibi in vitro toksikokinetik incelemelerde lenfositler,
lenfoblastoit, akciger, kemik iligi, gastro intestinal kanal ve beyin hiicreleri de incelenebilir

(Aydin 2003, Dhawan ve Anderson 2009).

Comet yonteminde tek hiicrede DNA hasarinin Olgiilebilir olmasi incelenen
bilesiklerin genotoksisitesini hizli 6ngdrmede ve bir bilesigin DNA onarimini degistirip
degistirmedigi hakkinda bilgi saglanmada etkili bir yontemdir. Ayrica yontem cok az
sayida hiicre gerektirdiginden kiicilk hacimde insan biyopsi Orneklerinde, deney
hayvanlarin  herhangi bir doku paracasinda DNA kirilmalarimin  boyutlarini
saptanabilirligini imkan saglar. Islemin hizli, birkac saat i¢inde gergeklesebilirligine olanak
saglamasi ve duyarliliginin yiiksek olmasi kullanilabilirligini de artirmaktadir. Yontemdeki
uygulama farkliliklarinin bir¢cogu elektrofoez asamasinda uygulanan voltaj, elektroforez
siiresi, tampondaki tuz konsantrasyonlari, calisma dizaynt ve DNA hasar diizeyinin
degerlendirmesi ile iligskilendirilmektedir (Tice ve ark 2000, Aydin 2003, Hartmann ve ark
2003, Wiklund ve Agurell 2003, Brendler-Schwaab ve ark 2005, Hartmann ve Speit 2009).
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“Comet” olusum sekillerini degerlendirmek ve tayinini yapmak i¢in pek c¢ok farkli
calisma yapilmaktadir. Degerlendirme tekniklerinden en basiti hasar boyutuna dayali bir
sekilde “kuyruklu yildiz” goriinlimiindeki hiicrelerin ampirik olarak gozle belirlenmesine
dayanmaktadir. Hiicrelerdeki DNA yapis1 en basit sekliyle goriiniislerine gore “hasarsiz
(0)”, “az hasarli (1), “orta derecede hasarli (2)”, “yiiksek derecede hasarli (3)” ve
“hasarli (4)” olmak iizere 5 kategoride (Tip’te) degerlendirilir. Giiniimiizde ayrica daha
detayli ve genis incelemeye otomatik olarak imkan saglayan goriintiilii analiz sistemleri
(Comet Assay IV, Andor Komet 6.0R gibi) floresan mikroskopta elde edilen goriintiilerin
bilgisayar ortaminda incelenmesine olanak saglamaktadir. Goriintiilerde izlenen
Comet’lerin kuyruk kismindaki DNA, maruz kalinan mutajen dozu ile orantilidir. Kiriklar
elektroforez isleminde DNA gogiinii artirirken, DNA protein baglanmalar1 ya da ¢apraz
baglanmalar DNA gociinii azaltir. Artmis kuyruk gocii zincir kiriklarini, alkali hareketli
bolgelerin ve tam olmayan eksisyon (kesip ¢cikarma) onarim bolgelerinin varligim gosterir.
Azalmig gd¢ ise DNA-DNA, DNA-protein ve capraz baglanmalari isaret eder (O’Neill ve
ark 1993, Kobayashi ve ark 1995, Hartmann ve ark 2003, Wozniak ve Blasiak 2003,
Collins 2004, Browne 2009).

Zaman icinde cesitli arastirmacilar tarafindan lamlarin kaplanmasi, lizis,
elektroforez gibi uygulama asamalarinda yapilan cesitli degisikliklerle ¢ok farkli hiicre
tiplerinde DNA hasarinin degerlendirebilirligi ve ¢ok yonlii uygulanabilirligi nedeniyle
siirekli gelisim gostermis toksikoloji, tip ve biyoloji gibi bir¢cok alanda ideal hale

getirilmistir (Dhawan ve Anderson 2009a).

Yapilan bu ¢aligmada; sitagliptinin ratlarda agizdan 36 giin boyunca giinde 1, 10 ve
100 mg/kg dozlarda uygulanmasinm takiben uygulama 6ncesi (0. giin) ve uygulama sonrasi
(36. giin) canli agirhik (g) ve kan glikoz diizeyleri (mg/dL) iizerine olasi etkileri
degerlendirilmeye calisilmistir. Ayrica sitagliptinin artan dozlarda uygulamasi ile in vitro
rat lenfositlerinde tek hiicre jel elektroforez (Comet) yontemi ile olasi genotoksik
etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu kapsamda calismada ratlar icin agizdan
kullanilan 10 mg/kg/giin doz sitagliptinin farmakokinetigi dikkate alindiginda egri altinda
kalan alan (EAA) karsilastirmasinda yetigkin insanlar icin giinlilk tavsiye edilen
maksimum dozun (100 mg/kg/giin) ~ 6 katina, en yiiksek doz ise (100 mg/kg/giin,
agizdan) ~ 10 katia esdeger oldugu belirtilmistir (FDA 2009, Medsafe 2009).
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2. GEREC ve YONTEM
2.1. Gereg

2.1.1. Hayvan materyali

Calismada 180 - 279 g arasinda degisen ortalama 229,26 + 28,92 g canli agirliginda
2 - 3 aylik toplam 40 adet erkek Wistar-Albino rat kullanilmistir (Resim 2.1). Hayvanlarin
seciminde saglikli ve herhangi bir bilimsel ¢alismada kullanilmamis olmalarina dikkat
edilmistir. Calismadan 1 hafta Once hayvanlarin ortama adaptasyonlar1 saglanmustir.
Hayvanlar her bir kafeste 5 adet olacak sekilde ayrilarak ortam sicakligi 22 °C (+ 2) olarak
ayarlanmigtir. Ayrica hayvanlarin dogal giin 1s181indan yararlanmalar1 saglanarak arastirma

siiresince standart rat yemi (Cizelge 2.1) ve icme suyu ad libitum olarak verilmistir.

Resim 2.1. Calismada kullanilan hayvanlarin bakim odasi ve gruplandirma kafesleri.

Bir haftalik uyum siiresi sonunda tiim hayvanlarda uygulama oncesi glukometre
(plusMED Accuro, Bionime Corparation, Tayvan) ile kuyruk venasindan alinan kan
orneklerinde glikoz diizeyi ol¢iilerek 80 - 150 mg/dL arasinda (Bayiroglu ve ark 1999,
Butler 1995, Donmez 2008, Klein 2009) olanlar calismaya déhil edilmistir. Hayvanlarin
grup ici canl agirlik dagilimlar1 birbirine yakin ve her grupta 10 adet olacak sekilde 4
gruba ayrilmistir (Cizelge 2.2). Grup 1 kontrol olarak ayrilmis ve rat ila¢ sondast (Harvard
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Apparatus, USA) ile sadece 1 ml serum fizyolojik (%0,9) oral olarak verilmistir. Grup 2’ye
1 mg/kg dozda, Grup 3’e 10 mg/kg dozda ve Grup 4’e 100 mg/kg dozda sitagliptin’in aktif
sekli olan sitagliptin fosfat monohidrat (Januvia® 100 mg tablet, Merck Sharp & Dohme
Mlaglarn Ltd. Sti., Tiirkiye) oral olarak 1 ml serum fizyolojik ile birlikte rat ilag sondast
yardimiyla uygulanmistir. Ila¢ uygulamalar1 36 giin boyunca ve her giin ayni saatte (09:00)

olacak sekilde gerceklestirilmistir.

[lag doz segciminde Amerikan Gida ve Ilag Dairesi'nin (U.S. Food and Drug
Administration, FDA) sitagliptin iizerine agiklamis oldugu klinik ve toksikoljik veriler
dikkate alinmistir. Buna gore calismada kullanilan 10 mg/kg/giin doz, sitagliptinin
farmakokinetigi dikkate alindiginda egri altinda kalan alan (EAA) karsilastirmasinda
yetiskin insanlar i¢in giinliik tavsiye edilen maksimum dozun (100 mg/kg/giin) yaklasik 6
katina, en yiiksek doz (100 mg/kg’lik, oral) ise yetigkin insanlar i¢in giinliik tavsiye edilen
maksimum dozun yaklasik 10 katina esdegerdir (FDA 2009, Medsafe 2009).

Cizelge 2.1. Kullanilan standart rat yemi bilesimi.

Bilesimi Birimi Miktari Bilesimi Birimi Miktar
Nem 12 Vitamin E 60
Protein 20 Vitamin K 1
Ham lif 7 Vitamin B, 3
Ham kiil 8 Vitamin B, 4
Yag 6 Vitamin Bg 1
Lizin 1 Vitamin B, 0.09
Metiyonin % 0.6 Pantotenik asit 1.5
Metiyonin + Sistin 1 Niasin 10
Sodyum kloriir 0.2 Biyotin me/kg 0.08
Kalsiyum 1 Kolin klorid 1000
Fosfor 0.9 Demir 300
Sodyum 0.5 Bakir 20
Magnezyum ppm 200 Manganez 10
Enerji Kcal/kg 2650 Cinko 4
Vitamin A w 300 Iyodin 1.3
Vitamin D 1000 Selenyum 0.3
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Cizelge 2.2. Calismada kullanilan hayvan gruplar ve ilag dozlari.

Hayvan ilac dozlan

Gruplar sayisi (n) (me/ke) ilac uygulama sekilleri

Grup 1 10 Kontrol 1 mL serum fizyolojik

Grup 2 10 | (11 ;Eg,as;rtl;glif;ztﬁ?lojik icinde 1 mg/kg
Grup 3 10 10 (11 glzl(llaaS;?;gilhf;Zﬁyflojik icinde 10 mg/kg
Grup 4 10 100 1 mL serum fizyolojik i¢cinde 100 mg/kg

dozda sitagiliptin

2.1.2. Kimyasal maddeler

Calismada kimyasal olarak sodyum hidroksit (NaOH, Sigma-Aldrich S5881),
sodyum kloriir (NaCl, Sigma S9625), hidroklorik asit (HCIl, Carlo-Erba 302626), dimetil
siilfoksit (DMSO, Merck 16743), fosfat tampon tabletleri (PBS - Mng2 ve Ca*? free, Sigma
P4417), diisiik kaynama dereceli agar (LMPA, Sigma A9045 - Tip VII), normal kaynama
dereceli agar (NMPA, Sigma A7174 - Tip VI-A), trizma base (Sigma T1503),
etilendiamintetra asetikasit (EDTA) disodyum tuzu (Sigma E5134), triton-X 100 (Fluka
93443), etidyum bromid (Sigma-Aldrich E8751), histopaque 1077 (Sigma), susuz etanol
(Merck 00986), serum fizyolojik (% 0,9’luk 10 ml ampul, Adeka ilag), Tiirk erigi ve
sitagliptin fosfat (J anuvia® 100 mg tablet, Merck Sharp & Dohme) kullanildu.

2.1.3. Cihazlar ve Arac - Gerecler

Calisma kapsaminda kamera (Olympus DP-70) eklentili fluoresan mikroskop
(Olympus BX-51), 151k mikroskop (Olympus CH 20), 20x40 yatay elektroforez tanki
(Biogen), giic kaynagi (Power station 200, Labnet), sogutmali santrifiij (Niive NF 800R),
hassas terazi (Shimadzu AX-120), dijital pH metre (Denver, Model no:225), su banyosu
(Niive BM 402), otoklav (Niive OT 4060), etiiv (Niive FN 500), 1sitmali manyetik
karistirict (Niive MK 418), vorteks (Niive NM 110), glukometre (plusMED Accuro,
Bionime Corparation), (buzdolab1 / derin dondurucu (Profilo), rat ilag / besleme kaniilii
(Harvard Apparatus), otomatik mikropipetler (10, 100 ve 1000 uL’lik, Eppendorf), rodajl
lam (Isolab), lam / lamel (Isolab), filtre kagidi, cam pastor pipeti, ependorf tiipii (1,5 ve 2

mL’lik, Roth), steril enjektor (5 mL, Ayset), sar1 / mavi pipet ucu, cam sale seti, pens,
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heparinli tiip, insiilin enjektorii (Kar-med medikal), degisik Ol¢iilerde deney tiipii, balon

joje ve beher glas (Isolab) ve cerrahi eldiveni (Beybi) kullanildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Tek hiicre jel elektroforez (Comet) yonteminde kullamlan c¢ozeltiler

Calismanin DNA hasarinin belirlenmesi asamasinda kullanilan Comet Assay
yonteminde fosfat tamponu (PBS), 10 M’lik NaOH ¢ozeltisi, lysis ¢ozeltisi, 0.2 M’Iik
EDTA c¢ozeltisi, noralizasyon tamponu, stok 200 pg/mL yogunlukta etidyum bromiir
cozeltisi ile taze olarak hazirlananmasi gereken diisiik kaynama dereceli agar ¢ozeltisi,
normal kaynama dereceli agar c¢ozeltisi, lysing cozeltisi, elektroforez tamponu ve 20

pug/mL yogunlukta etidyum bromiir ¢ozeltisi kullanildi.

2.2.2. Comet yonteminde kullanilan c¢ozeltilerin hazirlanmasi

2.2.2.1. Stok olarak hazirlanan cozeltiler

Fosfat tamponu (PBS) hazirlanmast:
2 adet PBS tableti 200 mL distile suda ¢oziildii. Otoklavda sterilize edildikten sonra
+ 4°C’ de sakland.

10 M NaOH hazirlanmast:
NaOH...........cooveiinnnn. 200 mg
Distile su...........c.ccoeeene. yeterli miktarda eklenerek 500 mL’ye tamamlandi. Bu

¢cozelti cesme suyu altinda hazirlandi, 2 hafta i¢inde kullanilmak tizere + 4°C’de sakland.

Lysing stok ¢ozeltisi hazirlanmasi:

25MNaCl.......c.oooeeenenn. 146.1 g

100 Mm EDTA................ 312 ¢g

10 mM Trizma base........... 12¢g

Distile su........ccoeveiniinne. yeterli miktarda eklenerek 500 mL’ye tamamlandi.

Hazirlanan ¢ozelti 890 mL’ye distile su ile tamamlanarak c¢ozelti 10 M NaOH ile pH’s1

10’a ayarland1 ve oda sicakliginda saklandi.
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0.2 M EDTA ¢ozeltisi hazirlanmasi:

Distile su........cooevveiiiiniin. yeterli miktarda eklenerek 200 mL’ye tamamlandi.

Hazirlanan ¢ozelti 10 M NaOH ile pH’s1 10’a ayarlandi ve + 4°C’de saklandi.

Notralizasyon tampon ¢ozeltisinin hazirlanmast:

Distile su.......c.cceoeveinenin yeterli miktarda eklenerek 1000 mL’ye tamamlandi.

Hazirlanan ¢ozelti konsantre HCl ile pH’s1 7.5’e ayarland1 ve + 4°C’de saklandi.

Etidyum bromiir stok ¢ozeltisi (200 ug/L):

Etidyum bromiir................. 10 mg

Distile su.........ccooevieiiiiin.. yeterli miktarda eklenerek 50 mL’ye tamamlandi.
Hazirlanan ¢6zelti 25 mL’lik kisimlar halinde 1s1iktan korunmasi i¢in aliiminyum folyoyla

sarilarak + 4°C’de saklandi.

2.2.2.2. Taze olarak hazirlanan c¢ozeltiler

Diisiik kaynama dereceli agar (LMPA) hazirlanmast:
125 g LMPA 25 mL PBS icerisinde ¢ozdiiriilerek 5 mL’lik parcalar halinde tiiplere
alindi ve kullanilincaya kadar + 4°C’de bekletildi. Cozelti kullanilmadan hemen once

37°C’lik su banyosunda ¢oziinmesi saglandi.

Normal kaynama dereceli agar (NPMA) hazirlanmast:
500 mg NMPA 50 ml PBS icerisinde c¢ozdiirillerek % 1’lik NMPA c¢ozeltisi

hazirlandi. Lamlarin kaplanma asamasina kadar 1sitmali manyetik karistiricida bekletildi.

Taze lysing ¢ozeltisinin hazirlanmast:

Lysing ¢ozeltisi lamlar1 lysis etmeden hemen 6nce hazirlandi ve her 100 mL lysing
¢ozeltisi elde etmek icin 178 mL stok lysing ¢ozeltisine 2 mL triton-X ve 20 mL DMSO
ilave edildi. Cozelti berraklasana kadar soguk su altinda karistirildi. Karigim lam tasiyici

kutuya (cam saleye) aktarilarak kullanilana kadar da + 4°C’de saklandi.

Elektroforez cozeltisinin ( %3’lik NaOH + % 0.5’lik EDTA) hazirlanmasi:
IOMNaOH .................... 37.5mL
02MEDTA..........ccenen 6.75 mL
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Soguk distile su................ yeterli miktarda eklenerek 1250 mL’ye tamamland:.

Hazirlanan ¢ozelti 10 M NaOH ile pH’s1 >13 olacak sekilde ayrlandi ve + 4°C’de saklandi.

Etidyum bromiir ¢ozeltisinin (20 ug/mL) hazirlanmasi:
Lamlarin boyanma asamasinda etidyum bromiir stok (200 pg/mL) ¢ozeltisinden 1
mL alinarak 9 mL distile suda seyreltildi, her bir lamin boyanma asamasinda taze olarak

hazirland: ve kullanildi.

2.2.3. Tek hiicre jel elektroforez (Comet) yontemi

Comet yontemi (Comet Assay, kuyruklu yildiz goriiniimii) tek bir Okaryotik
hiicrede ve bazi prokaryotik hiicrelerde DNA hasar ve onarimin1 6lgmek icin kabul géren
ve giiniimiizde ¢ok kullanilan basit, duyarli ve hizli bir yontemdir. Calismada kullanilan bu
yontemin asamalar1 asagida belirtilmistir (Ostling ve Johansson 1984, Singh ve ark 1988,
Dhawan ve ark 2009).

2.2.3.1. Lenfosit hiicre izolasyonu

Ozellikle lenfosit izolasyonunda kullanlacak olan kan numunelerinin ve diger
cozeltilerin oda sicakliginda ve viicut pH’sinda olmalarina dikkat edildi. Lenfosit
izolasyonu kan numunelerin alinmasini takiben 1 saat i¢inde gergeklestirildi. Hayvanlardan
heparinli tiiplere alinan kan numunelerinden 1 mL alinarak santrifiij tiiplerine aktarild.
Uzerine aym hacimde hafif bir sekilde 1 mL PBS eklendi (1:1). Daha sonra tiipiin dip
kismima cam pastor pipeti ile 1 mL histopaque ilave edildi. Bu islem sonrasi tiipler
sogutmal1 santrifiijde 2100 rpm de + 4°C’de 20 dk santrifiij edilerek lenfositlerin ayrilmasi
sagland1 (Resim 2.2). Santrifiijle ayrim sonrasi karistmin ortasinda yer alan ve lenfositlerin
toplandig alan olarak gozlenen bulutsu beyaz kisim (Resim 2.2.d - Ok) pastor pipeti ile
dikkatlice alinarak ependorf tiiplerine aktarildi. Elde edilen lenfosit hiicre kiimesinin kendi
icinde 2 kez yikanmasi saglandi. Bu amacla her sanrifiij asamasinda hiicre kiimesi 500uL
PBS ile yikanarak vorteks ile karigtiridi ve iistteki kisim uzaklastirildi. Son agamada alttaki
hiicre kiimesine tekrar 500uL. PBS ilave edilerek vorteksle karistirildi ve + 4°C’de

saklandi.
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Resim 2.2. Lenfosit hiicre izolasyonunda hazirlik asamalarinin goriintimii.
a: PBS, b: PBS + Kan, c: PBS + Kan + Histopaque, d: Santrifiij sonrasi
hiicrelerin ayrilmasi, Ok: Lenfosit hiicre kiimesinin bulundugu bulutsu

yapl.

Lenfosit hiicre izolasyonu sonrasi lenfosit soliisyonundan 40 pL alind1 ve 40 pL
Tiirk erigi eklenerek (seyreltme faktorii = 2) bekleme yapilmadan hiicrelerin 151k
mikroskobu altinda “neubauer improved” lami ile saymmi yapildi. Sayimda hiicre
ortalamasi, diliisyon faktorii ve 10* ile carpilarak 1 mL’deki lenfosit hiicre sayisi belirlendi.
Sayim sonras1 pl.’de en az 15 000 - 20 000 hiicre olacak sekilde yogunlastirma veya
seyreltme iglemi uygulanarak (Yilmaz 2000) hiicre sayilar1 lama aktarmak i¢in hazir hale

getirildi.

2.2.3.2. Lamlarin hazirlanmasi ve kaplanmasi

[k agsamada lamlar iizerlerinde bulunmasi: muhtemel organik kirliliklerden arinmasi
maksadiyla daldirip-¢ikarma seklinde susuz etanole batirilarak temizlendi ve filtre kagidi

iizerinde kurumaya birakildi.

Hiicrelerin gomiilmesi ve elektroforetik goce hazirlik amaciyla lamlar agarozla
kaplandi. Bunun i¢in rodajli lamlar 1sitmali manyetik karistiricida eritilen NMPA
¢Ozeltisinin igine batirilarak agarozla kaplanmalart saglandi. Lamlarin alt yiizleri dikkatlice
silindi ve agarozun lam iizerinde donmasim saglamak amaciyla hiicre aktarma islemine

kadar lamlar + 4°C’de bekletildi.
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2.2.3.3. Hiicrelerin agar ile kaplanms lama aktarilmasi

Izole edilmis hiicre siispansiyonundan lenfosit sayisinin her bir lamda 15.000 —
20.000 arasinda olacak sekilde hesaplanarak 50 pl hiicre siispansiyonu 37°C’de eritilmis 75
uL % 5’lik LMPA ile karistirildiktan sonra vortekslendi. Daha sonra énceden hazirlanmig
+ 4°C’de bekletilen NMPA c¢ozeltisi ile kapl agarozu lamlarin iizerine karistmdan 75 pl
eklenerek iizerleri lamelle kapatildi. Buzlu yiizey iizerine yerlestirilerek buzdolabinda 5 dk
bekletildi. Agaroz - hiicre karisimi donduktan sonra lamel dikkatlice yana dogru

kaydirilarak kaldirildi.

2.2.3.4. Lysing asamasi

Lysing c¢ozeltisi hiicre ve ¢ekirdek zarim lize ederek DNA sarmallarinin agaroz
icersinde serbest kalmasini saglayarak (unwinding) sonraki elektroforez asamasina hazirlik
siirecini olusturur. Bu amagla lysing stok ¢ozeltisinden 178 mL alinarak iizerine 20 mL
DMSO ve 2 mL triton-X ilave edildi, hazirlanan soliisyon cam salelere bosaltilarak
buzdolabinda + 4°C’de sogumaya birakildi. Igerisinde soguk lysing c¢ozeltisi bulunan
salelerin i¢ine agaroz - hiicre karisimi halinde hazirlanmis lamlar yerlestirildi ve lysing

asamast icin en az 1 saat + 4°C’de buzdolabinda bekletildi.

2.2.3.5. Elektroforez

DNA sarmallarinda sekillenebilecek kirilmalarin elektriksel bir alanda hareketi
saglanarak goriintir hale getirilmesi amaciyla uygulanan elektroforez islemi + 4°C’lik
ortamin saglandig1 karanlik 6zel bir kabin i¢inde gergeklestirildi. Once elektroforez tanki
soguk elektroforez ¢ozeltisi ile lamlarin iizerini 0.5 - 1 cm kapatacak seviyede dolduruldu.
Lysing ¢ozeltisinden alinan lamlar agaroz - hiicre karisimi bulunan kisimlar {iste gelecek
sekilde elektroforez tankinin icine diizenli olarak yerlestirildi. Daha sonra lamlar 20 dk
sireyle akim uygulanmadan alkali elektroforez c¢ozeltisinde inkubasyona birakildi.
Bekletme siiresi sonunda elektroforez gii¢c kaynaginin akimi 25 V ve 300 mA’e ayarlanarak

25 dk siireyle + 4°C’de elektrorez islemi uygulandi.

2.2.3.6. Notralizasyon ve fiksasyon

Elektroforez asamas1 bittikten sonra elektroforez tankindan ¢ikarilan lamlar her biri

5’er dk olmak tizere 3 kez + 4°C’lik notralizasyon ¢ozeltisinde yikandi.
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Notralizayon sonrast hiicreleri lamlara fikse etmek icin etanol i¢cinde 5 dk bekletildi.
Sonrasinda kurumaya birakildi, kuruyan lamlar boyama islemine kadar hafif nemli ve

karanlik bir ortamda bekletildi.

2.2.3.7. Boyama

Fiksasyon sonrasi lamlarda okuma yapilmadan yaklasik 30 dk saat dnce boyama
isleminin daha uygulanabilir olmas1 icin lamlar 20 dk siireyle + 4°C’deki distile su i¢inde
bekletildi. Daha sonra distile su ile muamele edilen lam iizerine 60 pL etidyum bromiir
cozeltisi (20 pL/ml yogunlukta) ilave edildi. Lamin {izeri lamelle kapatildi ve en az 10 dk

bekletildikten sonra 1 saat icinde de fluoresan mikroskopta okuma islemi gerceklestirildi.

2.2.3.8. Mikroskobik inceleme

Etidyum bromiir ile boyanan lamlar Olympus DP 70 goriintii aktarma cihazi
bulunan Olympus BX 51 fluoresans mikroskopta yesik 151k altinda incelendi. Inceleme
gorsel skorlama ile yapildi (Kobayashi ve ark 1995). Her bir lam i¢in 100 adet hiicre

sayimi gergeklestirildi.

2.2.3.9. Optik skorlama yontemi ile degerlendirme

Fluoresan mikroskopu ile inceleme sonrasi her bir lam ig¢in sayilan 100 hiicrede
DNA hasan c¢ekirdekten uzayan kuyruk uzunlugunun seviyelerine gore “hasarsiz (0)”, “az
hasarli (1), “orta derecede hasarli (2)”, “yiiksek derecede hasarlt (3)” ve “hasarli (4)”

olmak tizere 5 kategoride (Tip’te) degerlendirildi (Sekil 2.1) (Collins ve Harvathova 2001).

Preperat basina her tipteki DNA hasar %’si (% Comet) hesaplanmig ve DNA hasar
%’ leri toplanarak sonuclar % hasarli hiicre olarak degerlendirilmistir. Her bir kategorideki
DNA hasar1 belirlenerek DNA zincir kiriklann siklign asagida bilirtilen formiil ile
tamimlanan “Arbitrary Units (AU)” degerleri hesaplanarak ifade edilmistir. Her simiftaki
hasarl hiicrelerin %’si kategori (veya Tip) numarasi (0 - 4 arasi) ile carpilarak AU degeri

hesaplanmistir (Collins ve ark 1995).

Arbitrary Units (AU) = [(0 x hasarsiz hiicre sayisi) + (1 x az hasarli hiicre sayisi) + (2 x orta
derecede hasarli hiicre sayis1) + (3 x yiiksek derecede hasarli hiicre sayisi) + (4 x hasarli hiicre
sayist)]
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AU degerleri dikkate alinarak “Genetik Hasar Indeksi (GHI)” asagida belirtilen
formiilde ifade edildigi gibi AU degerinin hasar kategorilerinin toplamina ifade eden

sayilan hiicre sayisina boliinmesi ile elde edilmistir (Pitarque ve ark 1999).

GHI = [(Tip 1) + (2xTip 2) + (3x Tip 3) + (4xTip 4)] / [Tip O + Tip 1 + Tip2 + Tip 3 + Tip 4]

Sekil 2.1. Floresans mikroskop altinda DNA hasar (Comet) goriintiileri. 0: Hasarsiz,
1: Az hasarli, 2: Orta derecede hasarli, 3: Yiiksek derecede hasarli, 4: Hasarlr.

2.2.3.10. Pozitif kontrol uygulamasi

Pozitif kontrol i¢in 900 uL PBS i¢inde ¢6ziinmiis lenfosit siispansiyonu iizerine 100
uL H,O, ¢ozeltisinden ilave edildi. Buz banyosunda 5 dk bekletildikten sonra 2500 rpm’de
+ 4°C’de 5 dk santrifiij edilerek iistteki sulu faz atildi ve lenfositler yukarida belirtildigi

sekilde agar kaplanmis lamlara aktarilarak diger hiicreler ile aym islemlere tabi tutuldu.

2.2.3.11. istatistiksel degerlendirme

Calisma sonunda ilag uygulama Oncesi ve sonrasi canli agirlhik ve kan glikoz
degerleri ile GHI’lerine ait verilerin ortalama + standart hata (Y £5) degerleri verildi.
Kontrol ve uygulama gruplar arasindaki farkliliklar SPSS 11.5 paket programinda One-
Way ANOVA varyans analizinde Duncan ftesti kullanilarak, uygulama oncesi (0. giin) ve

uygulama sonrasi (36. giin) farklar ise #-festi ile istatistiksel yonden degerlendiridi. P<0.05

altindaki degerler anlaml kabul edildi (Ozdamar 2003).
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3. BULGULAR

Hayvanlar 1 hafta siiren uyum siiresi sonunda ¢alismaya alinmadan 6nce (0. giin)
canl agirlik (g) ve kan glikoz degerleri (mg/dL) o6lgiildii ve c¢ikis verileri olarak kaydedildi.
Calisma sonunda (36. giin) yine canli agirlik ve kan glikoz ile genetik hasar indeks (GHI)

degerlerine ait ortalamalar1 ve standart hatalari (f £§-) belirlendi. Calisma siiresi iginde

Grup 1 (Kontrol) ve Grup 4 (100 mg/kg)’ten 1’er adet hayvan 6ldiigii i¢in bu hayvanlara
ait veriler degerlendirmeye alinmadi. Oliim nedenlerinin belirlenebilmesi icin yapilan

otopside patolojik herhangi bir bulguya rastlanmadi.

Calismada tiim gruplarda 0. ve 36. giin elde edilen canli agirliklar1 ait minumum,

maksimum, ortalama ve standart hata (f £ §-) degerleri Cizelge 3.1, bu gruplara ait grafik

ise Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Gruplarin 0. ve 36. giin canli agirlik degerleri (g).

Canh agirlik (g)

Hayvan N N B,
Gruplar sayisl 0. giin 36. giin Onemlilik

(n) Min — Maks X+ Min — Maks X+S

Grup 1 (Kontrol) 9 220-288  253.1147.37°% | 240-315 280.00+7.71% s
Grup 2 (I mghg) 10 180203  193.4042.42° | 182-239  215.0049.16¢ s
Grup 3 (10 mghkg) 10 205-234  220.80+3.15° | 215-276 251.30£6.34° s
Grup 4 (100 mg/kg) 9 237-279  254.674£3.94% | 266-352 302.00£10.20° s

Onemlilik $kok gk

Min: Minimum, Maks: Maksimum.
a, b, c: Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki fark 6nemlidir.
x: P<0.01, skx: P<0.001

Calismada uygulama oncesi (0. giin) canli agirlik bakimindan; kontrol ve 4’iincii
grup (100 mg/kg) arasinda fark (P>0.05) olmadig1 belirlendi. Ancak, diger gruplarin (Grup
2 ve Grup 3) hem kendi aralarinda hem de bu gruplar (Kontrol ve Grup 4) ile aralarindaki
farkin anlamli (P<0.001) oldugu tespit edildi. Calisma siiresi sonunda (36. giin) canl

agirlik degerlerinin benzer sekilde kontrol ile 4’lincii grup arasinda fark (P>0.05) olmadigi
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saptandi. Hatta 0. giin gdzlenen 3’iincii grup ile kontrol grubu arasindaki farkin 36. giinde
ortadan kalktig1; ancak, 3’iincii ve 4’iincii grup arasindaki farkin (P<0.001) korundugu
tespit edildi. Ayrica Grup 2’nin diger gruplar ile arasindaki farkin (P<0.001) aynen devam

ettigi belirlendi.

Calisma siiresi sonunda (36. giin) tiim gruplar baslangictaki (0. giin) canli agirlik
degerleri ile karsilastirildiginda; artisin en az % 10.05 ile Grup 2’de sekillendigi (P<0.01)
gozlenirken, kontrol, Grup 3 ve Grup 4’te ise sirast ile % 10.62, % 13.62 ve % 18.59
oraninda oldugu tespit edildi. Bu artis oranlarinin her ii¢ grupta da ¢ikis degerlerine gore

onemli fark (P<0.001) gosterdigi saptandi.
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Gruplar
Sekil 3.1. Gruplarin ¢alisma Oncesi (0. giin) ve sonrasi (36. giin) canl agirlik (g)

degerlerine ait grafik.

Calismada tiim gruplarda 0. ve 36. giin elde edilen kan glikoz degerlerine ait

minumum, maksimum, ortalama ve standart hata (EiS;) degerleri Cizelge 3.2, bu

gruplara ait grafik ise Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. Gruplarin 0. ve 36. giin kan glikoz degerleri (mg/dL).

Kan glikoz degeri (mg/dL)

Gruplar Hayvan 0. giin 36. giin Onemlilik
sayls1 —— — - —
(n)  Min - Maks X +S- Min — Maks X +S-
Grup 1 (Kontrol) 9 124 -150 134.11£3.64* 95-215 153.22%13.01* O.D.

Grup 2 (I mg/kg) 10 81-135 111.00£5.31° 81 - 148 121.40+6.81° 0.D.
Grup 3 (10 mg/kg) 10 108 —130  119.90+2.59® | 103-135 122.90+3.07° 0.D.
Grup 4 (100 mg/kg) 9 117 -148  128.444327° | 122-164 138.11+4.25% *

Onemlilik *% #

Min: Minimum, Maks: Maksimum.
a, b, c: Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki fark énemlidir.
x: P<0.05, #+: P<0.01, O.D.: Onemli degil.

Calismada uygulama Oncesi (0. giin) kan glikoz degerleri bakimindan; kontrol
grubunun 3’iincii (10 mg/kg) ve 4’iincii grup (100 mg/kg) ile arasindaki farkin, yine 2’inci
grup ile 3’iincii grup arasinda farkin (P>0.05) 6nemli olmadig1 belirlendi. Ancak, 2’inci
grubun kontrol ve 4’iincii grup ile aralarindaki farkin anlamli (P<0.01) oldugu tespit edildi.
Calisma siiresi sonunda (36. giin) canli agirlik degerlerinin benzer sekilde kontrol ve
4’iincii grup arasinda fark (P>0.05) olmadig1 saptandi. Hatta 0. giin gozlenen 2’inci grup
ile 4’tincii grup arasindaki farkin 36. giinde ortadan kalktigi, kontrol grubu ile 3’iincii grup

arasinda ise anlamh fark (P<0.05) olustugu gozlendi.

Calisma siiresi sonunda (36. giin) tiim gruplar baslangictaki (0. giin) kan glikoz
degerleri ile karsilastirildiginda; artisin en az % 2.5 ile Grup 3’de sekillendigi (P>0.05)
gozlendi. Kontrol grubu ve Grup 2’de ise sirasi ile % 14.25 ve % 9.37 oraninda artig
oldugu tespit edildi. Bu artig oranlarinin her ii¢ grupta da ¢ikis degerlerine gore 6nemli fark
(P>0.05) gostermedigi tespit edildi. Ancak, 4’iincii gruptaki artis oraninin % 7.53 oraninda
olmasina ragmen ila¢ uygulama oncesi (0. giin) degerlere gore farkin (P<0.05) anlaml

oldugu belirlendi.
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Sekil 3.2. Gruplarin ¢alisma 6ncesi (0. giin) ve sonrast (36. giin) kan glikoz
diizeylerine (mg/dL) ait grafik.

H,0, ile yapilan pozitif konrol hiicrelerinde ve calisma gruplarinda 36. giin elde
edilen lenfositlerde Comet yonteminde belirlenen DNA hasar tipleri (%), hasarli hiicre
orant (%), arbitrary units (AU) ve genetik hasar indeks (GHI) degerleri Cizelge 3.3’te, bu
gruplara ait GHI’i ve DNA hasar tipi (%) dagilimlarina iliskin grafikler siras1 ile Sekil 3.3
ve Sekil 3.4’de belirtilmistir. Lenfosit hiicrelerinde DNA hasar diizeylerine iligkin drnek

fluoresans mikroskop goriintiileri ise Sekil 3.5’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Pozitif kontrol ve ¢alisma gruplarinin DNA hasar tipleri (%), hasarli hiicre
oranlar1 (%), arbitrary units (AU) ve genetik hasar indeks (GHI) degerleri.

Hayvan  DNA hasar tipleri (%)  Hasarh hiicre

Gruplar S?,y;)m Tipl Tip2 Tip3 Tip4 (%) AU GHI

Pozitif kontrol (H,0, ile) - 200 8.00 3200 56.00 98.00+1.54 338.00 3.38+0.10
Grup 1 (Kontrol) 9 2356 24.11 4.67 178 44.11+2.76  72.89 0.72+0.57°
Grup 2 (I mg/kg) 10 2330 3420 2270 9.30  89.50+1.41 197.00 1.97+0.78°
Grup 3 (10 mg/kg) 10 3230 23.10 880 270 66.90+4.42 11570 1.15+0.13¢
Grup 4 (100 mg/kg) 9 30.44 26.11 19.00 3.78  79.33%4.60 154.78 1.54+0.18"°
Onemlilik o

AU: Arbitrary Units, GHI: Genetik Hasar indeksi.
a, b, ¢, d: Aynu siitunda farkl harfleri tasiyan gruplar arasindaki fark onemlidir.
sk P<0.001.

34



3.5 =
= 3
ol
-
3
£ 2.5
-
% 2
=3
0
24 1
*'q:) 1.5
S T
0.5
0
(+) Kontrol Kontrol 1 mg/kg 10 mg/kg 100 mg/ke
(H,0, ile)

Gruplar

Sekil 3.3. Gruplarda calisma sonrasi (36. giin) gdzlenen genetik hasar indeks diizeyleri.

Calisma siiresi sonunda (36. giin) tiim gruplar GHI degerleri bakimindan
incelendiginde aralarinda anlaml fark (P<0.001) oldugu belirlendi. Ancak, artan dozlarda
sitagliptin uygulamasinin hasarli hiicre ve GHI degerleri ile aym yonde artis gostermedigi
(Cizelge 3.3), dolayis1 ile DNA hasarinin direkt olarak ila¢ uygulamasina bagli olmadigi

kanisina varilmistir.
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Sekil 3.4. Gruplarda calisma sonrasi (36. giin) gozlenen DNA hasar tipleri dagilimlari (%).
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A: Hasarh (a) ve hasarsiz (b) hiicrelerin 6rnek B: Lenfositlerde “(+) Kontrol” olarak H,0, ile
DNA goriintiileri. yapilan 6rnek DNA goriintiileri.

C: Lenfositlerde “Kontrol” grubunda belirlenen D: Lenfositlerde “1 mg/kg Sitagliptin” uygulama
ornek DNA goriintiileri. grubunda belirlenen 6rnek DNA goriintiileri.

E: Lenfositlerde “10 mg/kg Sitagliptin” uygulama F: Lenfositlerde “100 mg/kg Sitagliptin” uygulama
grubunda belirlenen 6rnek DNA goriintiileri. grubunda belirlenen 6rnek DNA goriintiileri.

Sekil 3.5. Lenfosit hiicrelerinde DNA hasarina iliskin 6rnek fluoresans mikroskop
goriintiileri (biiyiitme: x25).



4. TARTISMA

Bu calismada sitagliptinin agizdan 36 giin boyunca giinde 1, 10 ve 100 mg/kg
dozlarda uygulanmasini takiben, uygulama 6ncesi (0. giin) ve uygulama sonras1 (36. giin)
canl agirlik (g) ve kan glikoz diizeyleri (mg/dL) iizerine olas1 etkileri degerlendirilmeye
calisilmistir. Ayrica artan dozlarda sitagliptin uygulamas: ile in vitro rat lenfositlerinde tek
hiicre jel elektroforez (Comet) yontemi ile olast genotoksik etkilerinin incelenmesi
amaglanmistir. Bu kapsamda sitagliptinin farmakokinetigi dikkate alindiginda EAA
karsilastirmasinda ratlar icin ¢alismada kullanilan en yiiksek doz (100 mg/kg/giin, agizdan)
yetiskin insanlar i¢in giinliik tavsiye edilen maksimum dozun (100 mg/kg/giin) ~ 10 katina

esdegerdir (FDA 2009).

Tip 2 DM, viicutta insiilin yetersizligi veya yeterince kullanilamamasiyla iliskili
olarak glikoz kanda kalmasi veya taginamamasi, dolayisi ile viicutttaki doku ve hiicrelerin
glikozdan yararlanamamasi durumu olarak Ozetlenebilir (Kayaalp 2009). Glikozu
kullanamayan doku ve hiicreler farkli viicut enerji kaynaklarim (yag ve proteinler gibi)
kullanmaya yonelirler. Bu siire¢ devam ettiginde veya hastalik tedavi edilemediginde
viicutta canli agirlik kaybi seklillenmeye baslar. Dolayisi ile yeterli beslenmeye ragmen
devam eden kilo kaybi diyabet siiphesine neden olur (Anonim 2010). Diyabetin var
olmadig1 bir durumda ise bunun tersi olarak asir1 kilo diyabete neden olabilir. Yapilan
calismalarda da kilo artis1 ile diyabet riski arasindaki baglanti oldugu vurgulanmistir (Chan
ve ark 1994, Colditz ve ark 1995). Diyabetli olmayan ortalama beden kitle indeksine (body
mass index, BMI) sahip kadinlarda > 5 kg fazla kilo kaybedenlerde diyabet riskinin %
50’den fazla oranda azaldig tespit edilmistir. Ayn1 dogrultuda da kilo artis1 goriilenlerin de
yiiksek risk grubunda oldugu belirtilmistir (Colditz ve ark 1995). Dolayisi ile artan diyabet
riskine karg1 kan glikoz seviyesinde yavas da olsa bir artisin goriilebilecegi beklenen bir
durum olarak karsimiza ¢iktigindan, calismamizda da ratlardaki canli agirlik ve kan glikoz

diizeylerine ait olasi degisimler degerlendirilmeye calisilmistir.

DPP4 inhibitorlerinin ayni grupta yer alan diger inkretin mimetiklerden farkli
olarak kilo kayb1 yapmadiklari, kilonun kontrolii sagladiklari, diger oral antidiyabetikler
gibi artisa da neden olmadiklar1 ve iyi tolore edilebildikleri belirtilmistir (Drucker ve

Nauck 2006, Karasik ve ark 2008). Sadece 28 giin sitagliptin verilen (giinde 2 kez 200
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mg/kg) obez hastalarda kontrol grubuna gore azalmanin sekillendigi (0.6 kg); ancak, farkin
onemli olmadig ifade edilmistir (Herman ve ark 2006a). Benzer sekilde 24 hafta
sitagliptin uygulamasida (0.1 kg) kontrol grubuna gore (0.2 kg) canli agirlik kaybinin
sekillendigi ve bunun 6nemli olmadig: belirtilmistir ( EMEA 2009). Yine 24 hafta siire ile
100 ve 200 mg/kg/giin dozda sitagliptin uygulamasinda agirlik kaybinin diisiik (siras1 ile
0.2 ve 0.1 kg) oldugu, bunun da ¢ikis degerlerine gore 6nemli olmadigi; ancak, 1.1 kg
azalma gosteren kontrol grubuna gore onemli oldugu tespit edilmistir (Aschner ve ark

2006).

Diger klasik antidiabetik ilaglarla karsilagtirildiginda, 1 y1l boyunca sitagliptin (100
mg/kg/giin) ve sulfoniliire tiirevi olan glipizid (20 mg/kg/giin) kullanilmas: sonucunda,
sitagliptin grubunda canli agirlik kaybiin (ortalama 1.5 kg), glipizid grubunda ise agirlik
artisinin (ortalama 1.1 kg) sekillendigi ve gruplar arasindaki farkin 6nemli (P<0.001)
oldugu vurgulanmistir (Merck 2010). Benzer sekilde sulfoniliire tiirevi ilaglarin sitagliptin

kullananlara gére 6nemli kilo artigina neden oldugu belirtilmistir (Nauck ve ark 2007).

Diger antidiabetik ilaclarla kombinasyon tedavileri dikkate alindiginda ise;
antidiyabetiklerden tiazolidinedion tiirevi olan pioglitazon tedavisine sitagliptin ve
metformin ilavesinin viicut agirhigt degisimini igeren parametreler yOniinden
karsilastirmas1 sonucunda, sitagliptin ilavesi ile kilo kaybimmin gozlenmedigi, metformin
ilavesi ile kilo kaybiin sekillendigi tespit edilmistir (Derosa ve ark 2009). Biguanid tiirevi
antidiabetiklerden metformin tedavisine sitagliptin ve glipizid ilavesi uygulandiginda,
benzer sekilde sitagliptin ilavesinin 6nemli kilo kaybina (1.5 kg), glipizid ise kilo artisina
(1.1kg) neden oldugu belirtilmistir (Nauck ve ark 2007). Tip 2 DM tedavisinde kullanilan
sulfoniliire ve tiazolidinedion tiirevi ilaglarda gozlenen canli agirlik artisinin DPP-4 enzim
inhibitorlerinin kullaniminda sekillenmedigi vurgulanmistir (Ahren 2007). Biguanid tiirevi
metformin ile birlikte inkretin mimetik ya da DPP-4 enzim inhibitorlerinin kullanilmasinda
inkretin mimetiklerin diisiik agirlik potansiyellerine karsi DPP-4 enzim inhibitérlerinin
agirlik kazanglar agik ve net olmadigi ifade edilmistir (Nauck ve Smith 2009). Buna kargin
metformin ve sitagliptinin 24 hafta kullanimim takiben baslangi¢ canli agirlik degerlerine
gore karsilastirildiginda metforminde 1.9 kg (1.7 — 2.2), sitagliptinde ise 0.6 kg (0.4 — 0.9)
azalmanin sekillendigi ve bu iki grup arasindaki farkin 6nemli oldugu saptanmistir
(Aschner ve ark 2010). Bu nedenle inkretin mimetikler ile DPP-4 enzim inhibitorlerinin
canli agirhk kazancini yiikseltmeyen tek bir “insiilinotropik ilaclar veya yeni

antihiperglisemik ajanlar” seklinde tamimlanmasi gerektigi belirtilmistir (Drucker ve
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Nauck 2006, Nauck ve Smith 2009, Thornberry ve Gallwitz 2009). Benzer sekilde bircok
caligmada da sitagliptinin canli agirhk artisinda ©nemli degisikliklerle iliskisinin
bulunmadigr vurgulanmustir. Dolayist ile sitagliptinin canli agirlik artisina yol agan ve
tedavide sinirlayici olan diger tedavi modellerine gore bu yOniiniin yoksun olmasi bir
avantaj olarak degerlendirilmistir (Charbonnel ve ark 2006, Raz ve ark 2006, Rosenstock
ve ark 2006, Goldstein ve ark 2007, Nauck ve ark 2007, Merck 2010).

Calismamizda uygulama oncesi (0. giin) canli agirlik bakimindan (Cizelge 3.1,
Sekil 3.1); kontrol ve 4’tincii grup (100 mg/kg) arasinda fark (P>0.05) olmadig1 belirlendi.
Ancak, diger gruplarin (Grup 2 ve Grup 3) hem kendi aralarinda hem de bu gruplar
(Kontrol ve Grup 4) ile aralarindaki farkin anlaml (P<0.001) oldugu tespit edildi. Caligsma
siiresi sonunda da (36. giin) baslangigtaki canli agirlik degerlerinin benzer sekilde devam
ettigi gozlendiginden baslangicta tespit edilen gruplar arasindaki farkin onemli olmadigi
kanatine varildi. Hatta 0. giin gézlenen 3’iincii grup ile kontrol grubu arasindaki farkin 36.
giinde ortadan kalktig1 belirlendi. Calisma sonunda (36. giin) tiim gruplar baslangigtaki (0.
giin) canl agirlik degerleri ile karsilastirldiginda; artisin en az % 10.05 ile Grup 2’de
sekillendigi (P<0.01), kontrol, Grup 3 ve Grup 4’te ise siras1 ile % 10.62, % 13.62 ve %
18.59 oraninda (P<0.001) oldugu tespit edildi. Her nekadar 36. giinde ila¢ uygulama
gruplar arasinda ve doza bagh 6nemli agirlik artis1 belirlenmigse de, kontrol grubu ile 10
ve 100 mg/kg doz uygulama gruplar arasinda 6nemli fark tespit edilememistir. Calisma
sonunda hayvanlarin normal fizyolojik canli agirlik araliklarina bile ulagamadiklar1 (erkek
ratlar i¢in 300 — 500 g) (Hanson 2006, Gad 2007), benzer sekilde kontrol grubunda da
ratlarin normal fizyolojik canli agirlik diizeyine erisemedigi ve tiim hayvanlarin % 10 —
20 araliginda canli agirlik artisinin fizyolojik gelisim siireci i¢inde olabilecegi dikkate
almarak, diger calismalara benzer sekilde sitagliptinin artan doz uygulamalarina bile
onemli derecede canli agirlik artig1 veya azalmasina neden olmadigi kanatine varilmastir.

Tiim memelilerde oldugu gibi ratlarda da kan glikoz diizeyi beslenmede alinan
gidanin tipi ve son 6giinden sonra gecen zamanin bilyiik 6nem tasidigi, bu nedenle kan
glikoz diizeylerinin degiskenlik gosterebilece§i ve giin icinde farkli degerlerin
aliabilecegi ifade edilmistir. Buna baglh olarak calismada da uygulama 6ncesi kan glukoz
seviyesi 80 — 150 mg/dL arasinda olan ratlar belirlenerek, calismaya dahil edilmistir

(Butler 1995, Bayiroglu ve ark 1999, Dénmez 2008, Klein 2009).

DPP-4 enzim inhibitorlerin aglik kan glikoz degerleri ve tokluk kan glikozundaki

sapmalar azalttigi, sitagliptinin ile tedavi edilen hastalarda kan glikoz diizeyine etkileri
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bakimindan hipoglisemi riskinin klinik olarak oldukca diisiik oldugu ve iyi tolore
edilebildigi belirtilmistir (Herman ve ark 2005, Charbonnel ve ark 2006, Herman ve ark
2006, Raz ve ark 2006, Rosenstock ve ark 2006, Ahren 2007, Zerilli ve Pyon 2007,
Karasik ve ark 2008, Nauck ve Simith 2009, Thornberry ve Gallwitz 2009, Dhillon 2010,
Merck 2010). Ancak, bu avantajim insiilin veya diger klasik antidiabetik ilaglardan
sulfoniliire tiirevleri ile kullanildiginda kaybettigi (Hermansen ve ark 2007, Dhillon 2010),
tiazolidinedion tiirevi ilaglarda ise korundugu; bu nedenle kombine ila¢ uygulamalarinda
hypoglisemi riskinin dikkate alinmasi gerektigi vurgulanmaktadir (Drucker ve Nauck
2006, de Valk 2007, Hermansen ve ark 2007). Siirli sayida hastada (75 kisi sitagliptin, 50
kisi kontrol) yapilan bir caligmada ise sitagliptinin kontrole gore yiiksek oranda
hipoglisemi riski (sirast ile % 15.5 ve % 7.8) tasidigi, gruplar arasindaki bu etkinin diisiik
olmasina ragmen genis topluluklarda orta derecede 6nem tasidigr belirtilmistir (EMEA
2009). Sitagliptinin metformin ile birlikte kullanilmasi durumunda (% 5), glipizid ile
kombinasyonuna (% 32) oranla daha diisiik hipoglisemi riski tasidigi belirtilmisse de
(Ahren 2007, Nauck ve ark 2007); Monami ve ark (2009) sitagliptinin sulfoniliire tiirevleri
ya da insiilin ile kombine kullanildigina hipoglisemi riskinin kontrol grubuna gore 6nemli

fark olusturmadigi ifade etmislerdir.

Aclik kan glikoz degerlerini sitagliptin (11.5 mg/dL), metformin (19.4 mg/dL) ve
glipizid (32.0 mg/dL) kullanimina gore daha zayif oranda azalttigi belirtilmistir (Merck
2010, Aschner ve ark 2010). Ayrica mono terapi seklinde kullanilan sitagliptinin (% 1.7)
metformine (% 3.3) gore hipoglisemi riskinin de diisiik oldugu saptanmistir (Aschner ve
ark 2010). Tip 2 DM’lu hastalarda ise aclik ve tokluk kan glikoz diizeyini dnemli dlciide
diisiirdiigii (Raz ve ark 2006, Argyrakopoulou ve Doupis 2009, EMEA 2009), yaklasik 2.5
yil boyunca da aglik kan glikozunu belli bir diizeyde (~ 142 mg/dL) korudugu, 6zellikle ilk
6 hafta icinde kan glikoz degerini istenen diizeylere diisiirdiigii daha sonraki haftalarda ise
bu seviyelerde stabil kaldig1 ifade edilmistir (Aschner ve ark 2006, Aschner ve ark 2010).
Stagliptinin 24 hafta, 2 farkli dozda (100 ve 200 mg/kg/giin) kullanilmasinda kan
glikozunda siras1 ile 17.1 ve 21.3 mg/dL diizeyinde, kontrol grubuna goére Onemli
azalmalar sekillendigi, ilk 6 haftadan sonra bu azalmanin istikrarli seyrettigi, 12. haftadan
sonra ise hafif bir artisin gelistigi saptanmistir. Bu sirada sitagliptin etkin dozlar1 arasinda
kan glikoz seviyesi degisimi yoniinden anlamli bir fark olmadigi belirtilmistir. Ayni

calismada (100 ve 200 mg/kg/giin dozda, 24 hafta) tokluk kan glikoz degerinin 2 saatte
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icinde kontrole gore (2.2 mg/dL) gore dnemli dl¢iide azaldigr (sirasi ile 48 ve 56.3 mg/dL)
ifade edilmistir (Aschner ve ark 2006).

Oral glikoz tolerans testinden (OGTT) sonra mono terapi sitagliptinin tokluk kan
glikozunu anlamli sekilde diisiirdiigii (~ % 18 — % 35), fakat sitagliptinin etkin dozlar1 (100
ve 200 mg/kg/giin) arasinda azalmanin Onemli olmadigi; hatta glikoz oranlarindaki
sapmalart % 22 — % 26 oraninda azalttig1 gozlenirken, diisiik dozlarda (25 mg/kg/giin) bu
etkinin zayif kaldigr bildirilmistir. Bu da DPP-4 enzim inhibitorlerinin glikoz diizenleyici
etkilerinde GLP-1 ve GIP’in major mediatorler olabilecegi seklinde agiklanmaktadir

(Aschner ve ark 2006, Herman ve ark 2006).

Calismada uygulama oncesi (0. giin) kan glikoz degerleri bakimindan (Cizelge 3.2,
Sekil 3.2); kontrol grubu ile 3’iincii (10 mg/kg) ve 4’tincii grup (100 mg/kg) arasinda, yine
2’inci grup ile 3’lincli grup arasindaki farkin (P>0.05) 6nemli olmadig1 belirlendi. Ancak,
2’inci grubun kontrol ve 4’lincii grup ile aralarindaki farkin anlamli (P<0.01) oldugu tespit
edildi. Calisma siiresi sonunda (36. giin) sitagliptin uygulanan gruplar kendi aralarinda,
benzer sekilde kontrol grubu ile 4’iincii grup (P>0.05) arasinda anlamli fark olmadig
saptandi. Calisma siiresi sonunda (36. giin) tiim gruplar baslangigtaki (0. giin) kan glikoz
degerleri ile karsilastirildiginda; artisin en az % 2.5 ile Grup 3’de sekillendigi, kontrol
grubu ve Grup 2’de ise sirasi ile % 14.25 ve % 9.37 oraninda artis oldugu tespit edildi. Bu
artig oranlarinin her ii¢ grupta da ¢ikis degerlerine gore 6nemli fark (P>0.05) gostermedigi
tespit edildi. Ancak, 4’iincii gruptaki artis oraninin % 7.53 oraninda olmasina ragmen diger
gruplardan farkli olarak ila¢ uygulama oncesi (0. giin) degerlere gore farkin (P<0.05)
anlamli oldugu belirlendi. Calismada 36. giinde, uygulama 6ncesine gore her nekadar kan
glikoz diizeylerinde artiglar (% 2.5 — 14.25 araliginda) gozlenmis olsada, bu degerlerin
fizyolojik kan glikoz araliginda (80 — 150 mg/dL) kaldigi, 6zellikle ratlardaki canl agirlik
artisida dikkate alindiginda ve kontrol grubu ile karsilastinldiginda, sitagliptinin etkin ve
yiiksek uygulama dozlarinda bile doza bagli olarak kan glikoz diizeyinde 6nemli derecede
artis veya azalmaya neden olmadigi, dolayisi ile hipoglisemi riskinin oldukga diisiik oldugu
kanatine varilmistir. Bu etki DPP-4 enzim inhibitorlerinin glikoz diizenleyici etkilerinde
inkretinlerin (GLP-1 ve GIP) major mediatorler olmasi seklinde aciklanabilecegi gibi,
inkretinlerin glukagon salinimini azaltan (GLP-1 ile) ve insiilini artiran (GLP-1 ve GIP ile)
glikoza bagimh bircok karmasik mekanizma araciligiyla kan glikozunu diisiirmesi seklinde
de aciklanabilir (Herman ve ark 2006a). Ayrica canli agirlik artisina paralel olarak kilo

allminin kan glikoz seviyesini yiikseltebilecegi, ileri diizeylerde ise asir1 canh agirlik
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artistnin Tip 2 DM i¢in risk faktorii oldugu goz ardi edilmemelidir (Chan ve ark 1994,
Colditz ve ark 1995, Anonim d 2010).

Canlilarda mutajen ve karsinojenlere kars1 maruziyetinin risk degerlendirilmesinde
insan biyoizleme calismalart ile farkli sitogenetik tekniklerden yararlanilmaktadir. Bu
sitogenetik tekniklerden bazilar;; COMET (Tek hiicreli jel elektroforezi — SCGE)
parametreleri, kromozomal aberasyon (CA) teknikleri, kardes kromatid degisimi (SCE)
yontemi, fliloresan in-situ hibridizasyon (FISH) ve mikro cekirdek (MN) yontemleri
seklinde siralanabilir. Bunlar arasinda bazi sinirlamalart olmakla birlikte comet yontemi
hizl1 ve hassas sonug verebilen bir teknik olup, genotoksisiteyi arastirmak i¢in uygun bir
sitogenetik test belirteci oldugu vurgulanmaktadir (Brusick 2001, izdes 2007). Comet
yontemi tek bir hiicrede DNA hasarin1 dogrudan tayininin yanisira bir popiilasyondaki tiim
hiicrelerin ayn1 oranda hasara ugrayip ugramadiginin da belirlenebilmesine imkan saglar.
Bu kapsamda arastirmalarda herhangi bir 6karyotik hiicre kullanilabildigi gibi en fazla
kullanilan lenfosit hiicre siispansiyonudur. Son yillarda genotoksisite ¢caligmalarinin ilaglar
icin de uygulanabilir hale getirmesi kapsaminda (EMEA 2009)¢calismamizda da iilkemizde
2009 yilinda kullanima girmis DPP-4 enzim inhibitorlerinin ilk temsilcisi olan sitagliptinin
olast genotoksik etkilerinin in vitro rat lenfositlerinde Comet yontemi ile incelenmesi

amaclanmstir.

Sitagliptinin genotoksik etkileri iizerine calismalara rastlanmamakla birlikte, ilag
gelistirme safhasinda yapilan in vitro ve in vivo bir dizi denemelerde mutojenite (Ames
testi ile), direk DNA hasar (rat hepatositlerinde in vitro test ile) ve klastojenite testlerinde
(Cin hamsterlerinin over hiicrelerinde in vitro kromazom aberasyon ve in vitro fare
mikroniikleus testi ile) genotoksik etkilerinin gozlenmedigi belirtilmistir (EMEA 2007,
EMEA 2009, FDA 2009, Medsafe 2009). Diabet grubu ratlara 14 giin siiresince 5 mg/kg
dozda sitagliptinin uygulamasinin renal iskemi-reperfiizyon RI/R + diabet grubuna gore
DNA fragmantasyonunu ve apoptozisi (programlanmis hiicre Olimii tipi) azalttig

belirtilmistir (Vaghasiya ve ark 2010).

Yine DPP-4 enzim inhibitorlerinden olan ve sitagliptin ile aym grupta yer alan
vildagliptinin genotoksitesi iizerine yapilan bir arastirmada fare ve ratlara yiiksek dozda
(2000 mg/kg/giin agizdan, bu doz vildagiliptinin farmakokinetigi dikkate alindiginda EAA
karsilastirmasinda yetigkin insanlar icin giinliik tavsiye edilen maksimum dozun (en fazla

100 mg/kg/giin) yaklasik 400 katina esdegerdir) uygulamasimi takiben mikroniikleus
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testleri uygulanmis; vildagliptinin 20 saatlik maruz kalmalarda, metabolik etkinligin
noksanliginda ve sitotoksik yogunluklarda (800 ug/mL) plazma yogunlugu bagl olarak in
vitro V79 hiicrelerinde mikroniikleusta artisi indiikledigi vurgulanmistir. Ayni dozlarda
insan lenfosit (kromozomal aberasyon yontemi ile) ve fare karaciger hiicrelerinde (comet
yontemi ile) yapilan arastirmalarda genotoksisiteye rastlanmadigi ifade edilmistir. Dolayisi
ile insanlarda Onerilen tedavi dozlarinda in vitro ve in vivo genotoksik hasar yapici

ihtimalinin olmadig1 vurgulanmistir (Anonim 2009c).

Diger klasik antidiabetik ilaclarla karsilastirildiginda; tiazolidinedion tiirevlerinden
rosiglitazonun 14 giin boyunca 3 farkli dozda (0.5, 1 ve 2 mg/kg/giin, agizdan) ratlara
uygulanmasinm takiben karaciger hiicreleri ve lenfositlerde yapilan genotoksisite (comet
yontemi ile) calismasinda karaciger hiicrelerinde lenfositlerde daha yiiksek oranda DNA
hasar1 oldugu belirtilmistir. Buna baglh olarak bu ilaclarin kullaniminda halk saglig1 icin
potansiyel bir riskin oldugu vurgulanmaktadir (Bedir ve ark 2006). Yine aym
aragtirmacilar ayni grupta yer alan pioglitazon ile yaptiklar1 benzer bir ¢alismada da
ratlarda karaciger hiicrelerinde ve lenfositlerde uygulama dozuna (14 giin boyunca 10, 20
ve 40 mg/kg/giin, agizdan) bagl olarak DNA hasarim tetikliyebilecegi, bunun da ilacin
kismen neden oldugu oksidatif hasarin olusumuna baglh oldugu tespit edilmistir (Bedir ve
ark 2008). Ancak, rosiglitazon ve pioglitazonun her iki caligmada da genotoksik

mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamaistir.

Calismada H,O, ile yapilan pozitif kontrol hiicrelerinde ve tiim gruplarda 36. giin
elde edilen lenfositlerde Comet yonteminde belirlenen genetik hasar indeks (GHI)
degerleri bakimindan (Cizelge 3.3, Sekil 3.3); gruplar arasindaki farkin anlamh (P<0.001)
oldugu belirlendi. Gruplarda hasarli hiicre oranlari ve GHi’nin siras1 ile genotoksik
etkinligi bilinen H,O,—pozitif kontrole gore (98.00 ve 3.38) en az normal kontrol grubunda
(44.11 ve 0.72), bunu Grup 3 (66.90 ve 1.15), Grup 4 (79.33 ve 1.54) ve Grup 2’nin (89.50
ve 1.97) izledigi saptandi. Ancak, artan dozlarda sitagliptin uygulamasi ile hasarli hiicre
oranlar1 ve GHI degerlerinin aym yonde artis gostermedigi, dolayis1 ile DNA hasarmin
direkt olarak ila¢ uygulamasina bagl olmadigi; diabet olusturulmus hayvanlarda farkl siire
ve dozlarda sitagliptinin kullanimini iceren daha kapsamli ¢aligmalara gereksinim oldugu

kanisina varilmstir.
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5. SONUC

Insiilin saliverilmesinin diizenlenmesinde rol oynadigi belirtilen “‘inkretinler”;
insiilin salgilatic1 olan GLP-1 ve GIP, cok kisa etkili barsak hormonlar1 olup yarilanma
omiirleri birkac dakikadir. Inkretin analogu/veya agonisti olan uzun omiirlii ilaclar ya da
DPP-4 enzimini inhibe ederek inkretinlerin inaktivasyonunu yavaglatan DPP-4 enzim
inhibitorleri ilag olarak gelistirilmistir. Inkretin yolagmi etkileyen ilaclar Tip 2 DM
tedavisindeki son yaklagimlar olup enjekte (GLP-1 agonistleri) edilebilir veya oral (DPP-4
enzim inhibitorleri) kullanima uygun sekilleri iiretilmis ve kullanima sokulmustur. DPP-4
enziminin pek ¢ok hiicre membranina baglanma 6zelligi nedeni ile tiim etkileri
aydinlatilmis degildir. Ornegin; DPP-4 enzim inhibitorlerinin antidiabetik etkisine ilaveten
T hiicre proliferasyonunu ve sitokin iiretimini azaltici etkisi oldugunu gostermis ve bu
inhibitorlerin ayn1 zamanda artrit, multipl skleroz gibi enflamatuvar rahatsizliklarda da

kullanilabilecegini akla getirmisse de klinik olarak heniiz kesinlik kazanmamustir.

Calismada bircok DPP-4 enzim inhibitoriiniin ilk temsilcisi olan sitagliptinin ratlara
agizdan 36 giin boyunca giinde 1, 10 ve 100 mg/kg dozlarda uygulanmasini takiben
uygulama oOncesi (0. giin) ve uygulama sonrasi (36. giin) canh agirlik (g) ve kan glikoz
diizeyleri (mg/dL) iizerine olasi etkileri degerlendirilmeye calisilmistir. Sitagliptin artan
dozlarda kullanilarak in vitro rat lenfositlerinde tek hiicre jel elektroforez (Comet) yontemi

ile olas1 genotoksik etkilerinin incelenmesi amaclanmustir.

Uygulama sonunda (36. giinde) sitagliptin verilen gruplar arasinda ve doza bagh
onemli canli agirlik artis1 belirlenmisse de, kontrol grubu ile 10 ve 100 mg/kg sitagliptin
verilen gruplar arasinda onemli fark tespit edilememis, hayvanlarin normal fizyolojik canl
agirlik araliklarina bile ulasamadiklar (erkek ratlar icin 300 — 500 g) saptanmistir. Kontrol
grubunda da ratlarin normal fizyolojik canli agirhik diizeyine erisemedigi ve tiim
hayvanlarin agirligindaki % 10 — 20 arasindaki artisinin fizyolojik gelisim siireci iginde
olabilecegi dikkate alinarak, sitagliptinin artan doz uygulamalarma bile dnemli derecede

canli agirlik artis1 veya azalmasina neden olmadig tespit edilmistir.

Kan glikoz diizeylerinde sitagliptin uygulama Oncesi gore artiglar (% 2.5 — 14.25)
gozlenmis olsada, bu degerlerin fizyolojik kan glikoz araliginda (80 — 150 mg/dL) kaldig,
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ozellikle ratlardaki canli agirhk artist da dikkate alindiginda ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, etkin ve yiiksek uygulama dozlarinda bile sitagliptinin doza bagh
olarak kan glikoz diizeyinde 6nemli derecede artis veya azalmaya neden olmadigi, dolayisi

ile hipoglisemi riskinin oldukca diisiik oldugu gdzlenmistir.

Tiim gruplarda 36. giinde elde edilen in vitro rat lenfositlerinde Comet yontemi ile
belirlenen genetik hasar indeks (GHI) degerlerinin gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu
tespit edildi. Ancak, artan dozlarda sitagliptin uygulamasi ile hasarli hiicre oranlar1 ve GHI
degerlerinin ayn1 yonde artis gostermedigi, dolayist ile DNA hasarmin direkt olarak ilac
uygulamasina bagli olmadigi; diabet olusturulmus hayvanlarda farkli siire ve dozlarda
sitagliptinin kullantminmi igeren daha kapsamli ¢alismalara gereksinim oldugu kanisina

varilmastir.
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OZET

Antidiabetik Olarak Kullanilan Sitagliptin’in Ratlarda Genotoksisitesinin

Degerlendirilmesi

Calismada dipeptil peptidaz - 4 (DPP-4) enzim inhibitoriiniin ilk temsilcisi olan
sitagliptinin saglikli ratlara artan dozlarda uygulanmasimi takiben canli agirlik ve kan
glikoz diizeyleri iizerine olas1 etkileri ile in vitro rat lenfositlerinde tek hiicre jel

elektroforez (Comet) yontemi ile olas1 genotoksik etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Bu amagla ortalama 229,26 + 28,92 g canli agirhiginda 2 — 3 aylik toplam 40 adet
erkek Wistar-Albino rat kullanildi. Ratlar dogal giin 15181ndan yararlanmalar1 saglanarak 22
°C (z 2) tutuldu ve standart rat yemi ile igme suyu ad libitum olarak verildi. Ratlar her
grupta 10 adet olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Grup I; kontrol olup sadece 1 mL serum
fizyolojik (%0,9), Grup 2; 1 mg/kg dozda, Grup 3; 10 mg/kg dozda ve Grup 4; 100 mg/kg
dozda sitagliptinin aktif sekli olan sitagliptin fosfat monohidrat, agizdan 1 mL serum
fizyolojik ile birlikte 36 giin boyunca uygulandi. Calisma sonunda elde edilen degerlerin
ortalama + standart hatalar1 verildi. Gruplar arasindaki farkliliklar SPSS 11.5 paket
programinda One-Way ANOVA varyans analizinde Duncan testi ve t-testi kullanilarak

degerlendirildi. P<0.05 altindaki degerler anlamli kabul edildi.

Canli agirliklan degerleri bakimindan; uygulama oncesi (0. giin) gruplar arasindaki
farkliliklarin 36. giinde benzer sekilde devam ettigi, hatta 3’iincii grup ile kontrol grubu
arasindaki farkin ortadan kalktigi belirlendi. Canli agirlik artiginin %10 — 20 araliginda ve
en az % 10.05 ile Grup 2’de (P<0.01), kontrol, Grup 3 ve Grup 4’te ise sirasi ile % 10.62,
% 13.62 — 18.59 oraninda (P<0.001) oldugu tespit edildi. Kan glikoz degerleri bakimindan;
36. giin sitagliptin uygulama gruplarinin kendi arasinda ve kontrol grubu ile 4’iincii grup
(P>0.05) arasinda fark olmadigi saptandi. Kan glikoz degeri artisinin % 2.5 — 14.25
araliginda ve en az % 2.5 ile Grup 3’de, Grup 2 ve kontrol grubunda ise sirasi ile % 9.37 ve
% 14.25 (P>0.05), Grup 4’te ise % 7.53 (P<0.05) diizeyinde oldugu tespit edildi. Ratlarda
36. giin elde edilen lenfositlerde genetik hasar indeks (GHI) degerleri bakimindan; gruplar
arasinda fark (P<0.001) oldugu belirlendi. GHI’'nin siras1 ile genotoksik etkinligi bilinen
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H,O,—porzitif kontrole gore (3.38) en az kontrol grubunda (0.72), bunu Grup 3 (1.15), Grup
4 (1.54) ve Grup 2’nin (1.97) izledigi saptandi.

Uygulama sonunda (36. giin) tiim gruplarda ratlarin normal fizyolojik canli agirlik
diizeyine erigemedigi ve % 10 — 20 araligindaki canli agirlik artisinin fizyolojik gelisim
siireci i¢inde kaldig1 dikkate alinarak, sitagliptinin artan doz uygulamalarinda 6nemli
derecede canli agirlik artisi veya azalmasina neden olmadigi saptandi. Kan glikoz
diizeylerinde sitagliptin uygulama Oncesi gore artis oranlarinin (% 2.5 — 14.25) fizyolojik
kan glikoz araliginda kaldigi, 6zellikle ratlardaki canli agirlik artist ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, etkin ve yiiksek dozlarda sitagliptinin doza bagl olarak kan glikoz
diizeyinde onemli derecede artis veya azalmaya neden olmadigi, dolayis1 ile hipoglisemi
riskinin oldukga diisiik oldugu tespit edildi. /n vivo rat lenfositlerinde hasarl1 hiicre oranlar:
ve GHI degerlerinin artan dozlarda sitagliptin uygulamasi ile aym yonde artis
gostermedigi, dolayisi ile DNA hasarinin direkt olarak ila¢ uygulamasina bagl olmadig;
diabet olusturulmus hayvanlarda farkli siire ve dozlarda sitagliptinin kullanimini igeren

daha kapsamli ¢alismalara gereksinim oldugu kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: Comet yontemi, DNA hasari, DPP-4 enzim inhibitorii, genotoksisite,

rat, sitagliptin.
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SUMMARY

Assessment of Genotoxicity in Rats Treated with the Antidiabetic Drug Sitagliptin

This study aimed to find out the possible effects of stagliptin, the first
representative of dipeptidyl peptidase (DPP-4) enzyme inhibitors, on body mass and blood
glucose concentrations of rats. Similarly it is intended to measure the genetotoxic effects of

stagliptin using single-cell gel test (Comet Assay).

Forty male Wistar-Albino rats, 2 — 3 months old, weighting 229.26 + 28.92 g, were
used in this study. Rats were fed by standart rat food and tap water was given ad libidum.
Rats were allocateted into four groups each containing 10 rats. Group 1, control, was given
only 1 ml of % 0.9 NaCl solution, Group 2: at 1 mg/kg dose, Group 3; at 10 mg/kg dose
and Group 4: at 100 mg/kg dose active form of sitagliptin’s sitagliptin mono phosphate
with 1 ml % 0.9 NaCl orally during 36 days were given. At the end of the study achieved
values’ mean standard deviations were determined and differences between groups were
assesed on SPSS 11.5 packet programme in One-Way ANOVA variance analysis by

Duncan test and ¢-test. The values under P<0.05 were assumed significant.

In terms of he alive body mass values it was determined that pre application
differences between groups kept going similar in 36th day, moreover the differences
between 3th group and control group have vanished.The results of increasing alive body
mass were between % 10 and % 20 and minimum % 10.05 in group 2 and % 10.62, %
13.62, % 18.59 by order of in control group, group 3 and group 4 were stated. In terms of
blood glucose values there were no significant difference both between group control and
group 4 and between all sitagliptin applying groups own were determined (P>0.05). It was
stated that increasing blood glucose was between % 2.5 and % 14.25 and minimum in
group 3 as % 2.5, % 9.37 and % 14.25 by order of in group 2 and group control (P >0.05),
however it was in the level of % 7.53 (P<0.05) in group 4. In terms of the Genetic Damage
Index (GDI) values were stated as 3.38 in H,O,—positive control group and as 0.72
minimum in control group and % 1.15, % 1.54, % 1.97 by order of group 3, group 4 and
group 2.
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At the end of the application (36th day) by considering in all groups rats couldn’t
reach to physiological alive body mass level and increasing were between % 10 and % 20
stated in physiological development period, increasing doses of sitagliptin did not cause
any increasing or decreasing on alive body mass were determined. By comparing blood
glucose levels with sitagliptin pre application it was stated that increasing ratio standed in
physiological blood glucose interval, especially alive body mass in rats and when it has
been compared with control group, active and high doses of sitagliptin did not cause
importantly increasing or decreasing on blood glucose level, thus its hypoglicaemic risk
was rather low. It was determined that damaged cell ratio and GDI values in in vitro rat
leucocytes didn’t change in the same way, consequently DNA damage did not relate
directly to drug application; in diabetes developed animals, during different periods and in
different doses including sitagliptin use more comprehensive studies’s necessarity was

determined.

Key words: Comet assay, DNA damage, DPP-4 enzyme inhibitor, genotoxicity, rat,

sitagliptin.
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