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ONSOZ

Diabetes mellitus (DM) tiim diinyada en sik rastlanan ve endojen insiilinin mutlak
veya goreceli eksikligi ya da periferik etkisizligi sonucu ortaya ¢ikan kronik hiperglisemi,
karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozukluk, kapiller membran degisiklikleri
ve hizlanmis arteriosklerozis ile seyreden endokrin bir hastaliktir. Insiilin ve oral
antidiabetik ilaglarin kesfiyle diabetli hastalarin yasam siireleri belirgin olarak uzatilmas;
ancak, buna bagli gelisen kronik komplikasyonlarinin goriilme sikligi da artmstir.
Organizmada gerceklesen biyokimyasal siire¢ler zaman i¢cinde daha iyi anlasildikca birgok
hastaligin tedavisine yonelik yeni yaklasimlar giindeme gelmekte ve aydinlatiimaya
calisilmaktadir. Bugiin diinyada prevelansi en yiiksek hastaliklardan olan, en agir
komplikasyonlarla seyreden ve pandemi halini alan, diinyada 2000’li yillarda 100 milyon
civarinda olan DM hasta sayisinin, 2010 yilinda 220 milyon, 2025 yilinda ise 300 milyona
ulagacagl dusiiniildiigiinde, diabet tedavisinin temelini Oncelikle egitim, plazma
glikozunun normale ¢ekilmesi, mikro veya makro-vaskiiler komplikasyonlar ile kardiyo-
vaskiiler risk faktorlerinin kontrol altinda tutulmasinin biiylikk Onem tasidig
vurgulanmaktadir. Dolayis1 ile klinik bulgularin, tedavi ile biitiinliik saglanamasa da
uygun tedavinin gelistirilmesinde O6nemli bir basamagi olusturdugu disiiniilmektedir.
Ogzellikle, giiniimiizde Tip 1 diabetin dnlenebilmesinde etkili olabilecek bir bagisiklik
sistemi etkeninin gelistirilmesi bir hayal olmaktan ¢ikmis, sicak sok proteini — 65°e (heat-
shock protein-65) veya adacik B-hiicrelerinin bir baska antijenine dayanan bir asinin

gelistirilmesi erisilmesi gereken bir hedef haline gelmistir.

Oksidatif stresin yaslanma ile iligkili fizyolojik ve fiziksel degisikliklerin temelini
olusturdugu kabul edilmektedir. Birgok calismada artmis serbest oksijen radikallerinin ve
lipid peroksidasyonunun bir¢ok hastalifin patogenezinde rol aldigimi gostermektedir.
Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir
denge igerisinde oldugu siirece organizma serbest radikallerden etkilenmedigi
belirtilmektedir. Kanser ve yaslanma dahil miyokard enfarktiisii gibi kardiyolojik
hastaliklar, parkinson, alzheimer ile noro-dejeneratif bozukluklarin sekillendigi bazi
norolojik hastaliklar ile asttim, DM, romatoid artritinde dahil oldugu birgok hastaligin
oksidatif stres ile iliskisi oldugu agiklanmistir. Diyabetik hastalarda serbest oksijen
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radikallerinin ve lipid peroksidasyonun onemli derecede arttig1 ve oksidatif stresin diabet
etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu ifade edilmistir. Ozellikle Tip I diabette
pankreatik B hiicrelerinin apoptozisine, Tip II diabette ise insiilin salgilanmasini uyaran

mekanizmanin inhibe edilmesine neden oldugu bildirilmistir.

DM tedavisinde komplikasyonlara (yiiksek glikolize hemoglobin (HbA.), artmis
kilo ve hipoglisemi gibi) yol agmayan glukagon benzeri peptid - 1 (GLP-1) agonistleri ile
dipeptil peptidaz - 4 (DPP-4) enzim inhibitdrleri, diger sagaltim segeneklerine gore kilo
kayb1 yapmalar1 (GLP-1 agonistleri) veya kilonun korunmasi (DPP-4 inhibitorleri) ve
hipoglisemi risklerinin diisiik olmasi gibi bazi avantajlara sahiptirler. Bu avantajlar
tedaviye uyumu arttirdigi gibi 6zellikle kilo kaybi ve kardiyovaskiiler sorunlar yasayan
diabetli hastalarda yagamsal anlamda biiyiik artilar saglayabilecegi ifade edilmektedir. DM
sagaltiminda GLP-1 ve glukoza bagiml insiilinotropik peptid (GIP) gibi disaridan verilen
inkretin hormonlar1 viicutta bulunan DPP-4 enzimi tarafindan hizla pargalandiklari igin
pratikte kullanim alam1 pek bulunmamaktadir. Bu nedenle oral verilen endojen
inkretinlerin parcalanmasini engelleyen DPP-4 enzim inhibitorleri gelistirilmis ve bu
siifin Onciisii de kompetetif ve tam reversibl bir DPP-4 enzim inhibitorii olan sitagliptin

(Januvia®, Xelevia®, Galactiv®, Tesavel®) olmustur.

Calismada, sitagliptinin ratlarda agizdan 36 giin boyunca giinde 1, 10 ve 100 mg/kg
dozlarda uygulanmasini takiben uygulama oOncesi ve sonrasi canli agirlik, kan glikoz
diizeyleri tlizerine olas1 etkileri ile karaciger ve bobrek doku agirliklarindaki olasi
degisikliklerin belirlenmesi yaninda sitagliptinin, artan dozlarda uygulanmasi ile bu ilacin
biyotransformasyonunda ve atilmasinda 6nemli rol oynayan karaciger ve bobrek doku
orneklerinde oksidatif hasar belirteclerinden SOD (U/mg doku protein) ve CAT (k/mg doku
protein) enzim aktiviteleri ile GSH seviyesi (mg/mg doku protein) ve MDA

konsantrasyonlarinda (nmol/mg doku protein) olasi etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir.

Bu c¢alisma, “Sitagliptin’in Rat Karaciger ve Bébrek Dokusunda Oksidatif Stres
Metabolizmasi Uzerine Etkisi” isimli ADU Arastirma Fonu Projesi (VFT-10025) olarak,
Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir.
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1. GIRIS

Oksijen radikalleri (reaktif oksijen {iriinleri, reactive oxygen species, ROS)
kimyasal olarak dengeli olmayan ve asir1 reaktif bilesikler olup, hiicre ve dokularda
aerobik metabolizma sirasinda elektron transport zincirinin normal bir pargasi olarak
tiretilmektedir. Organizmada elektron transportundaki bozulma ile artmig ROSde
proteinler, lipidler ve niikleik asidlerde hasar olusturur. Biitiin aerobik organizmalar,
mitokondrilerinde molekiiler oksijenin indirgenmesi sirasinda yan iirlin olarak, siklikla kisa
Omiirlii reaktif atom ve molekiiler siiperoksid formunda serbest radikaller iiretirler. Serbest
oksijen radikallerinin reaktivite 6zellikleri nedeniyle organizmada herhangi bir zamanda
olusturdugu hiicre ve doku hasar1 “oksidan” veya “oksidatif stres” olarak adlandirilir
(Cavdar ve ark1997, Diindar ve Arslan 1999a, Babior 2000, Bonnefont-Rousselot ve ark
2000, Derin ve ark 2001, Bonnefont-Rousselot ve ark 2003, Bulut 2003, Erbay ve ark
2003, Antmen 2005, Giir ve ark 2005, Memigogullar1 2005, Altan ve ark 2006, Ogul 2006,
Donmez 2008, Okutur ve ark 2008).

Oksidatif stresin yaslanma ile iliskili fizyolojik ve fiziksel degisikliklerin temelini
olusturdugu kabul edilmektedir. Birgok calismada artmis serbest oksijen radikallerinin ve
lipid peroksidasyonunun bir¢ok hastaligin patogenezinde rol aldigim1 gostermektedir.
Kanser ve yaslanma dahil miyokard enfarktiisii gibi kardiyolojik hastaliklar, parkinson,
alzheimer ile noro-dejeneratif bozukluklarin sekillendigi bazi nérolojik hastaliklar ile
astim, diabetes mellitus, romatoid artritin de dahil oldugu bir¢ok hastaligin oksidatif stres
ile iligkisi oldugu agiklanmistir. Serbest radikallerin viicutta yangiya, ateroskleroza,
hipertansiyona, iskemik hasara yol agabilecegi gibi bazi infeksiyoz, karaciger, akciger, goz
ve irolojik hastaliklar ile bagisiklik sistemi hastaliklarina neden olabilecekleri
vurgulanmistir (Floyd 1999, Engin ve Altan 2000, Engin ve ark 2005, Hasanoglu ve ark
1994, Ozenirler ve ark 1994, Engin ve ark 2003, Singh ve ark 2004, Yardim-Akaydin ve
ark 2004, Yardim-Akaydin ve ark 2006, Serra ve ark 2009, Kaneko ve ark 1980, Zima ve
ark 1995).

Diyabetik hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonun énemli
derecede arttig1 ve oksidatif stresin diabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu ifade

edilmistir. Ozellikle Tip I diabette pankreatik B hiicrelerinin apoptozisine, Tip II diabette



ise insiilin salgilanmasini uyaran mekanizmanin inhibe edilmesine neden oldugu
bildirilmistir (Pitkanen ve ark 1992, Bonnefont-Rousselot ve ark 2000). Uzamis oksidatif
stresin ve antioksidan kapasitede goriilen degisikliklerin ise ateroskleroz, retinopati,
nefropati, norolojik disfonksiyonlar gibi diabetin kronik komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisi
ile iligkili olabilecegi vurgulanmaktadir (Van Dam ve ark 1995, Bukan ve ark 2003,
Aragno ve ark 1999, Ramanathan ve ark 1999, Griffin ve Ojeda 1992, Jain ve ark 1999c,
Gumieniczek ve ark 2002). Diyabette meydana gelen hiicre i¢i ve hiicre dis1 glikoz
konsantrasyon artis1 oksidatif stresi baglatan temel unsur olarak ifade edilmistir.
Hayvanlarda olusturulan deneysel diabette ve diabet hastalarinda oksidatif stres olusturan
glikozun otooksidasyonu, protein glikolizasyonu ve gelismis glikolizasyon son {iirlinlerinin
olusumu gibi bir¢ok mekanizmadan s6z edilmektedir (West 2000, Anderson ve ark 2001,
Gumieniczek ve ark 2002, Maritim ve ark 2003, Diizgiiner 2005, Halifeoglu ve ark 2005).

1.1. Serbest radikaller

Serbest radikaller genel olarak molekiiler ya da atomik yoriingesinde bir veya daha
fazla reaktif eslesmemis elektrona sahip, kisa 6miirlii, kararsiz, molekiil agirlig diisiik ve
etkin molekiiller olarak tanimlanabilir. Serbest radikaller, ROS veya metabolitleri olarak da
bilinirler ve oksidatif stresin olugsmasinda biiyiik rol oynarlar (Halliwell 1992, Hilmi 1994,
Akkus 1995, Halliwell ve ark 1995, Cavdar ve ark 1997, Thara ve ark 1999, Kuyvenhoven
ve Meinders 1999, Maritim ve ark 2003, Mihmanli ve ark 2003, Halifeoglu ve ark 2005,
Hazman 2011).

llaglar veya ilag toksikasyonlari, kimyasallar, radyasyon, ultraviyole 1gimlar, yag
oksidasyonu, immunolojik ve biyokimyasal redoks reaksiyonlar ile stres ve bireysel
aliskanliklar (sigara, alkol gibi) gibi bir¢ok yolla serbest radikal olusumu gergeklesebilir.
Serbest radikal reaksiyonlari nétrofil, makrofaj gibi bagisiklik sistemi hiicrelerinin
savunma mekanizmasinda gerekli olsa da, bu radikallerin fazla {iretimi doku hasarina ve
hiicre 6liimlerine neden olabilmektedir. Serbest radikaller hiicrelerin karbohidratlar, lipid,
protein, DNA gibi tiim 6nemli bilesiklerinde etkilere yol agarak yapilarinda bozulmalara
yol acgabilirler (Halliwell ve ark 1992, Babior 2000). Ayrica aralarinda diabet, ateroskleroz,
anfizem, bronsit ve yaslanmaya bagli dejeneratif bozukluklarin yer aldigi kalp, serebro-
vaskiiler, renal, akciger ve ndrodejeneratif hastaliklarin yer aldigr pek c¢ok patolojik
durumlarin olusumuna katkida bulunabilirler (Cavdar ve ark 1997, Floyd 1999, Derin ve
ark 2001).



Bir serbest radikaller genel olarak ii¢ sekilde olusabilir. Buna ait reaksiyon
modelleri asagida belirtilmis olup, buna gore (/) Kovalent bag tasiyan normal bir
molekiiliin, boliinme sonrasi ortak elektronlardan birinin kalmasiyla sonuglanan homolitik
yikimlanmasi sonucu, (2) normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya kovalent
bag1 olusturan her iki elektronunda atomlardan birisinde kalmasiyla sonuglanan heterolitik
boliinmesi sonucu, (3) normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi seklindedir.

(Cheeseman ve Slater 1993, Altan ve ark 2006, Halliwell ve Gutteridge 2001)

X:Y > X +Y (1)
X:Y > X +Y
A+e > A ) 3)

Serbest radikal kaynagi olarak bilinen oksijen ve nitrojen molekiilleri yasam igin
vazgecilmez olmakla birlikte, son derece reaktif olan ara {irlinlere dontisiirler. Serbest
radikaller fizyolojik ve fizyolojik olmayan siirecte olusan oksijenin hem radikal tiirevlerini
[stiperoksit (O;"), hidroksil (OH "), hidroperoksil (HO; '), peroksil (ROO'), alkoksil (RO ")
gibi] hem de radikal olmayan tiirevlerini [singlet oksijen (O, ), ozon (O3), hidrojenperoksit
(H»0;), hipoklorik asit (HOCI), nitrik oksit (NO), azot dioksit (NO;) ve peroksinitrit
(ONOO) gibi] kapsamaktadirlar (Cizelge 1.1 ve Sekil 1.1) (Diindar ve Arslan 1999, Yazici
ve Kose 2004, Gutteridge 1995).

Olusan serbest radikaller hiicreye genel olarak ii¢ temel mekanizma ile zarar

verebilirler. Bunlar;

- Membran lipidlerinin peroksidasyonu: Membran lipitlerindeki doymamis yag
asitlerinin reaktif oksijen tirlinleri tarafindan oksidasyonu “lipit peroksidasyon” olarak
bilinir. Lipid peroksidasyon sonucunda konjuge dienler, malondialdehid (MDA), 4-
hidroksinonenal (4-HNE), akrolein, izoprostanlar ile etan ve pentan gibi alkanlar meydana
gelir. Arasidonik asit metabolizmasi sonucu olusan serbest radikallerin enzimatik ve
enzimatik olmayan reaksiyonu sonucu hiicre membraninin stabilizasyonunu ortadan
kaldirilarak hizli hiicre ve doku bozulmalarina neden oloabilirler (Haber ve Weiss 1984,

Aygiin 2010).



Cizelge 1.1. Onemli baz1 serbest radikal gesitleri, simgeleri ve 6zellikleri.

Serbest radikaller Simge Ozellikleri
Alkoksil RO’ Organik peroksitlerin yikimi sonucu iiretilen oksijen metabolitidir
Azot dioksit NO, Nitrit oksitin oksijen ile olan reaksiyonundan iiretilir
Hidrojen H Basit, bilinen radikaldir
Hidrojenperoksit H,0, Reaktivitesi ve molekiiler hasar diizeyi zayiftir
Hidroksil OH" En reaktif oksijen metabolitidir
Hidroperoksil HO, Lipidlerde ¢6ziiniir ve lipid peroksidasyonu artirir
Hipoklorik asit HOCI Myeloperoksidaz reaksiyonu ile olusan protein oksidasyon iiriiniidiir
Nitrik oksit NO L-arginin amino asitinden in vivo olarak {iretilir
Nitroz oksit HNO, Nitrit oksitin reaksiyonundan iiretilir
Peroksil ROO” Lipidlerde lokalize olur ve perhidroksile oranla zayif etkilidir
Peroksinitrit ONOO™  NO ile siiperoksit hizli bir reaksiyon sonucu iiretilir
Singlet oksijen 0, Oksidatif oksijen formu giiglii, yarilanma émrii kisadir
Stiperoksit 0, Oksijen metabolizmasinin ilk ara iiriinii
Tiyol radikal RS’ Siirflrli ve ¢iftlenmemis elektron igeren tiirlerdir
Trikloro metil CCl, Karacigerde tiretilen CCly {irinii metabolit
Arginin
" 0,
NADH + H 3 .
(FAD-tiz) i Koann NADPH 4 H
Mitakondrial ETS y;{ da Ksantin Oksidaz Bl ¥ ey weciota
+ H,O
NAD 22 o i
(FAD) Urik Asit Cit NADP"

NADPH Oksidaz

NO sentetaz

0, g

NADPH+ H" NADP'
MPO

HOC| = (\
H,0

H+cI™

SOD,

H20;

ya da
cu’ Oksitienen
0y 40H "y

Arg ya da BH, + *NO ~«——— NO vericileri

ONOO~™

Ko

Vit C

B
OH -

GIK + CH,0
Sarkozin

-
Sar Oksidaz

LH Fe''yada Cu’

Otooksidasyo 0y AsetilCoA oksidaz

Urik Asit Oksidaz
D-AA oksidaz

HLOH

LOOH— LO'

Monoaminler

) 2+ H0
LH Hemoglobin

LOO’

Sekil 1.1. Serbest radikallerin olusumu ve diger reaktif tiirlerinin tiretimi (Kaya 2005).



- Proteinlerde disiilfit bagi olusumu: Siilfir merkezli radikaller (RSH) (glutatyon
(GSH gibi tiyoller (R-SH)) ve proteinlerdeki homolitik yikimlanma reaksiyonu sonucu
alblimin ve immiinoglobiilin - G gibi ¢ok sayida disiilfit baglar1 igeren proteinlerin tersiyer
yapilar1 ve konfiglirasyonu bozularak viicuttaki metabolik aktiviteleri engellenebilir.
Enzimlerde protein yapisinda olduklarindan aktivitelerinde de degisiklikler meydana

gelebilir (Stadtman 1993, Dotan ve ark 2004).

- DNA hasari: DNA sentezlenemeyen; ancak, kopyalanabilen bir molekiil
oldugundan, DNA’daki modifikasyonlar mutasyona neden olabilmektedir. Bu nedenle
DNA hasarinin ROS’leri ile indiiklenebilen hiicresel modifikasyonlarin en dnemlisi olarak
degerlendirilmektedir. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu olusan hidrojen peroksit,
okzoaldehidler ve diger peroksitler ile poli ansatiire yag asitleri ve karbonhidrat
oksidasyonunun bir iiriinii olan glioksalin DNA, RNA ve hiicre bdliinmesini etkiledigi, bu
yolla kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynayabilecegi ileri siiriilmektedir. Ayrica olusan
hidrojen peroksitlerin membranlardan kolayca gegerek hiicre ¢ekirdeginde DNA hasarina,
hiicre disfonksiyonuna, sonugta hiicre 6liimiine yol acabilirler (Halliwell ve ark 1992,

Babior 2000).

1.2. Antioksidanlar

Hiicre ve dokular, radikal iiriinleri ve reaksiyonlar1 inhibe edebilecek, dolayist ile
bunlarin meydana getirdigi hasar1 onleyebilecek bir sisteme sahiptirler. Bu sistemde yer
alan ve radikallerle olduk¢a hizli sekilde reaksiyonlara girerek otooksidasyon ve
peroksidasyonun  ilerlemesini  Onleyebilen = maddeler  “antioksidan”  olarak
tanimlanmaktadir. Olusan herhangi bir radikal metabolitinin iiretiminin O6nlenmesi,
iiretilmis radikallerin temizlenmesi, olusan hiicre harabiyetinin onarilmasi, ikincil radikal
tireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi ve endojen antioksidan kapasitenin artirilmasi
olarak tanimlanan savunma mekanizmalar1 da “antioksidan savunma sistemi” olarak ifade
edilmektedir (Gutteridge 1995, Diindar ve Arslan 1999, Memisogullart 2005, Ekici ve
Sagdig 2007, Ozugur 2007).

Antioksidan savunma sisteminde gorev yapan molekiller; yapr ve isleyis
mekanizmalarina gore “enzimatik” veya “enzimatik olmayan” antioksidanlar olarak
gruplandirilabildigi gibi, gorev aldiklar1 yapilara gore “intraselliiler” (SOD, CAT, GPx,

sitokrom oksidaz gibi), “ekstraselliiler” (albiimin, transferrin, seriiloplazmin, laktoferrin



gibi) ve “membran” (vitamin E, koenzim Q, B-karoten gibi) antioksidanlari olarak da
siiflandirilabilmektedirler (Cizelge 1.2) (Gutteridge ve ark 1981, Maddipati ve Marnet
1987, Stadtman 1993, Byung 1994, Gutteridge 1995, Halliwell ve ark. 1995, Arslan 1999,
Diindar ve Arslan 1999, Ekici ve Sagdi¢ 2007, Ozugur 2007, Aygiin 2010).

Cizelge 1.2. Onemli baz1 antioksidanlar, reaksiyonlar1 ve dzelikleri.

Antioksidan Reaksiyonu veya Ozelligi
Intraseliiler
Glutatyon (GSH) GSH redoks substrati

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)  H,O,’nin diisiik konsantrasyonunun giderilmesinde katalizor

Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Okside glutatyonun rediikte glutatyona doniisiimiinde katalizor

Glutatyon S-transferaz (GST) Glutatyonun konjugasyonunu saglayan katalizor
Katalaz (CAT) H,0,’nin yiiksek konsantrasyonunun giderilmesinde katalizor
Stokrom oksidaz 0,’nin indirgenme basamaklarinda toksik madde olusumu onleyicisi
Stiperoksit dismutaz (SOD) Stiperoksidin giderilmesi reaksiyonunda katalizor

Ekstraseliiler
Albumin HOCI radikal topalyicisi, hem proteini ve bakir iyonlart baglayicisi
Askorbat (Vit C) Hidroksil radikal giderici ve tokoferolii indirgeyici antioksidan
Bilirubin Peroksil radikal toplayicisi
Ferritin Doku demir baglayicist
Glikoz Hidroksil radikallerini giderici antioksidan molekiilii
Haptoglobinler Hemoglobini baglayarak hem’in salinimini dnler
Hemopeksin Serbest hem proteinlerini baglayarak oksidasyonunu inhibe eder
Laktoferrin Diisiikk pH’da demir iyonlar1 baglayicisi
Mukus Hidroksil radikal toplayicisi
Seriiloplazmin Siiperoksit radikalini ndtralize eder ve bakir iyonlari baglayicisi
Sistein Organik bilesik indirgeyicisi
Transferrin Serbest demir iyonlarini fenton tepkimesi ile inhibe eder
Urat Metal baglayicisi ve degisik radikal toplayicisi

Membran
Koenzim Q10 Enerji metabolizmasinda antioksidan
a-Tokoferol (Vit E) Lipidlerde ¢oziinerek peroksidasyon zincir kiricisi
B-Karoten (Vit A) Singlet oksijen olusumunu inhibe eder ve ¢esitli radikal toplayicisi
Ubiquinol Lipoproteinlerin otooksidasyon dnleyicisi

Organizmada cesitli nedenlerle epinefrin gibi katekolaminlerin artmasi; hizli ve
asir1 oksijen girisinin olmasi; laktik asit, laktat dehidrojenaz gibi litik enzim aktivitesinin
artmast; gebelik, yashilik gibi fizyolojik degisimler; ¢evre kirliginin yogun oldugu

alanlarda uzun siireli yasamin siirdiiriilmesi; sigara, alkol gibi bagimliliklar; dengesiz



beslenme aligkanliklari; elektromanyetik dalgalara, X-isinlarina maruz kalinmasi gibi
durumlar serbest radikal olusumunu artirabilecegi oksidan — antioksidanlar arasindaki
olagan dengenin radikaller lehine bozulmasi durumunda oksidatif stres olugsma riskinin
yiikksek oldugu belirtilmistir. Intraseliiler antioksidan enzimlerinin artig1, ekstraseliiler
antioksidan diizeylerinin yiikseldigi ve hipervitaminozis gibi olgularda ise oksidan —
antioksidanlar arasindaki dengenin antioksidanlar lehine bozuldugu ve antioksidatif stres
tablosunun goriilme olasiliginin yliksek oldugu ifade edilmistir (Thomas 1995, Diindar ve

Arslan 1999, Ekici ve Sagdi¢ 2008).

1.2.1. Enzimatik antioksidanlar

Burada caligmanin degerlendirilmesinde bazi enzimatik antioksidanlar dikkate
alindigindan bu boliimde siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon ile iliskili oldugundan
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon S-transferaz (Sekil 1.2) hakkinda
asagida bilgi sunulmus, diger enzimatik olmayan antioksidanlar hakkinda ise yukarida
belirtildigi gibi grup i¢indeki yeri belirtilerek sadece isim olarak verilmistir (Cizelge 1.2)
(Fridovich 1983, Wood ve Simith 1991, Bhagavan 2002, Diizgiiner 2005).

Glutatyon
At GSSG
/ImTaty?n‘ HLO
GSH Peroks 0,
NADPH Oksidaz ~ Sop Katal
Elektron —3 Or >H0, HO
Transport Fe
Zinciri Ci
/" ONOO 0> Fees OH
Myelopegksidaz cu?

NO

0-0:
NO Sentaz

Sekil 1.2. Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyonu
(Memisogullar1 2005).

Aerobik organizmalar oksijen toksisitesinden baglica antiokdidan enzimler
yardimiyla korunurlar. Bunlar; siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyonla iligkili
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon S-transferazdir (Fridovich 1983,
Boyd 1988, Wheeler ve 1990).



1.2.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1)

Oksijenli solunum yapan tiim canlilarda belirlenen, hepatosit, eritrosit ile beyin
hiicrelerinin mitokondri matriksinde yer alan SOD enzimin {ii¢ farkl tiirii tanimlanmastir;
Bunlar (/) mitokondrilerde lokalize olan “Mn-SOD”, (2) stoplazmada lokalize olan “Cu,
Zn-SOD” ve (3) Cu™ igeren ve plazmadaki siiperoksit radikallerini metabolize eden
vaskiiler endotele bagli “Cu-SOD”dir. Bu SOD formlar1 oksijenin ¢ift degerli
indirgenmesine ek olarak genel solunum enzimleri yoluyla stokrom oksidaz ve bazi tek
degerli indirgemelerin olusmasini saglayan metallo-enzimler /veya metallo-proteinlerdir

(Guemouri ve ark 1991, Wood ve Simith 1991).

SOD enzimi katalizorliiglinde stiperoksit (O, ") anyonunun H,O;’ye dismutasyonu
gerceklestirilir (Sekil 1.2) (Reaksiyon I). Bu tepkime ile oksidatif strese kars1 ilk savunma
baslatilmis olur. SOD enzimi fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler olarak
oldiiriilmesinde de 6nemli rol oynadigindan graniilosit fonksiyonunda 6nemli bir role sahip

oldugu ifade edilmistir.

O, +e — O,

SOD enzimi

0, "+ O, +2H" H,O, + Oy  (Reaksiyon 1)

Bu dismutasyon reaksiyonu superoksit radikalinin anyon ve katyon formlarinin esit
oranda bulundugu pH 4,8’¢ kendiliginden sekillenebildigi gibi, fizyolojik sartlarda yani
pH'nin 7,35- 7,45 arasinda reaksiyon ¢ok daha yavag, SOD enzimi varliginda ise (pH en az
7,4°de) 4 kat daha hizli olacaktir. Diyabette veya bir¢ok deneysel diabet galismalarinda
SOD enzim diizeylerinin arttig1, degismedigi veya azaldig1 seklinde birbiriyle ¢elisebilen
ifadeler bulunmaktadir (Fridovich 1983, Boyd 1988, Wheeler ve 1990).

1.2.1.2. Katalaz (CAT, H,0,-Oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6)

Hepatositlerin mitokondrisinde ve eritrositlerin sitoplazmasinda, diger hiicrelerin
ise peroksizomlarinda yer alan CAT enzimi, yapisinda dort tane hem grubu ve her alt
biriminde enzimin kararliliginda rol oynayan bir molekiil indirgenmis nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH) ig¢eren bir hemoproteindir (Boehme ve ark 1992, Armstrong
1998, Diindar ve Arslan 1999a).



CAT enzimi, SOD enziminin siiperoksit radikallerinden olusturdugu H,O,
(Reaksiyon 1) ile metabolik yollardan olusan H,O,’1 indirgeyerek suya doniistiiriir (Sekil
1.2) (Reaksiyon 2). Bu reaksiyon gercekte iki basamakta gerceklesir; (/) kompleks-I olarak
ifade edilen ve H,O,’in enzime baglanmasi ile olusan bir ara {iriiniin olusturulmasi, (2) bu
ara uriiniin daha sonra ikinci bir H,O, molekiili ile tekrar reaksiyonu sonucu su ve
molekiiler oksijen olusturmasi sekilindedir. Bu reaksiyonda enzim, bir molekiil H,0O,’i
elektron verici bir substrat olarak, digerini de oksidan veya elektron alicis1 olarak

kullanabilir (Fridovich 1983, Boyd 1988, Wheeler ve 1990).

H,O, + CAT —»H,0, " CAT  (Kompleks-I ara iiriinii)
H,0, " CAT + H,0, 2™ oH,0 + O, (Reaksiyon 2)

Diyabetli hastalar iizerinde yapilan caligmalarda diabetli hastalarin artmis /veya
azalmis serum katalaz aktivitesine sahip olduklar1 vurgulanmaktadir. Ancak, artisin
organizmanin kendisinin lipid peroksidasyonundan korumak icin kompanze ettigi bir

mekanizmadan kaynaklanabilecegi vurgulanmaktadir. (Memisogullar1 ve ark 2003).

1.2.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px, EC 1.11.1.9)

GSH-Px enzimi, biiyliime, gelisme ve tireme i¢in gerekli iz element selenyum iceren
seleno-sistein yapisinda 4 alt birimden olusan (tetramerik) sitozolik antioksidan

metalloenzimdir (Bhagavan 2002, Diizgiiner 2005, Kaya 2005, Memisogullar1 2005).

Hidroperoksitlerin yok edilmesinden sorumlu en etkin hiicre i¢i enzim olarak
indirgenmis glutatyonun (GSH), disiilfidine (ylikseltgenmis GSSG) doniisiimii siiresince
H,0, ve hidroperoksitleri substrat olarak kullanir. Enzim, rediikte glutatyonu okside
glutatyona doniistiiriirken ayn1 zamanda H,O;’1 de suya gevirir (Sekil 1.2) (Reaksiyon 3).
Ayrica enzim lipit ve lipit bulundurmayan hidroperoksitleri (ROOH) spesifik bir hidrojen

donorii olan glutatyonu kullanarak su ve GSSG doniistiirerek indirger (Reaksiyon 4).

H,0, + 2GSH SSHPxenzimi | GSSG + 2H,O  (Reaksiyon 3)
ROOH + 2GSH SSHPxewimi | 9SG + 2H,O + ROH  (Reaksiyon 4)

Reaksiyon ile H;0;’in suya c¢evrilmesi sonucu bir taraftan methemoglobin
olusumunu engellenirken, diger taraftan membran lipidlerini peroksit anyonuna karsi

koruyarak hiicre membraninin biitlinliigiinii saglanmis olur. Yapilan ¢aligmalarda GSH-Px
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enzim aktivitesinin HO, yogunluguna bagli oldugu, enzimin disik H,0,
konsantrasyonunda etkin rol oynadigi, yiiksek H,O, konsantrasyonunda ise CAT enzimi
aktif rol aldigr ifade edilmektedir (Bhagavan 2002, Diizgiiner 2005, Kaya 2005,
Memisogullar1 2005).

Enzimin, vitamin E ile sinerjik etkilesimi soz konusu iken, selenyum eksikliginin
enzim aktivitesini azalttig1 bilinmektedir. Diyabetli hastalarda ise serum GSH-Px enzim

aktivitesinin azalmis oldugu rapor edilmektedir (Bhagavan 2002, Diizgiiner 2005).

1.2.1.4. Glutatyon rediiktaz (GSSG-R, EC 1.6.4.2)

Yiikseltgenmis glutatyonu (GSSG), indirgenmis glutatyon (GSH) haline ¢eviren 2
alt birimden olugmus bir dimerdir. Yapisinda NADPH baglayan alan, flavin adenin
diniikleotid (FAD) baglayan alan ve ara yiiz alan olmak tizere 3 adet yapisal alt birim alani

bulunur (Ozugur 2007, Kurt 2008, Aygiin 2010, Hazman 2011).

GSSG-R enzimi, GSH-Px enzimi katalizorliigiinde ROOH, H,O, ve indirgenmis
glutatyondan olusmus okside glutatyonu (GSSG) (Reaksiyon 3 ve 4), NADPH kullanilarak

yeniden rediikte glutatyona dontismesinde katalizor gorevi goriir (Sekil 1.2) (Reaksiyon 5).
GSSG + NADPH + H" S5CGRewimi  5GSH + NADP*  (Reaksiyon 5)

Reaksiyondaki NADPH, eritrosit i¢indeki heksoz monofosfat yolu ve glikoz-6-
fosfat dehidrojenaz enzimi tarafindan saglandigr vurgulanmistir. Enzim dolayist ile GSH-
Px ile birlikte “glutatyon redoks dongiisiinde” hidroperoksitlerin uzaklastirilmasini da
saglar. GSH-Px — GSSG-R enzim sistemi NADP" — NADPH’in kaynaklarindan biri olmasi
fagositlerin aktivitesini artirarak, viicudun hastaliklara kars1 korunmasinda onemli rol
oynadig1 ifade edilmektedir. Yapilan calismalarda diabet hastalarinda GSSG-R enzim
aktivitesinin azalmis oldugu belirtilmektedir (Kurt 2008, Aygiin 2010).

1.2.1.5. Glutatyon S-transferaz (GST, EC 2.5.1.13)

GST enzimi, organizmaya giren zenobiyotiklerin biyotransformasyonunda ve
toksik metabolitlerin detoksifikasyonunda énemli rol oynayan dimerik bir proteindir. Basta
arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak iizere lipid hidroperoksitlere karsi

selenyumdan bagimsiz GSH-Px aktivitesi gosterdikleri ifade edilmistir. Dolayis1 ile GST
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enzimi, GSH-Px enzim aktivitesine benzer sekilde lipit ve lipit bulundurmayan
hidroperoksitleri (ROOH) glutatyonu kullanarak su ve GSSG doniistiirerek indirgenmesine
onemli katkilar sagladig belirtilmektedir (Reaksiyon 6).

ROOH + 2GSH _S8Tendmi | GSSG + 2H,O + ROH  (Reaksiyon 6)

Yapilan ¢alismalarda diabetik hastalarda GST enzim aktivitesinin arttig1 veya
azaldign seklinde farkli sonuglar bildirilmistir (Ozugur 2007, Kurt 2008, Aygiin 2010,
Hazman 2011, Bhagavan 2002, Diizgiiner 2005).

1.2.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlardan glutatyon disinda farklt mekanizmalarla
oksidatif hasar1 dnleyen a-lipoik asit, bakir, ¢inko, selenyum gibi elementler ile folik asit,
tirik asit, albumin gibi kofaktorler ve E, A, C, B, By, B¢, Bj2 gibi vitaminler yaninda
melatonin, albiimin, sistein, bilirubin, seruloplazmin, ferritin, transfferin, laktoferrin,
haptoglobiilin, hemopeksin, mannitol, oksipurinol, probukol, deferoksamin, flavonoitler,
fitoaleksinler ve aragtirma agsamasinda olan bir¢ok madde vardir. (Fridovich 1983, Boyd
1988, Wheeler ve ark 1990, Guemouri ve ark 1991, Wood ve Simith 1991, Kaya 2005,
Memisogullar1 2005, Ozugur 2007, Aygiin 2010). Calismanin degerlendirilmesi dikkate
alindigindan bu boliimde sadece glutatyon (Sekil 1.2) hakkinda asagida bilgi sunulmus,
diger enzimatik olmayan antioksidanlar hakkinda ise yukarida belirtildigi gibi grup

i¢indeki yeri belirtilerek sadece i1sim olarak verilmistir (Cizelge 1.2).

1.2.2.1. Glutatyon (GSH, Rediikte glutatyon)

Rediikte glutatyon, yapisinda glutamik asit, sistein ve glisin bulunduran bir tripeptit
olup aktif bir tiyol grubuna (-SH) sahiptir (Boehme ve ark 1992, Armstrong 1998, Diindar
ve Arslan 1999a, Bhagavan 2002, Diizgiliner 2005).

Hiicre icinde yogunluklu olarak sitozolde, mitokondride ve c¢ekirdekte bulunur.
Glutatyonun indirgenmis formu “rediikte glutatyondur ve “GSH” seklinde ifade edilirken,
yiikseltgenmis yani oksitlenmis formu da “glutatyon disiilfid’tir ve “GSSG” seklinde ifade
edilmektedir. Glutatyon, O, ve OH" radikalini dogrudan, diazottrioksit ve peroksinitriti

detoksifiye ederek etkisiz kilar. Yine GSH-Px enziminin katalitik etkisiyle lipit peroksitleri
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ve H,0O,’leri detoksifiye ederek (Sekil 1.2), hiicredeki onemli fonksiyonlarinin (DNA,
protein sentezi, enzim aktivitesi regiilasyonu gibi) yani sira antioksidan olarak oksidatif
hasar durumunda DNA onarimi ve ekspresyonu icin gerekli protein stilfidrilleri ile diger
proteinlerin siilfidrillerini rediikte formda tutarak redoks dengesini saglamakta biiyiik

oneme sahip oldugu belirtilmigtir (Boehme ve ark 1992, Armstrong 1998).

Viicuttaki GSH’nun biiyiik boliimii karacigerde L-glutamat, L-sistein ve L-glisin
aminoasitlerinden 2 mol ATP kullanilarak iki asamali bir reaksiyonla y-glutamil sentetaz
ve glutatyon sentetaz enzimlerinin katalizi ile sentezlendigi ve periferde kullanilmak tizere
kana salindig1 ifade edilmistir (Reaksiyon 7a ve Reaksiyon 7b) (P;: Inorganik fosfat).

y-glutamil sistein transferaz

L-glutamat + L-sistein + ATP. » v-glutamil sistein + ADP + P; (Reaksiyon 7a)

y-glutamil sistein + glisin + ATP —_Sluavon senetaz | GG 4+ ADP + P; (Reaksiyon 7b)

GSH’un, antioksidan etkili vitaminlerin yenilenmesini sagladig1 gibi hemoglobinin
oksitlenerek methemoglobine donlismesini engellerken, eritrosit zarim1i  H,O,’den,
16kositleri fagositozda kullanilan oksidan maddelerden ve proteinlerini oksidatif
hasarlardan O6nemli oOl¢iide korudugu belirtilmistir. Yapilan c¢alismalarda diabet
hastalarinda GSH diizeylerinin saglikli kisilerden anlamli sekilde diisiik oldugu
vurgulanmistir (Kaya 2005, Memisogullar1 2005, Ozugur 2007, Kurt 2008, Aygiin 2010,
Hazman 2011).

1.3. Lipid Peroksidasyon ve Malondialdehid (MDA)

Hiicrelerin reaktif oksijen iiriinlerine karsi en hassas komponentleri lipidler olup
Ozellikle membran lipidlerindeki doymamis yag asitleri ve kolesteroliin doymamis
baglariin ROS ile reaksiyonu (oksidasyon) sonucu “lipid peroksidasyon” olarak
tanimlanan bir dizi zincir reaksiyonu baglatilabilcegi belirtilmistir. Arasidonik asit
metabolizmasi sonucu olusan serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonuna
“enzimatik lipid peroksidasyonu”, diger radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonuna
ise “enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu” olarak ifade edilmektedir (Haber ve Weiss

1984, Ozugur 2007).

Lipid peroksidasyonu reaksiyonunda serbest radikaller ve diger reaktif tiirler (OH",

HOO™ ONOO ) doymamis yag agil zincirinden (-6 ¢oklu doymamis yag asidi [PUFA]
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gibi) bir H" atomu agiga ¢ikararak baslattigi bir dizi reaksiyon sonucu lipid peroksitleri,
malondialdehid (MDA), 4-hidroksinonenal (4-HNE), konjuge dienler, akrolein,
izoprostanlar ile etan ve pentan gibi alkanlar meydana geldigi belirtilmistir (Sekil 1.3)
(Haber ve Weiss 1984, Kavas 1994, Gutteridge 1995, Murray ve ark 1996, Tuma 2002,
Dotan ve ark 2004, Kaya 2005, Ozugur 2007). Reaksiyon sonucu sekillenen lipid
peroksitleri, MDA, 4-HNE gibi aldehit yapili bilesikler ile alkoksil ve peroksil gibi
radikaller organizmada yer alan protein ve enzim yapilarinin bozulmasina, DNA’da sarmal
kirilmalara ve membran lipidlerini pargalayarak hiicre biiyiikliigiiniin bozulmasina, sonugta
hiicre oliimiine kadar gidebilen hasara neden olabilecekleri vurgulanmistir (Kavas 1994,

Tokag 2007).

/\—/\*/\—/C”-‘ Coklu Doymamis yag asidi
ud = \=—f \— (PUFA)
l— H*
A CH,
/\ /\ /\ / Lipid ( Kararsiz Karbon) Radikali
H,C

——— J CH,
\/—\—/\_/ Konjuge dien

5 Lipid peroksil radikali

O o) O
| I -
OH

- H

OH 4- hidroksinonenal
G O
H;C
H
H3C CH3 etan

H3C/\/\CH3 pentan

Sekil 1.3. Coklu doymamus yag asidi (PUPA) ile baslayan lipid peroksidasyonu
ve triinleri (Kaya 2005).

MDA smifindan olan ve tiyobarbitiirik asit ile reaksiyon veren maddeler (TBARS),
lipid peroksidasyonunun en duyarli gostergelerinden biri oldugu vurgulanmigtir. MDA’in
membran komponentlerinde ¢apraz baglanma ve polimerizasyona yol acarak esneklik, iyon

transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrensek
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membran Ozelliklerini degistirme yetenegi kazanabilecegi, DNA'nin nitrojen bazlari ile de
reaksiyona girebilecegi, amino gruplar1 arasinda ¢apraz baglanmalara yol agabilecegi; bu
Ozellikleri ile genotoksik, mutajenik ve karsinojenik karakter kazanabilecegi ifade
edilmistir. Ayrica viicutta ortam pH’sina bagli olarak MDA’in c¢esitli formlarda
bulunabildigi, buna bagli olarak MDA, MDA-asetaldehid ve MDA-protein gibi yapilari
kars1 olusabilecek antikorlarin oto-immiin hasara neden olabilecegi belirtilmistir (Haber ve
Weiss 1984, Kavas 1994, Akkus 1995, Gutteridge 1995, Halliwel ve Gutteridge 1999,
Tuma 2002, Dotan ve ark 2004, Ozugur 2007).

Yapilan caligmalarda diabet hastalar1 ile kronik obstriiktif akciger hastaligi,
romatoid artrit, akut serebral iskemi gibi sistemik hastaliklarda da oksidatif stres hasari
belirleyicisi olarak degerlendirilen serum veya plazma MDA diizeylerinin arttig

bildirilmektedir (Bir ve ark 2006).

1.4. Diabetes mellitus (DM)

Diabetes mellitus (DM); lipid, karbonhidrat ve protein metabolizmalarindaki
bozukluklarin eslik ettigi goreceli veya mutlak insiilin eksikligi sendromu olarak
tanimlanmistir. Sendromun ilk goze carpan 6zelligi hiperglisemidir (Akkan 2009, Giirlek
ve Kayaalp 2009, Abak 2010). DM poliiiri, polifaji, polidipsi gibi kardinal belirtileri,
zayiflama, cevre organlarda trofik bozukluklar1 ve infeksiyonlar ile bir araya getiren

semptomlar toplulugu olarak da dikkati cekmektedir (Giiner 2005, Abak 2010).

Klinik olarak hastalik Tip 1 ya da Tip 2 DM ve gestasyonel diabet olarak
siiflandirilabilir (Guyton ve Hall 2001, Quinn 2002, Akkan 2009, Giirlek ve Kayaalp
2009, Abak 2010). Tip 1 DM otoimmun (Tip 1A) ve otoimmun olmayan veya idiyopatik
(Tip 1B) bir hastalik olup pankreastaki B-hiicrelerinin yogun ve segici kayb1 ile mutlak bir
insiilin yetersizligi ile karakterizedir (Gorsuch ve ark 1981, Akkan 2009, Abak 2010). Bu
rahatsizlikta genetik, c¢evresel faktorler, wvirlisler muhtemel sebepler arasinda
gosterilmektedir. Tip 2 DM’da durum bu kadar agik degildir. Diyabet hastalarinin biiyiik
cogunlugu Tip 2 DM’ye sahiptir ve yapilan c¢alismalar Tip 2 DM’lu hastalarda B-hiicre
yogunlugunun azalmis oldugunu (yaklasik %50) gostermekte ve hastaligin, daha ¢ok ileri
yaslarda, obezlerde, ailesinde DM 0ykiisii olanlarda, fiziksel olarak hareketsiz olanlarda ve
bazi etnik gruplarda daha yaygin oldugu belirtilmektedir (Akkan 2009). Tip 2 DM’de

insiilin Giretiminin yeterli olmasina karsin farkli nedenlerden yeterince kullanilamamas1 s6z
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konusu olup insiilin iiretimi baslarda yeterli olsa da hastaligin ileri donemlerinde insiilin
tiretimi giderek azaldigi ve klinik tablonun Tip 1 DM’a daha da benzemeye basladig:
vurgulanmaktadir (NIDDK 2008, Giirlek ve Kayaalp 2009,Abak 2010). Diyabetin 3. tipi
olan gestasyonel diabet ise bazi kadinlarda gebelikte baslayan veya ilk kez gebelik
sirasinda tespit edilen ve insiiline duyarlilifin azalmasindan ileri gelen gegici diabet
durumu olarak tanimlanmaktadir (Metzger ve Coustan 1998; Giirlek ve Kayaalp 2009,
Abak 2010). Her ne kadar bu durum dogumla diizelse de gestasyonel diabet 6ykiisii olan
kisinin takip eden 5-10 yil icinde Tip 2 DM hastas1 olma riski % 40-60 oldugu ifade
edilmektedir (Barry ve Gabbe 1998, Abak 2010, Anonim 2010). Diyabet yukarida
belirtilen 3 ana siiflama disinda klinik olarak rastlanma olasilig1 daha diisiik olan ve kan
glukozunun yiikselmesine sebep olan etkenlere goére farkli alt basliklarda da
smiflandirilabilmektedir. Ornegin gizli otoimmun diabet (Tip 1,5 DM, duble diabet veya
Latent Autoimmune Diabetes Adults, LADA), neonatal DM (NDM) bunlardan bazilaridir
(Aguilar-Bryan ve Bryan 2008, Abak 2010, 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 sekillenebildigi belirtilmistir. En fazla etkilenen
organlar bobrekler (diabetik nefropati veya diger adiyla glomeriiler mikroanjiyopati) ve
retina (diabetik retinopati) olarak vurgulnamis, vaskiiler bozukluklarin daha ziyade
kapillerler ve arteriyoller gibi kiigiik damarlarin diizeyinde genel olarak mikroanjiyopati
seklinde gozlendigi ifade edilmistir (Akkan 2009, Chander ve ark 2009, Giirlek ve
Kayaalp 2009, Woo ve ark 2009, Abak 2010, Anonim 2010). Klinik olarak ateroskleroz
diabetin damar diizeyindeki etkilerine bagl olarak gelisebilir veya mevcut aterosklerozun
diabet varligi ile beraber daha da koétiilesebildigi tespit edilmistir (Kikkawa 2000). Noron
diizeyindeki harabiyette ise (diabetik noropatide) viicut sivilarinda yiikselmis olan
glukozdan aldoz rediiktaz enzimi araciligl ile hiicre i¢inde asir1 miktarda sorbitoliin
meydana gelmesinin 6nemli katkisinin oldugu vurgulanmaktadir. Bunlara ek olarak
DM’da gelisen akut rahatsizliklarda (hipoglisemi, hiperglisemi, diabetik ketoasidoz
(DKA) ve hiperglisemik hiperosmolar non-ketotik koma (HHNKC) gibi) tespit edilmistir
(Fishbein ve Palumbo 1995, Wierzba ve ark 2004, Akkan 2009, Palalau ve ark 2009,
Abak 2010, Pedro ve ark 2010).
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1.5. Diabetes mellitus (DM) ve oksidatif stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi
bir denge icerisinde oldugu siirece organizmanin serbest radikallerden etkilenmedigi
belirtilmektedir. Ancak, olusan serbest radikallerin bircok hastalikla (kalp, akciger,
norolojik ve bazi infeksiyon hastaliklar gibi) iliskili oldugu kabul edilmektedir. Ayrica
diger risk faktorleriyle (hipertansiyon, diabet, yiiksek yag diizeyleri, obezite, kanser, hizli
ve erken yaslanma gibi) birlikte radikallerin olusum hizinda artma veya ortadan kaldirilma
hizinda diigme gibi dengenin bozulmasi neden olabilecek faktdrlerin bulunabilecegi de

vurgulanmaktadir (Serafini ve Del-Rio 2004).

Oksidatif stres hipotezinde ROS ve serbest radikallerin olusum hiz1 ile antioksidan
savunma kapasitesi arasindaki dengesizlik diabetin kronik komplikasyonlarina neden
oldugu belirtilmistir. Bir bagka deyisle hipergliseminin oksidatif strese yol a¢tig1 ifade
edilmektedir. Lipid hidroperoksidler, konjuge dienler, TBARS ve isoprostanlar gibi
oksidatif stres gostergelerinin diizeylerinin arttif1 diabetli hastalarda E ve C vitaminleri,
GSH, SOD, CAT, GSH-Px gibi antioksidan parametrelerin miktarinin azalmasi, diabetin
kronik komplikasyonlarinin patogenezinde oksidatif stresin 6nemli bir rolii olabilecegini

gostermektedir (Memisogullar1 2005).

Mitokondriyal solunum, fagositlerin aktivasyonu ve bazi enzimlerin (NADPH
oksidaz, ksantin oksidaz gibi) ve/veya Fe'™™ ve Cu'" gibi metallerin katalizledigi
oksidasyon reaksiyonlart sonucunda olusan serbest radikallerin, diabet sonucu olusan
hiperglisemi, glikozun otooksidasyonuna ve proteinlerin glikolizasyonuna bagli olarak da
sekillendigi tespit edilmistir. Olusan bu serbest radikallerin 6zellikle ROS’nin 16kositlerin
yabanct maddeleri yok etmeleri sirasinda biyolojik olarak aktif olan Onemli araci
molekiiller oldugu ve yangi ile ilgili temel bilesiklerin olusmasinda rol oynadigi
belirtilmistir (Basu 1999). Diyabet ve diabet komplikasyonlariin ROS ile olan iligkisini
gosteren ¢alismalarda nonenzimatik glikasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden
kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi-reperfiizyon sonucu
olusan doku hasarinin serbest radikal iiretimini arttirdigir (Sekil 1.4) (Baynes ve Thorpe
1999, Ozugur 2007) ve antioksidan savunma sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir (Kilig
ve ark 1988, Saxena ve ark 1993, Altan ve ark 1994, Elmali1 ve ark 2004, Altan ve ark
2006).
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hiperglisemi
glukoz oksidasyonu
AGE formasyonu, poliol yolu
prostoglandin metabolizmasi
nitrik oksit metabolizmas:
hiperinsiilinemi

=8

1 glukoz
ROS
NADPH GSSG askorbat
% GSSGR X X X GSH-Px
detoksnﬁye
NADP* dehidroaskorbat urunler

T sorbitol

Sekil 1.4. Diabetes mellitus’ta artmis oksidatif stresin mekanizmasi (Ozugur 2007).
AGE: Ileri glikasyon son iiriinleri, ROS: Radikal oksijen tiirleri, AR: Aldoz rediikaz,
RG: Rediikte glutatyon, OG: Okside glutatyon.

Serbest radikal olusumunun hipergliseminin direkt sonucu oldugunu destekleyen
caligmalarin (Giugliano ve ark 1996) yani sira endotel ve diiz kas hiicreleri yiiksek
konsantrasyonda glukoz igeren ortamda inkube edildiginde de serbest radikal olusumunun
basladigr gozlenmistir (Rosen ve ark 1998, Du ve ark 1999). Deneysel hayvan
calismalarinda insanlardakine benzer diabet olusturmak ic¢in kullanilan streptozotosin
(Davidoff 1990) oksidan maddeler meydana getirerek langerhans adaciklarini selektif
olarak tahrip etmekte ve uygun olmayan NO cevaplar1 vererek diabeti baslattigi ifade
edilmistir (Altan ve ark 1998, Das ve Chainy 2001, Altan ve ark 2006). Fakat yapilan
epidemiyolojik ¢alismalarda plazma lipid peroksidlerindeki artisinin, diabetten ¢ok
vaskiiler hastaligin kendisi ve hipertrigliseridemi ile iligkili oldugunu gostermektedir

(Dillard ve ark 1984, Dean ve ark 1997, Das ve Chainy 2001).

Diyabetik olgularda, lipidlere ilave olarak protein oksidasyonu da artmakta;
ozelikle kollajen, elastin ve myelin kilifindaki ekstraselliiler proteinlerin oksidasyonu
sonucu; lens, damar, bazal membran gibi dokularda katarakt, mikroanjiyopati, ateroskleroz
ve nefropati gibi diabetik komplikasyonlarin gelisebildigi belirtilmektedir (Dillmann 1989,
Diekman ve ark 1998, Das ve Chainy 2001, Battist ve ark 2003, Januszewski ve ark 2003).
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Diyabet hastalarinda hiperglisemi aracili ROS iiretimi; (/) glukozun oto-
oksidasyonu ve siiperoksit tretimi, (2) proteinlerin glikasyonu ile A GE (ilerlemis
glikasyon son f{iriinleri) olusumu ve (3) poliol yol olmak iizere baslica lic mekanizma ile
aciklanmaktadir (Sekil 1.5) (Gillery ve ark 1988, Altan ve ark 1997, Chappey ve ark 1997,
Giardino ve ark 1998, Koya ve King 1998, Sekeroglu ve ark 2000, Brownlee 2001, Das
ve Chainy 2001, Way ve ark 2001, Bonnefont 2002, Maritim ve ark 2003, Gren ve ark
2004, Memisogullar1 2005, Altan ve ark 2006).

[ Polio! yolu

>

GlikasyonT [—* Oxidan Stres T
4
NADPH NADP* NAD* NADH
rG“ilkOZ Sorbitoi T Frukloz

v
Diagilgliserol yol
Glukoz 6-fosfat agilgliserol yolu
l .

N AD
1 Gliseraldehid 3-fosfat ———> 1 Dihzdmkmaseton!osfalﬂi’ a-GliserolfosfatT
NAD* v

NADH
1, 3difosfogliseral

Diagilgliserol T
Piruvat
NADH
NAD* Protein kinaz C aktivasyonu
Laktat * Membran gegirgeniigi T

= Kan akimi degigikiikler
¥Bazaimembran senteziT

Glikoliz

Sekil 1.5. Hiperglisemi aracilt ROS iiretiminde poliol ve diagilgliserol yollarinin birbiri ile
iligkisi (Sekeroglu ve ark 2005).

SOD, CAT, GSH-Px gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonlarinin ve antioksidan
kapasitenin pankreas adacik hiicrelerinde, karaciger, bobrek, iskelet kas1 ve adipoz doku
gibi diger dokularla kiyaslandiginda en diisiik diizeyde oldugu bilinmektedir (Tiedge ve
ark 1997, Tiedge ve ark 1998). Diyabetik rat modellerinde oksidatif stres belirteci olarakta
degerlendirilen 8-hidroksi deoksiguanezin (8-OHdQG) diizeylerinde de artislarin gézlendigi
tespit edilmistir (Ihara ve ark 1999, Andican 2000). Oksidatif strese en duyarli yapilardan
biri oldugu da bilinen B-hiicrelerinde gbzlenen hasarin, hipergliseminin toksik etkilerinden

kaynaklanabilecegi vurgulanmaktadir (Robertson ve ark 2004).
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1.6. Diabetes mellitus’ta kullanilan ilaclar

Diyabet tedavisinde kullanilan ilaglar insiilin, oral antidiabetik ve diger antidiabetik
ilaglar olmak {izere 3 ana grupta toplanabilir (Akkan 2009, Giirlek ve Kayaalp 2009, Abak
2010). Bunlar;

= Insiilin
® Oral antidiabetikler
1) Insiilin salgilaticilar
- Sulfoniliire tiirevi ilaglar (tolbutamid, tolazamid, asetoheksamid,
klorpropamid, gliburid, glipizid, gliklazid, glimeprid, ...vb)
- Metglinidler (repaglinid, nateglinid)
2) Insiiline duyarlilastiricilar
- 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)
» Diger antidiabetikler
1) Alfa-Glukozidaz inhibitorleri (akarboz, miglitol)
2) Aldoz rediiktaz inhibitorleri (tolrestat, sorbinil, alrestatin)

3) Guar sakizi

Caligma kapsamimizdaki sitagliptin, DPP-4 inhibitorlerinden biri oldugu i¢in bu
grup asagida detaylandirilmistir. Diger grup ilaglar ise sadece isim olarak yeri

belirtilmistir.

1.6.1. 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.
Caligmalarda tip 2 DM’li hastalarda plazma DPP-4 enzim diizeyleri ile glisemik kontrol
arasinda anlamli bir iliski oldugunu gostermistir (Vilsboll 2008, Abak 2010). Ayrica DPP-

4 enziminin (CD26) bozulmasinin saglam endojen GLP-1 diizeyinin artmasina neden
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oldugu, DPP-4 enzim inhibitorleri’nin de (glyptinler olarakta ifade edilir) GLP-1 ve
glukoza bagimli instilinotropik peptid (GIP)’in yikimini 6nleyerek insiilinotropik etkileri
artirdig1 bildirilmistir (Ahren 2007, Anonim 2009a, Tanaka-Amino ve ark 2009, Abak
2010).

Insiilin saliverilmesinin diizenlenmesinde rol oynadig1 belirtilen “inkretinler”;
insiilin salgilatict olan GLP-1 ve GIP, ¢ok kisa etkili barsak hormonlar1 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
omirlii ilaglar ya da DPP-4 enzimini inhibe ederek inkretinlerin inaktivasyonunu
yavaglatan DPP-4 enzim inhibitdrleri ilag olarak gelistirilmis ve kullanima sokulmustur.
Inkretin yolagini etkileyen ilaclar Tip 2 DM tedavisindeki son yaklagimlar olup enjekte
(GLP-1 agonistleri) edilebilir ve oral (DPP-4 enzim inhibitérleri) kullanima uygun sekilleri
mevcuttur. Birgok DPP-4 enzim inhibitdrii gelistirilmis; ancak, sitagliptin (Januvia®,
Xelevia®, Merk Sharp-Dohme; Glactiv®, Evaluate Pharma; Tesavel®, Almirall),
vildagliptin (Galvus®, Novartis) ve saxagliptin (Onglyza®, Bristol-Myers Squibb) DPP-4
enzim inhibitérii olarak klinik kullanima girmis, alogliptin, dutogliptin, gemigliptin ve
linagliptin gibi ilaglarin (Cizelge 1.3) ise halen inceleme ve deneme asamasinda oldugu
belirtilmistir (Holst ve Gromada 2004, Ahren 2007, Chen ve ark 2007, Thornberry ve
Weber 2007, Anonim a 2009, Anonim b 2009, Anonim ¢ 2009, Argyrakopoulou ve Doupis
2009, Giirlek ve Kayaalp 2009, Marino 2009, Palalau ve ark 2009, Tiwari 2009, Dhillon
2010, Abak 2010).

Inkretin hormonlar1 agizdan gida alimmi takiben salinarak pankreastan insiilin
salimin1 uyarirlar ve glukagon salimini inhibe ederler (Chen ve ark 2007, Ng ve Kong
2007, Palalau ve ark 2009, Abak 2010). 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 hormonlarini siiratle parcalamalar1 nedeni ile GLP-1 ve
GIP’nin verilmesini igeren tedavi segenekleri pratikte kisitlamalara neden olmaktadir. Bu
nedenle oral verilen endojen inkretinlerin par¢alanmasini engelleyen DPP-4 enzim
inhibitorleri gelistirilmis ve bu sinifin onciisii de kompetetif ve tam reversibl bir DPP-4
enzim inhibitorii olan sitagliptin (Januvia®, Xelevia®, Galactiv®, Tesavel®) olmustur (Kim
ve ark 2005, Freeman 2007, Thornberry ve Weber 2007, Vilsboll 2008, Thornberry ve
Gallwitz 2009, Abak 2010, Dhillon 2010).
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Cizelge 1.3. Farkl1 evrelerde bulunan dipeptil peptidaz-4 (DPP-4) enzim inhibitorleri.

Adi Uretici Firma Gelistirme Asamasi
Sitagliptin (Januvia®, Merk Sharp-Dohme, Italya Onaylandi
Xelevia®, Merk Sharp-Dohme, Italya Onaylandi
Glactiv®, EvaluatePharma, 1ngi1tere Onaylandi
Tesavel™) Almirall, Ispanya Onaylandi
Vildagliptin (Galvus®™) Novartis, Isvigre Onaylandi
Saxagliptin (Onglyza™)  Bristol-Myers Squibb, USA Onaylandi
Alogliptin Takeda, Japonya Faz 111, 2009°da askiya alind1.
Dutogliptin Phenomik, USA Faz 11
Gemigliptin LG Life Science, Kore Faz 11
Linagliptin Boehlinger Ingelheim, Almanya Faz 11T
PSN-9301 OSI Farmosdtikal, USA Faz 11
R 1438 Roche, Isvigre Faz I
TA-6666 Tanabe, Japonya Faz Il
PHXI 149 Phenomiks, USA Faz II
GRC 8200 Glenmark Farmosétikal, Hindistan ~ Faz II
SYR-619 Takeda, Japonya Faz 1
TS-021 Taisho Farmosétikal, Japonya Faz1
SSR 162369 Sanofi-Aventis, Fransa Faz 1
ALS 2-0426 Alantos Farmosétikal, Almanya Faz1

Tip 2 DM tedavisinde olumsuz etkilere (yliksek glikolize hemoglobin (HbA;.)
degeri, artmis kilo ve hipoglisemi gibi) yol agmayan GLP-1 agonistleri ve DPP-4
inhibitdrlerinin kullanilmasi, diger sagaltim se¢eneklerine gore kilo kayb1 yapmalar: (GLP-
1 agonistleri) veya kilonun korunmasi (DPP-4 inhibitorleri) ve hipoglisemi risklerinin
diisiik olmasi gibi bazi avantajlara sahip oldugu belirtilmistir. Bu avantajlarin tedaviye
uyumu arttirdigir gibi 6zellikle kilo kayb1 ve kardiyovaskiiler sorunlar yasayan diabetli
hastalarda yagamsal anlamda biiyiik artilar saglayabilecegi ifade edilmektedir (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, Abak 2010).

DPP-4 inhibitorlerinin (sitagliptin ve vildagliptin) stilfoniliireler veya insiilin ile
birlikte kullanildiginda hipoglisemi goriilme sikligi plasebo ile goézlenenden farklh
olmadig1, hipoglisemik risk bakimindan DPP-4 inhibitorleri ile tiazolidinedionlar arasinda
anlamli bir farkliligin bulunmadig1 belirlenmistir. Ancak, siilfoniliirelere gore diistik
hipoglisemik risk tasidigr vurgulanmaktadir (Hanefeld ve ark 2007, Nauck ve ark 2007,
Scott ve ark 2007, Abak 2010).
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DPP-4 enziminin pek ¢ok hiicre membranina baglanma 6zelligi nedeni ile tiim
etkileri aydinlatilmis degildir. DPP-4 enzim inhibitdrlerinin 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 getirmigse de klinik olarak heniiz kesinlik kazanmamaistir. Ayrica
enzimin T hiicre aktivasyon antijeni olmasindan dolayr DPP-4 enzim inhibitdrlerinin 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 caligmalarda sitagliptin kullanimi ile
enfeksiyon gelisimi arasindaki iliski dogrulanmis, DPP-4 enziminin T hiicre aktivatori
oldugu, immun sistem {izerinde potansiyel bir rolii olabilecegi lizerinde durulmalta; ancak,
giiniimiizde yapilan c¢alismalarda DPP-4 enzim inhibisyonunun immiin sistem {izerindeki
etkisi tam olarak agiklanabilmis degildir (Matteucci ve Giampietro 2009, Abak 2010).
DPP-4 enziminin kanser ve timor olusumunu baskiladigi, her ne kadar laboratuvar
hayvanlarinda yapilan in vivo bir ¢calismada kanser olusumunu arttirici etkisi kanitlanamasa
da DPP-4 enzim inhibitorlerinin kansere sebep olabileceginin de gz ardi edilmemesi

gerektigi vurgulanmaktadir (Masur ve ark 2006, Abak 2010).

1.6.1.1. Sitagliptin

DPP-4 enzim inhibitorlerinin sunulmus ilk ornegi olan sitagliptin (Sekil 1.6)
kimyasal olarak C¢H;sF¢NsO.H3PO4.H,O yapisindadir. Aktif madde olarak monohidrat-
fosfat tuzu yapisinda olup Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi’nce
(International Union of Pure and Applied Chemistry; [UPAC) 7-[(3R)-3-amino-1-oxo-4-
(2,4,5-trifluorophenyl)butyl]-5,6,7,8-tetrahydro -3- (trifluoromethyl) -1,2,4-triazolo [4,3-a]
pyrazine phospate(1:1) monohydrate seklinde isimlendirilmistir. Oral antidiabetik 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 ¢6ziinlirken metanolde az, etanol, aseton ve asetonitrilde ise oldukca
az ¢oziindigii tespit edilmistir (Hansen ve ark 2005, Beconi ve ark 2007, Chen ve ark
2007, EMEA 2007, Vincent ve ark 2007, Zerilli ve Pyon 2007, Hansen ve ark 2009, Abak
2010, Merck 2010).
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Sekil 1.6. Sitagliptin’in kimyasal yapist.

Sitgliptin’in  biiylik Olcekli iiretimini saglayacak islemler 2005 yilinda rapor
edilmistir. Sitagliptin’in birka¢ basamaktan olusan stereokimyasinin kaynagi f-hidroksi
asit olup B-ketoesterinin asimetrik hidrojenasyonu ile elde edildigi ve OH-grubu korunmus
amino aside doniistiigii belirtilmistir (Sekil 1.7 ve Sekil 1.8) (Hansen ve ark 2005, Ritter
2006, Chen ve ark 2007, Hansen ve ark 2009, Abak 2010).

F F
1. (S)-BinapRuCl,, HBr, 1. BiONH,-HCI, EDC Bn
‘ o
F 0 0 90 psi Hy, MoOH, 80 °C F OH O  LIOH, THFHO ' Base, THF, H,0
2. NaOH, MeOH/H,0 :
OMe — = OH
! 83% l 2. DIAD, PPhy, THF

2 3 81%

F. \
F BnO\NH 0 ¢ NW// NH O 1. Hy, Pd-C NH; O
CFg N 2 H3P04 /N\
: EDC, NMM, MeCN,0 C  F K,N\f e HaPO, <
5 7 CFs 1 CFy4

Sekil 1.7. Sitagliptin’in birinci basamak sentezi (Ritter 2006, Hansen ve ark 2009, Abak
2010).

1: 7-[(3R)-3-amino- I-oxo-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-ox0-4-(2,4,5-trifluorophenyl)butanoate.

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

4: [-(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 Jtriazolol[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.
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8 P=Ac, X=0RorNHR
9 P=H,X= ¥~ oN
C@N

CF;

Sekil 1.8. Sitagliptin’in geriye doniik sentezi (Hansen ve ark 2009, Abak 2010).
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 yarigmali (kompetitif) ve geri doniisiimlii
(reversibl) bir DPP-4 enzim inhibit6rii olup Tip 2 DM tedavisinde kullanilan yeni bir ilag
smifinin iiyesidir. Ilag insiilin salgilanmasini engelleyen DPP-4 enzimini bloke ederek
pankreasin viicut i¢in gerekli insiilin salgilanmasini saglar. Ayrica inkretin hormon
seviyelerini (GLP-1 ve GIP) artirmalarinin bir sonucu olarak glukagon alinimini inhibe
ederler, buda insiilin saliimini artirdigr gibi gastrik bosalmay1 yavaslatir, tokluk hissini
uzatir, B hiicre etkinligini artirir ve kan glikoz seviyesini diisiiriir. Bu amagla ticari olarak
25, 50 ve 100 mg’lik draje seklinde hazirlanmig tabletler halinde ticari olarak kullanima
sunulmustur. Tavsiye edilen doz sekli ise glinde 1 kez 100 mg tek basmna (mono terapi)
veya metformin /veya tiazolidinon tiirevleri ile ikili tedavi (ikili multiple terapi) seklinde
kullanilmasidir (Behme ve ark 2003, McIntosh 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, Abak 2010).

Sitagliptin agiz yolu ile alinabilen yarigmali (kompetitif) ve geri doniistimlii
(reversibl) bir DPP-4 enzim inhibitdrii olup Tip 2 DM tedavisinde kullanilan yeni bir ilag
siifimin iiyesidir. Ilag insiilin salgilanmasini engelleyen DPP-4 enzimini bloke ederek
pankreasin viicut i¢in gerekli insiilin salgilanmasini saglar. Ayrica inkretin hormon
seviyelerini (GLP-1 ve GIP) artirmalarinin bir sonucu olarak glukagon alinimini inhibe
ederler, buda insiilin saliimini artirdigr gibi gastrik bosalmay1 yavaslatir, tokluk hissini
uzatir, B hiicre etkinligini artirir ve kan glikoz seviyesini diisiiriir. Bu amagla ticari olarak

25, 50 ve 100 mg’lik draje seklinde hazirlanmig tabletler halinde ticari olarak kullanima
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sunulmustur. Tavsiye edilen doz sekli ise giinde 1 kez 100 mg tek basina (mono terapi)
veya metformin /veya tiazolidinon tlirevleri ile ikili tedavi (ikili multiple terapi) seklinde
kullanilmasidir (Behme ve ark 2003, McIntosh 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, Abak 2010).

Hayvanlarda, saglikli ve Tip 2 DM’lu kisilerde yapilan ¢alismalarda sitagliptinin
farmakokinetik profili karekterize edilmis, buna gore sagaltim dozlarinda saglikh kisilerde,
doz oranina gore degismekle birlikte kopek ve ratlarda elde edilen farmakokinetik
parametreleri Cizelge 1.4’de O6zetlenmistir (Beconi ve ark 2007, Zerilli ve Pyon 2007,
Abak 2010). Saglikl kisilerde agizdan 100 mg/giin dozda verilen sitagliptin hizla absorbe
edildigi ve ortalama maksimum doz zamani (Tnax) 1 — 4 saat, plazma egri altinda kalan
alan (EAA veya AUC) 8.52 uM.h ve maksimum konsantrasyon (Cpay) degerinin ise 950
nM oldugu, kopekte ise Tpax stiresinin 0.5 — 2 saat, ratta 0.5 — 4 saat 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) artig1, bununla birlikte Cyax
degerinin dozla orantil1 belli belirsiz sekilde artis gosterdigi vurgulanmistir (Herman ve ark
2005, Bergman ve ark 2006, Beconi ve ark 2007, Abak 2010). Yiiksek yag icerikli bir
kahvaltidan once agizdan 25 mg tek doz olarak verilen sitagliptinin plazma EAA(..’da
dalgalanmanin bulunmadigi, tok iken Cuax’in yaklasik % 20 arttigi gézlenmis, bunun da
anlamli olmadig1 ifade edilmistir. Farmakokinetik parametrelerde 06giine baglh
dalgalanmalarin degerli olmadigi, dolayisi ile sitagliptin aliminin yemek o6giinleri dikkate
alinmaksizin a¢ veya tok kullanilabilecegi agiklanmistir (Herman ve ark 2005, EMEA
2007, Abak 2010). Sitaglipitin alimini takiben kararlt durum yogunluguna (Cy) 2 — 3 giin
icinde ulastig1 ve saglikli kisilerde tek doz olarak damar i¢i 100 mg verilmesini takiben
ortalama dagilim hacminin (Vg o) yaklasik 198 L, kopekte ~ 3 L, ratta ise ~ 7 — 9 L olarak
tespit edilmistir. Plazma proteinlerine baglanma orani ile biyoyararlanim oranlarinin sirasi
ile insanda % 38 (34 — 36) ve % 87, kopekte % 31 — 37 ve % 89 — 97, ratta ise % 28 — 36
ve ~ % 59 oldugu belirtilmistir (Beconi ve ark 2007, Zerilli ve Pyon 2007, Merck 2010,
Abak 2010). Sitagliptinin yarilanma omrii (t;2) insanda takribi 12.4 saat iken kopekte 0.5
— 2 saat, ratta ise 0.5 — 4 saat olarak tespit edilmistir. Ayrica ilacin agizdan kullanimlarinda
insanda bobrek klirensinin (Clg= ~350 mL/dk) ve idrarda (~ % 79) degismemis sekilde
atilan kisminin doza bagli olmadig: belirtilmistir (Herman ve ark 2005, Bergman ve ark

2006, Beconi ve ark 2007, Merck 2010, Abak 2010).
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Cizelge 1.4. Insan, kdpek ve ratta sitagliptin’nin farmakokinetik parametreleri.

Farmakokinetik degerler

Parametreler 5
Insan Kopek Rat

Biyoyararlanimi % 87 % 89 — 97 ~ % 59
Dagilim hacmi ~198 L ~3L 7-9L
Proteinlere baglanma % 34 — 46 % 31 —37 % 28 — 36
T nax 1 — 4 saat 0.5 — 2 saat 0.5 — 4 saat
Eliminasyon % 87 idrar % 75 (DI), % 77.5 (Oral) idrar % 54 (DI), % 37 (Oral) idrar

(~ % 79 degismemis) % 9.3 (DI), % 4.2 (Oral) diski % 40 (DI), % 59 (Oral) diski

% 13 digkt % 8.1 (DI), % 7.8 (Oral) safra -

tip ~ 12.4 saat ~ 4 saat ~ 2 saat
Plazma klirensi - ~ 9 mL/dk 40 — 48 mL/dk
Bobrek klirensi ~ 350 mL/dk - -

Thax: Maksimum doz zamani, t;: Yarilanma omrti, Di: Damar igi.

Ozel hasta gruplarinda sitagliptin  kullanim1  degerlendirildiginde; degisik
derecelerdeki (1limli, orta, siddetli) bobrek yetmezligi ile son donem bdbrek 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 karsilagtirildiginda ise bu degerin belirtilen hasta gruplarinda siras1 ile 16.1, 19.1, 22.5
ve 28.4 saat oldugu belirtilmistir (Bergman ve ark 2007, Abak 2010). Dolayist ile ilacin
farmakokinetigi iizerinde potansiyel klinik etkinin daha g¢ok bobrek yetmezligi ile iligkili
olmast 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 ayarlamasinin yapilmasi 6nerilmektedir (Kao ve ark 2008, Abak 2010).
Orta derecede karaciger yetmezligi olan hastalarda 100 mg tek doz olarak agizdan
kullanilmast durumunda, EAA degerinin 0.5 — 2.0 araliginda tespit edildigi ve bununda
klinik agidan Onemli olmadig1 ifade edilmistir. Saghkl kisiler ile karsilastirildiginda
ortalama plazma EAA¢. ve Cnax degerinin sirast ile ~ % 21 ve ~ % 13 arttig1; fakat her iki
degerinde belirtilen aralik i¢inde kaldig1 vurgulanmistir (Stevens ve ark 2006, Abak 2010).
Sitagliptin kullaniminin yas, cinsiyet ve obesite yoniinden etkileri degerlendirildiginde
plazma EAA(. ve Chax degerlerindeki farmakokinetik farkliliklarin klinikal anlamda

degerli olmadig1 aciklanmistir (Zerilli ve Pyon 2007, Abak 2010).

Vincent ve ark (2007) tarafindan yapilan bir cahismada ["*C]-sitagliptin’in agizdan
100 mg tek doz olarak verilmesini takiben plazmada (% 78 — 90) ve idrarda (yaklsik % 84
— 88) radio-aktivite gosterdigi, kiiclik miktarlarda 6 metabolitinin (M1- M6) belirlendigi
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(Sekil 1.9) ve her birinin radio-aktivite oraninin plazmada <% 1 — 8, idrardaise < % 1 — 5
oldugu, dolayist ile sitagiliptinin genis bir metabolizma ge¢irmedigi, metabolizmasint 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
diisiik affiniteleri yiiziinden sitagliptinin farmakolojik aktivitesini ag¢iklamakta katki
saglayamadiklar1 vurgulanmistir (Beconi ve ark 2007, EMEA 2007, Liu ve ark 2007,
Vincent ve ark 2007, Abak 2010).
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Sekil 1.9. insan, kdpek ve ratlarda ['*C]-sitagliptin’in biyotransformasyon yolag
(Beconi ve ark 2007, Vincent ve ark 2007, Abak 2010).

M1: N-siilfasyon metaboliti, M2: cis- yapida siklizasyon metaboliti, M3: Eter glukuronidasyon metaboliti,
M4: N-karbamoil glukuronidasyon metaboliti, M5: trans- yapida siklizasyon metaboliti, M6: Hidroksilasyon
metaboliti.
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Sitagliptin tedavisinde DPP-4 enzim aktivitesinin inhibisyon diizeyi doza baglh
olup, kemirgen (rodent) modellerde inhibisyon yiizdesi (%) en yiiksek glikoz diisiirticii etki
ile 1iliskili 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 glinde 100 mg
tek veya daha biiyiik dozlarda sitagliptinin DPP-4 enzim inhibisyon orani > % 80 olarak
belirtilmistir (Herman ve ark 2005, Kim ve ark 2005, Bergman ve ark 2006 , Abak 2010).

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
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 oranimin GLP-1 seviyesindeki degisikliklerle
iligkili oldugu vurgulanmistir (Bergman ve ark 2006, Drucker ve Nauck 2006, EMEA
2007, Abak 2010). Plasebo sitagliptin tedavisi ile karsilastirildiginda, standardize yemek
alimindan 2 saat sonra 25 — 600 mg araliginda verilen sitagliptin ile aktif GLP-1 diizeyinin
agirlikli ortalama konsantrasyonu yaklasik 2 kat artis gézlendigi 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 stirekli bir degisiklik gézlenmemistir. Bu sitagliptinin farmakolojik etkilerinin
GLP-1 sekresyonundaki artistan c¢ok aktif GLP-1 seviyesinin azalmamasindan
kaynaklanabilecegi ifade edilmistir. Dolayist ile saglikli kisilerde sitagliptinin glikoz,
insiilin, C-peptit ya da glukagon seviyesi lizerine etkisi yemek sonrasi kullanimu ile iligkili
olmadig belirtilmistir (Herman ve ark 2005, Bergman ve ark 2006, Herman ve ark 2006a,
EMEA 2007, FDA 2009, Thornberry ve Gallwitz 2009, Abak 2010).

Model hayvan (yaglh gida ile beslenen fare, Tip 2 DM’lu kemirgen, streptozosin ile
indiiklenmis diabetik fare gibi) calismalarinda ve cesitli egzersiz, diyet ve geleneksel
antihiperglisemik ilaglar ile kontrol altina alinamayan Tip 2 DM tedavisinde sitagliptin tek
basina (mono terapi) veya diger oral antidiabetik ilaglarla etkilesim gostermedigi i¢in ¢oklu

tedavi (ikili/veya ticlii multiple terapi) seklinde kullanilabilecegi, klinik kullanimlarda
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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 antidiabetik ilaglarla kontrol edilemedigi durumlarda, tedavi
protokoliine sitagliptin eklenmesi seklinde oldugu belirtilmektedir. Bu amagla bir¢ok
arastiric1  tarafindan  sitagliptinin = metformin  (biguanid tiirevi) ve pioglitazon
(tiazolidinedion tiirevi, peroksizom proliferator-aktivasyonlu reseptdr-gamma (PPARY)
agonisti) ile ikili kombinasyon veya metformin — glipizid (sulfoniliire tiirevi) ile birlikte
ticli kombinasyon seklinde kullanilabilecegi; ancak, kan glikoz diizeyinine gore doz
diizenlemelerin yapilmas1 gerektigi ifade edilmektedir (Sorhede-Winzell ve Ahren 2003,
Charbonnel ve ark 2006, Herman ve ark 2006b, Mu ve 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, Mistry ve ark 2008, Vilsbell 2008, Argyrakopoulou ve
Doupis 2009, FDA 2009, Monami ve ark 2009, Nauck ve ark 2009, Thornberry ve
Gallwitz 2009, Abak 2010, Dhillon 2010, Merck 2010).

Monami ve ark 2009 ise sitagliptinin sulfoniliire tiirevleri ya da insiilin ile kombine
kullanildigina hipoglisemi riskinin kontrol grubuna gére 6nemli fark olusturmadigini ifade
etmislerdir. Birka¢ ¢alismada ise DPP-4 enzim inhibit6rlerinden vildagliptin ile insiilin
kombinasyonu sonucu HbA . miktarinda 6nemli azalmalar oldugu ve nadirde olsa siddetli
hipoglisemi riski olusturabilecegi, bununda 65 yas iistii kisilerde dikkate alinmas1 gerektigi
vurgulanmaktadir (Pratley ve ark 2006, Dejager ve ark 2007, Fonseca ve ark 2007, Abak
2010). Sitagliptinin bunlarin disinda diger antidiabetik ilaglar (GLP-1 mimetikler, alfa-
glikozidaz inhibitorleri gibi) ile birlikte kullanimina iliskin heniiz bir c¢aligmaya

rastlanmamuistir.

Sitagliptinin mono- veya metformin ve tiazolidinedion tiirevleri ile multiple
terapilerde tolare edilebilir ve giivenli oldugu, bir¢ok ¢alismada da énemli yan etkilerinin
gelismedigi mide bulantis1 ve kusma gibi klinik semptomlarin DPP-4 enzim inhibitérleri
ile iliskili olmadigy, bu belirtilerin daha cok GLP-1 analoglarina ait olabilecegi ifade edilse
de (Vilsbell ve ark 2001, Ahren 2007, Abak 2010) yaptiklar1 klinik uygulamalarda GLP-
I’'nin yiiksek konsantrasyonlarinin bile hipoglisemiye neden olabilecek yetenekte
olmadigint belirtmiglerdir. Sitagliptinin mono terapilerde hipoglisemi riskinin yiiksek

olmadig1 (~ % 1.2), sulfoniliire tiirevleri ile kombinasyonlarda ~ % 32, biguanid tiirevleri
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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, Abak 2010, Dhillon 2010). Buna bagli olarak hipogliseminin gelismesinde
daha c¢ok sulfoniliire tiirevlerinin etkili oldugu, bununda ATP’ye bagli potasyum
kanallarin1 kapatici etkisinden kaynaklanabilecegi ifade edilmektedir (de Valk 2007,
Monami ve ark 2009, Nauck ve Smith 2009, Abak 2010, Dhillon 2010, Merck 2010).
Yapilan klinik ¢aligmalarda nedenine bakilmaksizin sitagliptin ile mono- veya multiple
terapi yapilan hastalarda (= % 5) iist solunum yolu infeksiyonu (% 6.3), nazofarengitis (%
5.2) ve bas agrist (% 5.1) sikayetlerinin daha yaygin oldugu tespit edilmistir. Bunlarin
disinda diisiik oranlarda karin agrisi (% 2.1 — 2.3), mide bulantist (% 0.6 — 1.4), ishal (%
2.3 — 3.0), burun akintisi, bogaz ve kas agrisi ile idrar yolu infeksiyonu gozlenebilecegi
vurgulanmustir (Zerilli ve Pyon 2007, Argyrakopoulou ve Doupis 2009, Nauck ve Smith
2009, Monami ve ark 2009, Abak 2010, Merck 2010).

Sitagliptin uygulamalar1 sonrasi kan tablosunda notrofil artigina bagli beyaz kan
hiicrelerinde ylikselme (~ 200 hiicre/uL), iirik asit diizeyinde artig, alkalen fosfataz
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, Abak 2010,
Merck 2010). Ek olarak klinik kullanim sonucu gdzlenen alerjik reaksiyonlar, anjioddem
ve kardio-vaskuler olaylari ile 6zellikle 2006 — 2009 yillar1 arasinda sitagliptine bagli 88
pankreatit (2 vakada ise hemorajik ve nekrotik) vakasinin tespit edildigi, bu tip hastalarin
da dikkate alinmasi gerektigi onemle ifade edilmektedir. Ozellikle obeziteli, yiiksek
kolesterol ve/veya yliksek trigliseridli hastalarda pankreatit gelisiminde ©Onemli risk
faktorleri oldugu vurgulanmaktadir (FDA 2009, Marino 2009, Monami ve ark 2009, Nauck
ve Smith 2009, Merck 2010, Abak 2010).

Sitagliptinin p-glikoprotein substrati oldugu, CYP izoenzimlerinin (CYP3A4, 2C8,
2C9, 2D6, 1A2, 2C19 ve 2B6) inhibitorii olmadigi, CYP3A4’i indiiklemedigi
belirtilmistir. Dolayisi ile bu gecis yolunu kullanan diger ilaglar ile etkilesim i¢inde olma
olasiliginin olduk¢a diisiik oldugu vurgulanmustir. Sitagliptin, digoksinin p-glikoprotein
aracilik ettigi tagima sistemini inhibe etmedigi; ancak, digoksinin farmakokinetigini az da
olsa etkiledigi (plazma AUC(24 saa’da % 11, Cpax’da % 18 artig) ifade edilmistir. Aksine
siklosporin  (p-glikoprotein  inhibitorii) ile  kullanildiginda  ise  sitagliptinin

farmakofinetiginin etkilendigi (plazma AUCy..’da % 29 (1.3 kat), C.x’da % 68 (1.7 kat)

30



artig) belirtilmigtir. Bir veya daha fazla hipertansif ila¢ (anjiotensin doniistiiriicii enzim
inhibitorleri, anjiyotensin—II antagonistleri, kalsiyum kanal blokorleri, B blokorler ve
diiiretikler gibi) kullanan hastalarda sitagliptinin genellikle iyi tolare edilebildigi, kan
basincini 1limli derecede diisiirmesine karsin (sistolik kan basincin1 2 mm Hg azalttig),
normal kan basincini etkilemedigi tespit edilmistir. Benzer sekilde sitagliptinin varfarin,
simvastatin ve oral kontraseptifler ile anlamli etkilesimler gostermedigi ifade edilmistir
(Bergman ve ark 2005, Miller ve ark 2006, Wright ve ark 2006, EMEA 2007, Krishna ve
ark 2007, FDA 2009, Abak 2010, Merck 2010).

Sitagliptinin insanlarda morbidite ve mortalite {izerine uzun siireli klinik
calismalara rastlanmamakla birlikte, mortalite oranimnin farelerde disilerde, ratlarda ise
erkeklerde daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. insanlarda tek seferde 800 mg dozda
agizdan alinmasim takiben genellikle iyi tolere edilebildigi; bunun iistiindeki dozlarda ise
klinik denemelerin bulunmadig: ifade edilmektedir (EMEA 2007, FDA 2009, Abak 2010,
Merck 2010). Farelerde tek doz toksisite calismalarinda 6liimciil olmayan en yiliksek dozun
1000 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

strast ile insanlarin 182 ve 271 kez maruz kalmasina es degerdir) oldugu tespit edilmistir.

Sitagliptinin tekrarlanan dozlarda farelerde (93 giin), ratlarda (184 giin) ve
kopeklerde (365 giin) yapilan denemelerde o6liimciil olmayan en yliksek dozun sirasi ile
750, 500 ve > 50 mg/kg/glin (siras1 ile EAA temel alindiginda insanlarin ~ 80, 48 ve > 50
kez maruz kalmasma esdegerdir) oldugu belirlenmistir. Sitagliptinin fare ve ratlarda
insanlarin 19 kez maruz kalmasina esdeger dozlarda herhangi bir bobrek toksisitesine yol
acmazken, 58 kez maruz kalinan dozlarda bobrek toksisitesine neden oldugu saptanmaistir.
Karaciger toksisitesi lizerine > 500 mg/kg/glin dozda 14 hafta boyunca yapilan
calismalarda hem farelerde hem de ratlarda karaciger dokusunda merkezi lobuler
hepatoseliiler hipertrofi, yangi, dejenerasyon nekroz ve agirhik artisi, 106 hafta
uygulandiginda ise fokal hepatoseliiler degisiklikler ve kistik dejenerasyonlarin
sekillendigi tespit edilmistir. Tiim bu etkilere ragmen sitagliptinin bobrek ve karaciger
toksisitesindeki indiikleyici etkilerinin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamigtir

(EMEA 2007).

Sitagliptinin in vitro ve in vivo bir dizi denemelerde mutajenite (Ames testi ile),

direk DNA hasar1 (rat hepatositlerinde in vitro test ile) ve klastojenite testlerinde (Cin
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hamsterlerinin over hiicrelerinde in vitro kromozom 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
stiresince yapilan denemelerde 500 mg/kg dozda (EAA karsilastirmasinda 100 mg/kg doz
temel alindiginda, yetiskin insanlar i¢in giinliik tavsiye edilen maksimum dozun ~ 60 katina
esdegerdir) disilerde karaciger karsinomu, erkek ve disilerde ise karaciger
adenomu/karsinomu insidensinin arttigi gézlenmistir. Ratlarda kistik dejenerasyon,
hepatotoksisite ile hepatikneoplazi olusumu arasinda korelasyon belirtilmis, dolayisi ile
karaciger tiimor insidensindeki artig oran1 yiiksek doz uygulamalar1 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 uygulama
stiresince herhangi bir organda tiimoér insidensinde artis gézlenmedigi belirtilmistir. DPP-4
enzim inhibitorlerinin laboratuvar hayvanlarinda yapilan uzun siireli klinik ¢alismalarda
timor nedeni olmadigt vurgulansa da, bazi kanser tiirlerinin ilerlemesine neden
olabilecegi; ancak, kanser ve tiimdr gelisiminde etkilerinin daha aydinlatic1 ¢alismalarla
desteklenmesi gerektigi vurgulanmistir (Pro ve Dang 2004, Wesley ve ark 2005, Masur ve
ark 2006, EMEA 2007, FDA 2009, Merck 2010).

In vivo ve in vitro ¢alismalarda gesitli amaglarla kullanilan ilag (uyusturucular, bazi
anestezik, antibiyotik ve antiepileptikler ile nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve
adriamisin gibi antineoplastikler) ve ila¢ metabolitleri ile bunlara bagh ilag — ilag
etkilesimleri, ters ilag reaksiyonlari, yiiksek dozda ilag kullanimi veya ilaglarin direkt
toksisitesi yaninda baz1 toksik maddelerin (pestisid, sigara dumani, aromatik
hidrokarbonlar, radyasyon, fotokimyasal maddeler gibi) etkileri sonucu ortaya cikan
hepatotoksisite, norotoksisite, genotoksisite, embriyotoksisite, immiinotoksisite gibi
etkenlerin patogenezinde artmis ROS’nin neden oldugu oksidatif doku hasarinin rol
oynadig ortaya konmustur. Calismalarda karaciger, bobrek, kalp, beyin ve tiroit gibi ¢esitli
doku 6rnekleri ile serum ve eritrositlerde lipid peroksidasyonun bir gostergesi olan TBARS
seviyelerinde artis ve enzimatik antioksidan savunma elemanlarindan SOD, CAT, GSH,
GSH-Px, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH) ve GSSG-R aktivitelerindeki degisiklerin
gosterilmesiyle ilag veya ilag toksisitesinde de oksidatif hasarin ortaya konabilecegi
belirtilmistir (Banerjee ve ark 1999, Kale ve ark 1999, Oncii ve ark 2002, Altuntas ve ark
2003, Kaya 2005, Tafazoli 2008).
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Bu calismada, sitagliptinin ratlarda agizdan 36 giin boyunca giinde 1, 10 ve 100
mg/kg dozlarda uygulanmasini takiben uygulama oncesi (0. giin) ve uygulama sonrast (36.
giin) canh agirlik (g) ve kan glikoz diizeyleri (mg/dL) iizerine olas1 etkileri ile 36. giin
karaciger ve bobrek doku agirliklarindaki (g) olasi degisikliklerin  belirlenmesi
amaclanmigstir. Sitagliptinin artan dozlarda uygulanmasi ile ilacin biyotransformasyonunda
ve atilmasinda 6nemli rol oynayan karaciger ve bobrek doku orneklerinde oksidatif hasar
belirteclerinden SOD (U/mg doku protein) ve CAT (k/mg doku protein) enzim aktiviteleri
ile GSH seviyesi (mg/mg doku protein) ve MDA konsantrasyonlarinda (nmol/mg doku
protein) olasi etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Yapilan bu ¢alismada, ratlar i¢in 10
mg/kg/giin dozda agizdan uygulanan sitagliptin, ilacin farmakokinetigi dikkate alindiginda
EAA karsilastirmasinda 100 mg/kg doz temel alindiginda, yetiskin insanlar i¢in giinliik
tavsiye edilen maksimum dozun ~ 6 katina, denemede ratlarda uygulanan en yiiksek dozun

(100 mg/kg/giin) ise ~ 10 katina esdeger oldugu belirtilmistir (FDA 2009).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. Hayvan materyali

Bu calisma  “Antidiabetik  Olarak  Kullanilan  Sitagliptin’in ~ Ratlarda
Genotoksisitesinin Degerlendirilmesi” isimli ADU Arastirma Fonu Projesi (SAE-09007)
ile paralel olarak yiiriitiilmiis olup, ilgili ¢aligmadaki ayn1 hayvan materyali kapsaminda 2 -
3 aylik, 180 - 279 g arasinda degisen, 229,26 + 28,92 g ortalama canli agirliginda toplam
40 adet erkek Wistar-Albino rat kullanildi (Resim 2.1). Hayvanlarin se¢ciminde saglikli ve
herhangi bir bilimsel ¢alismada kullanilmamis olmalarina 6zen gosterildi. Denemeden 1
hafta once hayvanlar her bir kafeste 5 adet olacak sekilde ayrildi, ortama adaptasyonlari
sagland1 ve ortam sicakligi 22 °C (+ 2) olarak ayarlandi. Hayvanlarin dogal giin 1518indan
yararlanmalarina imkan verilerek arastirma siiresince standart rat yemi (Cizelge 2.1) ve
icme suyu ad libitum olarak verildi. Calisma ayrica “4DU Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulw’nun” 13.05.2009 tarth ve 2009/16 sayili izni alinarak yonergeye uygun olarak
gerceklestirildi.

Resim 2.1. Hayvanlarin bakim odasi1 ve gruplandirma kafesleri.

Tim hayvanlarda uyum siiresi sonunda uygulama oOncesi seker Ol¢lim cihazi

(plusMED Accuro, Bionime Corparation, Tayvan) ile kuyruk venasindan alinan kan
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orneklerinde glikoz diizeyi 80 - 150 mg/dL arasinda olanlar ¢alismaya dahil edildi (Butler
1995, Bayiroglu ve ark 1999, Dénmez 2008, Klein 2009). Daha sonra hayvanlarda grup ici
canli agirliklar1 birbirine yakin ve her grupta 10 adet olacak sekilde 4 gruba ayrildi
(Cizelge 2.2).

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan standart rat yemi bilesimi.

Bilesimi Birimi Miktar1 Bilesimi Birimi Miktari
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
) o mg/kg
Sodyum kloriir 0.2 Biyotin 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 U 300 fyodin 1.3
Vitamin D 1000 Selenyum 0.3

Hayvan gruplari ve ila¢ uygulama dozlar1 paralel yiiriitiilen ¢calismada da belirtildigi
gibi gruplardan 1 tanesi kontrol olarak ayrild1 ve ila¢ sondas: (Harvard Apparatus, USA)
ile sadece 1 mL serum fizyolojik (% 0,9’luk) oral olarak verilirken, Grup 2’ye 1
mg/kg/glin, Grup 3’e 10 mg/kg/giin ve Grup 4’e 100 mg/kg/giin dozda olacak sekilde
sitagliptin’in aktif sekli olan sitagliptin fosfat monohidrat (Januvia® 100 mg tablet, Merck
Sharp & Dohme ilaglar1 Ltd. Sti., Tiirkiye) oral olarak 1 mL serum fizyolojik (% 0,9’luk)
icinde rat ilag sondasi yardimiyla 36 giin boyunca ve her giin ayni saatte (09:00) olacak
sekilde uygulandi.

Ila¢ dozlarmin belirlenmesinde Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi’nin (U.S. Food and
Drug Administration, FDA) sitagliptin {izerine belirtmis oldugu klinik ve toksikolojik
veriler dikkate alindi. Bu kapsamda kullanilan 10 mg/kg/giin’liikk doz, sitagliptinin
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farmakokinetigi dikkate alindiginda egri altinda kalan alan (EAA) karsilastirmasinda
yetiskin insanlar i¢in giinliik tavsiye edilen maksimum dozun (100 mg/kg/giin) yaklasik 6
katima, 100 mg/kg/giin’liik oral doz ise yetiskin insanlar i¢in giinliikk tavsiye edilen

maksimum dozun yaklagik 10 katina esdegerdir (FDA 2009, Medsafe 2009).

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan hayvan gruplari, ila¢ uygulama dozlar1 ve sekli.

Gruplar SI:;);:’?:) il?ﬁl(gl;)kzgn flac uygulama sekli

Grup 1 10 Kontrol 1 mL serum fizyolojik (% 0.9’luk)/giin
omt w0 (mmmimees
o0 L
Grup 4 10 100 1 mL serum fizyolojik (% 0.9’luk) icinde

100 mg/kg/glin dozda sitagiliptin

2.1.2. Kimyasal maddeler

Calismada kimyasal maddelerden amonyum siilfat ((NH4),SO4, Merck 101217),
bakir (II) kloriir (CuCl,, Merck 818247), 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB, [-
SCe¢H3(NO,)CO,H],, Sigma D8130), dietileter ((CH3CH;),0O, Fluka 31700), etanol
(C,HsOH, Merck 100986), etilendiamintetra asetik asit (EDTA) disodyum tuzu (Sigma
E5134), glutasyon (Merck, 104090), hidrojen peroksit (H,O,, Merck 108597), hidroklorik
asit (HCI, Sigma 320331), ksantin (CsH4N4O,, Sigma X0626), ksantin oksidaz (Sigma
X1875), meta-fosforik asit ((HPOs3),, Merck 100546), n-butanol (CH3(CH,);0OH, Merck
100988), nitrotetrazolium blue klorit (NBT, C40H30N;0Os-2Cl, Sigma N6876), potasyum
dihidrojen fosfat (KH,PO,4, Merck 104877), potasyum kloriir (KCIl, Merck 104936), serum
fizyolojik (% 0,9°luk 10 ml ampul, Adeka ilag San. ve Tic. A.S., Tiirkiye), sigir albiimini
(Sigma A7906), sitagliptin fosfat (Januvia® 100 mg tablet, Merck Sharp & Dohme),
sodyum fosfat dibazik (Na,HPO, Sigma 30427), sodyum fosfat dibazik dihidrat
(Na;HPO4.2H,0, Sigma 30435), sodyum karbonat (Na,COs3, Sigma S7795), sodyum klortir
(NaCl, Sigma S9625), sodyum sitrat monobazik (HOC(COONa)(CH,COOH),, Aldrich
71498), 2-tiyobarbitiirik asit (C4H4N,O,S, Sigma T5500), trikloro asetik asit (CCl3COOH,
Merck 100810), triklorometan (kloroform, CHCI;, Merck 102444), total protein Kkiti
(Archem Health Ind. Co., Tiirkiye) ve distile su kullanildi.
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2.1.3. Cihazlar ve Arac - Geregler

Calisma kapsaminda sogutmali santrifiij (Niive, NF 800R), mikro santrifiij (Hettich.
Mikro 200), hassas terazi (Shimadzu, AX-120 ve EB-2200-HU), dijital pH metre (Denver,
Model no:225), spektrofotometre (Shimadzu, UV-1601), su banyosu (Niive, BM 402),
otoklav (Niive OT 4060), etiiv (Niive, FN 500), 1sitmali manyetik karistirict (Niive MK
418), vorteks (Niive NM 110), distile su cihaz1 (Niive, NS 112), glukometre (plusMED
Accuro, Bionime Corparation), ¢eker ocak (Motkim Makina), homojenizator seti (IKA
Yellow-Line OST basic, IKA Werke GMBH Co. KG., Almanya), buzdolab1 (Profilo),
derin dondurucu (Sanyo Ultra Low MDF U40 86S, Japonya), rat ilag / besleme kaniilii
(Harvard Apparatus), otomatik mikropipetler (10, 100 ve 1000 uL’lik, Eppendorf), filtre
kagidi, ependorf tiipii (1,5 ve 2 mL’lik, Roth), steril enjektor (5 mL, Ayset), sar1 / mavi
pipet ucu, pens, makas, heparinli tiip, insiilin enjektorii (Kar-med medikal), degisik
Olciilerde deney tiipli, balon joje, huni, beher glas (Isolab), cerrahi eldiveni (Beybi),

kurutma ve filtre kagidi kullanildi.

2.2. Yontem
2.2.1. Kan glikoz diizeyinin ol¢iilmesi

Tiim hayvanlarda uyum siiresi sonunda uygulama oncesi (0. giin) seker 6l¢iim
cihazi (plusMED - Accuro, Bionime Corparation, Tayvan) ile kuyruk venasindan alinan
kan orneklerinde glikoz diizeyi 6l¢iilerek 80 - 150 mg/dL arasinda olanlar ¢alismaya dahil
edildi (Bayiroglu ve ark 1999, Butler 1995, Donmez 2008, Klein 2009). Aynm Olglimler

uygulama sonrast1 (36. giin) tekrarlanarak istatistiki karsilastirmalar i¢in kayit altina alindi.

2.2.2. Doku érneklerinden siipernatant hazirlanmasi

Deneme sonunda (36. giin) ratlar “4DU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun”
izni ve yonergesine uygun olarak eter anestezi ile servikal dislokasyon altinda 6ldiiriildii ve
organlar ¢ikartildi (Resim 2.2). Daha sonra doku ve organlar serum fizyolojik (% 0,9’luk)
icinde temizlendi, kurutma kagidinda su ve nemi alinarak hassas terazide tartildi. Ayn1 giin
igerisinde doku orneklerinden 1 g alinarak kiigiik parcalara ayrilarak 1:10 oraninda (w/v)
buzlu soguk ortamda %10 150 mM’lik fosfat buffer soliisyonu (PBS, pH 7.4) ile 2000
rpm/dk hizda 2 dk siliresince homojenizasyonu gerceklestirildi [Fosfat buffer soliisyonu:
8.06 g NaCl, 0.201 g KCI, 12.636 g Na;HPO4.2H>0, 0.2 g KH,PO, tartilarak bir miktar
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distile su ile ¢ozdiiriildiikten sonra 1 litreye tamamlandi ve pH’s1 7.4’e ayarlandi]. Elde
edilen doku homojenizatlar1 +4 °C’de 10 dk 6000 g’de santrifiij edilerek tist kisimdaki
siipernatantlar ayrilarak total protein, SOD, CAT, GSH ve MDA analizleri

gerceklestirilinceye kadar ependorf tiiplerde —80 °C’de derin dondurucuda saklandi.

Resim 2.2. Hayvanlarin organlarinin ¢ikarilmasi.

2.2.3. Biyokimyasal analizler
2.2.3.1. Doku total protein miktar1 analizi

Doku total protein miktarinin belirlenmesinde ve buna ait hesaplamalarda ticari test
kitinde (Ref. kot: A2300, Archem Health Ind. Co., Tiirkiye) belirtilen yontemler dikkate

alinmistir. Bu metoda gore;

Test kiti icinde yer alan aywaglar: Bakir (I) siilfat (CuSO4, 6 nM’lik), sodyum
potasyum tartarat (21 nM’lik), potasyum iyodiir (6 nM’lik) ve sodyum hidroksit (NaOH,
0.75 M’lik).

Testin prensibi: Proteinlerin peptidik baglar1 absorbanst 520 - 560 nm’de
Olctilebilen mavi - mor renkte kompleks olusturmak i¢in alkali bakir (II) soliisyonu ile

etkilesme reaksiyonu olusturmasi temeline dayanir.

Reaksiyonda her bakir (II) bilesigi 6 peptit bag ile kompleks olusturabilmekte,
tartarat tuzu ise stabilizasyonu saglamaktadir. Testte kullanilan iyot molekiilleri ise alkali

bakir (IT) kompleksinin renk kaybinin 6nlenmesi amaciyla ilave edilmistir.
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Testin yapulis1 Cizelge 2.3’ de sematize olarak belirtildi.

Cizelge 2.3. Doku total protein miktarinin belirlenmesi.

Kor tiipii Standart tiipii Ornek tiipii
Ayirag 1 1 mL 1 mL 1 mL
Standart - 10 uL -
Doku siipernatant - - 10 pL
Distile su 10 uL - -
Vortekste karigtirildi
Karisim 30 °C’lik sicak su banyosundalO dk inkiibe edildi
546 nm’de 30 dk i¢inde okundu

Testin hesaplanmasi: Asagida verilen baglantidan yararlanilarak doku total protein
miktar1 hesaplandi ve sonuglar mg/mL olarak verildi (Birim ¢evirme: g/dL x 10 = g/LL =

mg/mL).

Doku total proteini (g/dL) = (Ornek absorbansi / Standart absorbansi) * Standart konsantrasyonu

2.2.3.2. Superoksit Dismutaz (SOD) analizi
SOD analizi, Sun ve ark’nin (1988) metoduna dayali olarak yapildi. Buna gore;

Kullanilan aywrag ve ¢ozeltiler:

— Ksantin stok ¢ozeltisi (3 mmol/L): 23 g ksantin, 5 ml 0.1 N NaOH ile hafifce
1sitilarak ¢6zdiiriil ve distile su ile 50 ml’ye tamamlandi, 10 kat sulandirildi.

— Ksantin oksidaz enzim ¢o6zeltisi: Ksantin oksidaz enzim ¢ozeltisinden (20 U/ml
aktiviteli) 20 ul alinarak 2 ml 2 M (NHy4),SO4 ¢ozeltisi ile karistirildi.

— Reaktif karisimi: 20 ml 10 kez sulandirilmis ksantin oksidaz enzim ¢ozeltisi, 10
ml EDTA, NBT ¢ozeltileri ile 6 ml Na,CO3 ve 3 ml si1gir albiimini ¢6zeltisi ile hazirlandi.

— EDTA ¢ozeltisi (0.6 mmol/L), nitrotetrazolium blue klorit (NBT) ¢ozeltisi (150
mmol/L), Na,COs3 ¢ozeltisi (400 pmol/L), CuCl, ¢ozeltisi (0.8 mmol/L) ve sigir albiimin
cozeltisi (1 g/L).

Testin prensibi: Ksantin ve ksantin oksidaz enzimini kullanarak reaksiyon
ortaminda enzimatik bir tepkime ile olusturulan superoksit radikalinin, ortamda bulunan

NBT’u indirgemesi ile olusan ve maksimum 560 nm’de absorbans veren kirmizi formozon
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olusum inhisyonunun belirlenmesinde SOD aktivite miktarinin indirekt olarak saptanmasi

temeline dayanir.

Testin yapilis1 Cizelge 2.4°de sematize olarak belirtildi.

Cizelge 2.4. Doku siipernatantda SOD analizinin yapilist.

Kor tiipii Ornek tiipii
Distile su 0.5 mL -
Doku siipernatant - 0.5 mL
Etanol 250 uL 250 pL
Kloroform 150 uL 150 pL
Vortekste karistirildi

Karigim +4 °C’de 5 dk 12 000 rpm/dk hizda santrifiij edildi

Ayr1 temiz tiiplere
Reaktif karisimi ‘ 245 mL ‘ 2.45 mL
Santrifiij sonrasi
her bir tiipte iistteki berrak kisimdan 0.5 mL aktarildi

Ksantin oksidaz ‘ 50 pL. ‘ 50 pL
Karigim 25 °C’lik sicak su banyosunda 20 dk inkube edildi
CuCl, | 1 mL | 1 mL

560 nm’de okundu

Testin hesaplanmasi ve birimi: Asagida verilen baglantidan yararlanilarak
reaksiyon ortaminda bulunan doku SOD enzim aktivitesi zinite (U) cinsinden hesaplandi ve

sonuclar U/mg doku protein olarak verildi.
% inhibisyon = (Kériin absorbansi — Ornek absorbansi) / Koriin absorbanst < 100

1 U SOD, NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden protein miktar: olarak
degerlendirildi ve U/ml olarak hesaplandi. Daha sonra numunelerdeki SOD aktivitesi =

SOD / doku protein denklemi kullanilarak U/mg doku protein olarak ifade edildi.

2.2.3.3. Katalaz (CAT) analizi

CAT analizi, Bergmeyer ve ark’nin (1974) yontemine dayali olarak yapildi. Bu

metoda gore;

Kullanilan ¢ozeltiler:
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— Fosfat buffer soliisyonu (1/15 mmol/L): 3.522 g KH,PO4 ve 7.268 g Na,HPOy,.
2H,0, tartilarak bir miktar distile su ile ¢ozdiriildiikten sonra 1 litreye tamamlandi ve
pH’s1 7.0’a ayarlanda.

— Fosfat buffer soliisyonunda H,O, ¢ozeltisi: % 30’luk H,O, ¢ozeltisinden 0.16 ml
alarak 100 mL fosfat buffer soliisyonu igerisinde seyreltildi ve bu karisimin 240 nm’deki
absorbansi 0.5 olarak ayarlandi1 (Absorbans bu degerden diisiik ise kii¢iik miktarlarda H,O,

ilave edilerek absorbansin 0.5 olmas1 sagland).

Testin prensibi: lIsik spektrumunun ultraviyole dalga boyunun azalmasiyla,
ortamdaki H,O, artan bir absorbans verir. Numunede bulunan CAT enziminin etkisiyle
uygun bir tampon i¢inde yer alan H,O,’nin yikilmasi sonucu, 240 nm’de dlgiilebilen
absorbansta azalmalar gozlenir. CAT enzim aktivitesi, testte 240 nm absorbansta saptanan

azalma hiz1 ile dogru orantili olmasi prensibine dayanir.

Testin yapuisi Cizelge 2.5’de sematize olarak belirtildi. Analiz sonunda
spektrofotometrede her bir 6rnek icin ilk okuma siiresindeki (t;) degeri A, ikinci okuma

stiresindeki (t,) degeri ise A, olarak kaydedildi.

Cizelge 2.5. Doku siipernatantda CAT analizinin yapilisi.

Kor tiipii Ornek tiipii
Fosfat buffer 2.95 mL -
Fosfat bufferli H,O- 2.95 mL
Doku siipernatant 50 ulL 50 pL

Quartz kiivetin kapaklar1 kapatildi
Kiivetler alt-iist edilerek karigtirildi
240 nm’de 15 saniye arayla 2 kez okundu

Testin hesaplanmasi ve birimi: Calismada belirtilen siire icerisinde absorbanstaki
azalma tespit edilerek, asagida verilen baglantidan yararlanilarak reaksiyon ortaminda
bulunan doku CAT enzim aktivitesi hiz sabitesi (k) cinsinden hesaplandi ve sonuglar k/mg

doku protein olarak verildi.

Hiz sabitesi (k) = (2.3 / At) % (log A;/Az)
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2.2.3.4. Glutatyon (Glutathione, y-glutamilsisteinilglisin, GSH) analizi

Bir tripeptit olan GSH (glutatyon , y-glutamilsisteinilglisin) analizi, Tietz’in (1969)

metoduna dayali olarak yapildi. Bu yonteme gore;

Kullanilan standart ve ¢ozeltiler:

— Glutatyon standarti: 100 mg glutatyon 100 mL distile su icerisinde ¢ozdiiriilerek
stok standart soliisyonlart (G, Gz, G3, G4 ve Gyok) hazirlandi (Cizelge 2.4).

— Sodyum sitrat [HOC(COONa)(CH,COOH),] ¢ozeltisi: 1 g sodyum sitrat bir
miktar distile su ile ¢ozdiiriildiikten sonra 100 mL’ye tamamlandi.

— 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB, [-SCcH3(NO,)CO,H],) soliisyonu:
40 mg DTNB tartilarak iizerine bir miktar % 1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi ile ¢éziinmesi
saglandiktan sonra yine ayni1 ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlanda.

— Sodyum fosfat dibazik (Na,HPOy) ¢ozeltisi: 42.59 g Na,HPO, bir miktar distile
su ile ¢ozdiiriildiikten sonra 1 L’ye tamamlandi.

— Presipitasyon soliisyonu: 1.67 g (HPOs3),, 0.2 g EDTA ve 30 g NaCl tartilarak

bir miktar distile su ile ¢ozdiirtildiikten sonra 100 mL’ye tamamlanda.

Cizelge 2.6. GSH standarttinin hazirlanmas.

G1 Gz G3 G4 Gstok
Glutatyon - - - - 100 mg
Stok standart 5 mL 10 mL 25 mL 50 mL -
Distile su 95 mL 90 mL 75 mL 50 mL 100 mL

412 nm’de okundu
Standart egri (mg/dL) ¢izildi

Testin prensibi: Tim non-siilfidril gruplar1 indirgenmis GSH formundadir. DNTB
disiilfid kromojen yapisinda olup siilfidril bilesikler tarafindan indirgenerek sar1 renkte
bilesik olustururlar. Testin prensibi, 412 nm absorbansta okunan GSH konsantrasyonun, bu

indirgenmis kromojenin ile dogru orantili olmasina dayanir.
Testin yapilis1 Cizelge 2.7°de sematize olarak belirtildi.

Testin hesaplanmasi: Asagida verilen baglantidan yararlanilarak doku total protein
Testin hesaplanmas: ve birimi: Glutatyon standartlari, dl¢lim i¢in filtrasyon basamagi

atlanarak yapildi. Elde edilen absorbans degerleri standart egri cizilirken kullanildi.
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ve sonuclar mg/mg doku protein olarak verildi.

Cizelge 2.7. Doku siipernatantda GSH analizinin yapilisi.

Orneklerin absorbanslar standart egride yerine konularak degerler mg/dL olarak bulundu

Kor tiipii Standart tiipii | Ornek tiipii
Distile su 2 mL 1.8 mL 1.8 mL
Standart - 200 uL -
Doku stipernatant - - 200 pL
Presipitasyon soliisyonu 3 mL 3 mL 3 mL
Vortekste karistirildi
Oda 1s1sinda 5 dk inkiibe edildi
Inkiibasyon sonras1 her bir tiipe 2 mL filtrat alind
Na,HPO, ¢ozeltisi 8 mL 8 mL 8 mL
DTNB soliisyonu 1 mL 1 mL 1 mL
Alt — st ederek (3 kez) karistirildi
Quartz kiivette 412 nm’de 4 dk i¢inde okundu

2.2.3.5. Malondialdehid (MDA) analizi

MDA analizi, Yoshioka ve ark (1979) ile Draper ve Hadley (1990) tarafindan

belirtilen tiyobarbitiirik asit yontemine dayali olarak yapildi. Bu metoda gore;

Kullanilan ¢ozeltiler:

— 2-tiyobarbitiirik asit (TBA, C4H4N>O,S): 0.675 g TBA 100 ml distile su i¢inde
(% 0.675’lik) ¢ozdiiriildii.

— Trikloro asetik asit (TCA, CCI3COOH): 10 g TCA 100 ml distile su i¢inde (%
10’1uk) ¢ozdiiriildii.

Testin prensibi: MDA, aerobik ortamda TBA ile 90°C’de inkiibasyonu sonucu
pembe renkli kompleks olusturur. Testin prensibi, bu kompleksin (MDA konsantrasyonu)

absorbansinin spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda okunmasi temeline dayanir.
Testin yapilis1 Cizelge 2.8’de sematize olarak belirtildi.

Testin hesaplanmasi ve birimi: Asagida verilen baglantilardan yararlanilarak
reaksiyon ortaminda bulunan MDA - TBA kompleksinin 532 nm’deki ekstinksiyon
katsayisndan (¢ = 1.56 x 10° /M/cm) faydalamldi ve nmol/ml cinsinden MDA
konsantrasyon degerleri hesaplanarak, sonuclar nmol/mg doku protein olarak verildi. Doku

MDA konsantrasyon analizinde standart kullanilmadi.
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Cizelge 2.8. Doku siipernatantda MDA analizinin yapilist.

Kor tiipii Ornek tiipii
Distile su 0.5 mL -
Doku stipernatant - 0.5 mL
TBA (% 0.675’lik) 1 mL 1 mL
TCA (% 10’luk) 3 mL 3mL

Vortekste karistirildi ve tiiplerin agz1 kapatildi
Tiipler 90 °C’liki su banyosunda 30 dk bekletildi
Tipler buz dolu kap ig¢ersinde 15 dk bekletildi
n-butanol | 4 mL | 4 mL
Vortekste karistirildi
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi

Ayr1 temiz tlipe n-butanol’lu kisimdan aktarildi (en az 2.5 mL)
240 nm’de okundu

Ornek absorbansi = € x a x b
(e: Ekstinksiyon katsayisi (1.56 x 10° /M/cm) sabit bir degeri, a: Isik yolu spektrofotometrik analiz

i¢in kullanilan kiivetin 151k yolu (1 cm), b: Ornek konsantrasyonu)

Matematiksel islemden,;

Konsantrasyon = Absorbans / (1.56 x 10° /M/cm) x I cm

Daha sonra analize ait dilusyon faktorii analizde kullanilan reaktiflerin ve ornege

ilave edilen mL degerlerine gore hesaplanarak yukaridaki denklem ile carpildi. Buna gore;

Doku MDA konsantrasyonu (nmol/L) = Absorbans / (1.56 x 10° /M/cm) * 1 cm x dilusyon faktorii

2.3. Istatistiksel degerlendirme

Calismada ila¢ uygulama Oncesi ve sonrasi canlt agirlik, kan glikoz degerleri ile

karaciger ve bobrek doku agirliklari, bu dokulara ait SOD ve CAT enzim aktiviteleri, GSH

seviyesi ve MDA konsantrasyonlarmin ortalama + standart hata ( X + S-) degerleri verildi.

Kontrol ve uygulama gruplar arasindaki farkliliklar SPSS 11.5 paket programinda One-
Way ANOVA varyans analizinde Duncan testi kullanildi. Ayrica uygulama oncesi (0. giin)
ve uygulama sonrasi (36. giin) canli agirlik ve kan glikoz degerlerine ait farklarin
belirlenmesinde #-testi kullanilarak istatistiksel yonden degerlendirildi. P<0.05 altindaki

degerler anlamli kabul edildi (Ozdamar 2003).
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3. BULGULAR

Calisma siiresi i¢inde Grup 1 (Kontrol) ve Grup 4 (100 mg/kg)’ten 1’er adet hayvan
farkli zamanlarda 6ldiigii i¢in bu hayvanlara ait veriler degerlendirmeye alinmadi. Oliim
nedenlerinin belirlenebilmesi icin yapilan otopside patolojik herhangi bir bulguya

rastlanmadi.

Hayvanlar uyum siiresi sonunda ¢aligmaya alinmadan dnce (0. gilin) canlt agirlik (g)
ve kan glikoz degerleri (mg/dL) olciildii ve cikis degerleri olarak kaydedildi. Calisma
sonunda (36. giin) yine canli agirlik ve kan glikoz ile karaciger ve bobrek (sag ve sol) doku
agirliklar1 (g) ve bu doku 6rneklerinde SOD (U/mg doku protein) ve CAT (k/mg doku
protein) enzim aktiviteleri ile GSH seviyesi (mg/mg doku protein) ve MDA
konsantrasyonlarina (nmol/mg doku protein) ait degerlerin ortalama =+ standart hatalari

(X % 5-) belirlendi.

Calismada gruplarin 0. ve 36. giin elde edilen canli agirliklar1 ait minimum,

maksimum, ortalama ve standart hata ( X + S-) degerleri Cizelge 3.1, bu gruplara ait grafik

ise Sekil 3.1°de gosterildi.

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

Canh agirhik (g)

Hayvan " , <
Gruplar sayisl 0. giin 36. giin Onemlilik

() Min — Maks X+S Min — Maks X+S

Grup 1 (Kontrol) 9 220-288  253.11%7.37° | 240-315 280.00+£7.71 * ok
Grup 2 (I mg/kg) 10 180—-203  193.40+2.42° | 182-239 215.00+9.16 ¢ ok
Grup 3 (10 mg/kg) 10 205-234  220.80+3.15° | 215-276 251.30+6.34° otk
Grup 4 (100 mgrkg) 9 237-279  254.6743.94" | 266—352 302.00£10.20 " =

Onemlilik ok *ok ok

Min: Minimum, Maks: Maksimum.
a, b, c: Ayn siitunda farkl: harfleri tagtyan gruplar arasindaki fark dnemlidir.
*x: P<0.01, #**: P<0.001

45



Calismada uygulama 6ncesi (0. giin) canli agirlik bakimidan; Grup 2 ve Grup 3’iin
hem kendi aralarinda hem de kontrol ve Grup 4 ile aralarindaki farkin anlamlh (P<0.001)
oldugu tespit edildi. Deneme siiresi sonunda (36. gilin) 0. giin gozlenen 3’lincii grup ile
kontrol grubu arasindaki farkin 36. giinde ortadan kalktig1; ancak, 3’iincii ve 4’{lincii grup
arasindaki farkin (P<0.001) korundugu tespit edildi. Grup 2’nin diger gruplar ile arasindaki
farkin (P<0.001) devam ettigi gozlendi.

Gruplardaki 36 ve 0. giin canl1 agirlik degerleri ile karsilastirildiginda; artigin en az
% 10.05 ile Grup 2’de sekillendigi (P<0.01), kontrol, Grup 3 ve Grup 4’te ise sirasi ile %
10.62, % 13.62 ve % 18.59 oraninda oldugu tespit edildi. Bu artig oranlarinin her {i¢ grupta
da ¢ikig degerlerine gore onemli fark (P<0.001) gosterdigi saptandi.

350

300

250 -

200

00. giin

150 -

£136. glin
100 -

Canl agirhik (g)

50 -

Kontrol 1 mg/kg 10 mg/kg 100 mg/kg
Gruplar

Sekil 3.1. Gruplarin ¢alisma 6ncesi (0. giin) ve sonrast (36. giin) canli agirlik
degerlerine (g) ait grafik.

Tim gruplarda 36. giin elde edilen karaciger ve bobrek (sag ve sol) doku

agirliklarina (g) ait minimum, maksimum, ortalama ve standart hata (fi S-) degerleri

Cizelge 3.2, bu gruplardaki karaciger, sag ve sol bobrege ait grafikler ise sirast ile Sekil 3.2
ve Sekil 3.3’de gosterildi.
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Cizelge 3.2. Gruplarda 36. giin karaciger ve bobrek (sag ve sol) doku agirlik degerleri (g).

Doku agirhig (g)

Sag

Bobrek
Sol

Hayvan N
Gruplar sayist Karaciger
(n)
Min — Maks

?iS;

Min—Maks X +S. |Min—Maks X +S.

Grup 1 (Kontrol) 9 7.26-13.55
Grup 2 (I mg/kg) 10 5.85-09.78
Grup 3 (10 mg/kg) 10 7.78-11.26
Grup 4 (100 mg/kg) 9 8.54-12.21

9.61+0.66 ®* | 0.85-1.25 1.00+0.04 *| 0.84-1.21 0.94+0.04 ®
7.39+0.34° | 0.62-0.87 0.77+0.02 ¢| 0.62-0.85 0.74+0.03
9.12+0.31° | 0.72-1.12 0.89+0.04 °| 0.72-1.07 0.87+0.03 "
10.7140.42 *| 0.90-1.23 1.03+0.03 *| 0.88-1.22 1.01+0.04*

Onemlilik

sksksk

sesksk

Hskok

Min: Minimum, Maks: Maksimum.

a, b, c: Ayn1 siitunda farkli harfleri tagiyan gruplar arasindaki fark 6nemlidir.

#kx: P<0.001

Siiresi sonunda (36. giin) karaciger ve sol bobrek doku agirliklari bakimindan; Grup

2’nin diger gruplarla, ayrica 3’lincli ve 4’iincii grup arasindaki farkin anlamli oldugu

(P<0.001) saptandi. Sag bobrek doku agirliklart bakimindan ise; kontrol ve 3’lincii grubun

diger gruplarla, ayrica 2’{lincli ve 3’iincii grup arasindaki farkin anlamli oldugu (P<0.001)

tespit edildi.
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Kontrol 1 mg'kg 10 mg/kg 100 mg/kg
Gruplar

Sekil 3.2. Gruplarda 36. giin karaciger doku agirlik (g) degerlerine ait grafik.
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Doku agirliklar1 bakimindan bu farkliliklarin (kismen sag bobrekte kontrol grubu
hari¢) 36. giin belirlenen canli agirlik degerleri ile benzer sekilde olmasi olusan gruplar

arasindaki farkliliklarin canli agirlik degisimi ile orantili olabilecegi gézlendi.

1.2

0.8 +—

0.6 +—

[0 Sag bobrek

Sol bobrek

Bébrek doku agirliklar (g)

0.2 —

Kontrol 1 mg/kg 10 mg/kg 100 mg/kg

Gruplar

Sekil 3.3. Gruplarda 36. giin sag sol bobrege ait doku agirlik (g) degerlerine ait grafik.

Gruplarda 0. ve 36. giin kan glikoz degerlerine ait minimum, maksimum, ortalama

ve standart hata (EiS;) degerler1 Cizelge 3.3, bu gruplara ait grafik ise Sekil 3.4’de

gosterildi.

Cizelge 3.3. Gruplarin 0. ve 36. giin kan glikoz degerleri (mg/dL).

Kan glikoz degeri (mg/dL)

Hayvan 0. giin 36. giin Onemlilik
sayisi

(n) Min — Maks } + S; Min — Maks } + S;

Gruplar

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° O.D.
Grup 3 (10 mg/kg) 10 108 — 130  119.90£2.59 ®* | 103 -135 122.90+3.07° O.D.
Grup 4 (100 mg/kg) 9 117 -148 128.44+3.27* 122164 138.11£4.25% *
Onemlilik ok *

Min: Minimum, Maks: Maksimum.
a, b, c: Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki fark dnemlidir.
#: P<0.05, #*: P<0.01, O.D.: Onemli degil.
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Uygulama o6ncesi (0. glin) kan glikoz degerleri bakimindan; 2’inci grubun kontrol
ve 4’lincli grup ile aralarindaki farkin 6nemli (P<0.01) oldugu tespit edildi. Calisma
sonunda (36. giin) 0. giin gézlenen 2’inci grup ile 4’ilincli grup arasindaki farkin 36. giinde
ortadan kalktig1 (P>0.05), fakat kontrol grubu ile 3’lincii grup arasinda ise anlamh fark
(P<0.05) sekillendigi belirlendi.

Kan glikoz degerleri baslangigtaki (0. giin) veriler ile karsilastirildiginda; artisin en
az % 2.5 ile Grup 3’de sekillendigi (P>0.05) tespit edildi. Kontrol grubu ve Grup 2’de ise
sirast ile % 14.25 ve % 9.37 oraninda artis oldugu goézlendi. Bu artig oranlariin her ii¢
grupta da ¢ikis degerlerine gore dnemli fark (P>0.05) gostermedigi; ancak, 4’iincii gruptaki

artis oraninin (% 7.53) ¢ikis (0. giin) degerlere gore (P<0.05) anlamli oldugu saptandi.
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00. giin
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60 -

Kan glikoz diizeyi (mg/dL)

40 -
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Kontrol 1 mg/kg 10 mg/kg 100 mg/kg

Gruplar

Sekil 3.4. Gruplarin ¢alisma 6ncesi (0. giin) ve sonrast (36. giin) kan glikoz
diizeylerine (mg/dL) ait grafik.

Gruplarda 36. giin elde edilen karaciger ve bobrek doku orneklerinde SOD (U/mg
doku protein) ve CAT (k/mg doku protein) enzim aktivite ile GSH seviyesi (mg/mg doku

protein) ve MDA konsantrasyonlarina (nmol/mg doku protein) ait minimum, maksimum,

ortalama ve standart hata (fiS; ) degerleri Cizelge 3.4 verildi. Karaciger ve bobrek

dokusundaki bu verilere ait grafikler ise sirasi ile Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’de gosterildi.
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Cizelge 3.4. Gruplarda 36. giin karaciger ve bobrek doku 6rneklerinde SOD ve CAT enzim aktivite ile GSH seviyesi ve
MDA konsantrasyon degerleri.

H Dokular

ayvan "

Gruplar Sayisi Parametreler Karaciger Bobrek

(n) Min — Maks X+S Min — Maks X+S

SOD, U/mg doku protein 821-14.32  9.96+0.62°" | 947-1958 15.69+ 1.10°"

Grup 1 (Kontrol) 0 CAT, k/mg doku protein 6.00—-30.70  14.17+2.95°> | 1.79-5.90 3.97+0.52°

p 1 WRontro GSH, mg/mg doku protein 239-1898  884+189° 2.08-19.27  10.46+ 1.99 O

MDA, nmol/mg doku protein 579-2486  14.10+2.31°% | 19.13-2946 2476+ 1.25°>
SOD, U/mg doku protein 5.70 —23.50 14.13+£1.76 (?'D' 10.16 — 22.93 16.01 + 1.30°™

Grup 2 (1 me/ke) 10 CAT, k/mg doku protein 2.79-36.03 16.52+3.66° | 0.54-2.50 1.77+0.21°

p o Limeg GSH, mg/mg doku protein 7.19-1545 1026+ 0.86" 406-17.66  9.97+1.45°>

MDA, nmol/mg doku protein 9.78-3290 19.06+2.40°> | 17.23-3220 23.25+1.70 °"
SOD, U/mg doku protein 9.14—-24.48 1598+ 1.85°" | 949-2507 17.50+ 1.60°"
CAT, k/mg doku protein 5.18-32.96 20.11+2.83°> | 1.01-5.15 2.60+0.50"

Grup 3 (10merke) 10 Gon 1 o/me doku protein 1173-2502 17.70+1.53" | 429-18.17 11.24+ 1.76 *>
MDA, nmol/mg doku protein 9.46-52.66 19.87+4.04° | 12.44-4525 26.89 +3.06 °"
SOD, U/mg doku protein 9.31-27.65 14.01+£2.14%> | 922-2546 16.52+2.10°"
CAT, k/mg doku protein 10.28 -28.49 1570 +2.139P | 1.25-445 2.67+0.39°

Grup 4 (100mg/ke) 9GS mg/mg doku protein 10.14 2405 1735+ 1.62° | 4691553 933+ 1.10°>
MDA, nmol/mg doku protein 11.71-30.10 24.04+3.059" | 14.87-36.58  26.12+2.66 °>

Onemlilik %% GSH icin s CAT igin

Min: Minimum, Maks: Maksimum.
a, b: Ayn siitunda farkl harfleri tagiyan gruplar arasindaki fark dnemlidir.
sk P<0.01, #**: P<0.001, O.D.: Onemli degil.
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Antioksidan enzimler (SOD ve CAT enzim aktivitesi ile GSH seviyesi) ve MDA
konsantrasyonlart bakimindan; karaciger dokusunda sadece GSH seviyesisi yoniinden
kontrol ve 2’inci grup arasinda, yine 3’lincii ve 4’lincli grup arasinda anlamli fark
olmadig1; ancak bu ikili gruplarin birbirleri ile aralarindaki farkin anlamli (P<0.001)
oldugu saptandi. Bobrek dokusunda ise yalnizca CAT enzim aktivitesi bakimindan; kontrol
grubu ile deneme gruplar1 arasindaki farkin anlamli (P<0.01) oldugu; ancak deneme

gruplarinin kendi aralarinda anlamli bir fark gostermedigi saptandi.
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Sekil 3.5. Gruplarda 36. giin karaciger dokusunda SOD ve CAT enzim aktivitesi ile
GSH seviyesi ve MDA konsantrasyon degerlerine ait grafik.
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Sekil 3.6. Gruplarda 36. giin bobrek dokusunda SOD ve CAT enzim aktivitesi ile
GSH seviyesi ve MDA konsantrasyon degerlerine ait grafik.
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4. TARTISMA

Son yillarda bazi ilaglarin da oksidatif strese neden oldugu disiiniilerek bu
konudaki c¢alismalar yogunlastirilmistir. /n vivo ve in vitro ¢alismalarda cesitli amaclarla
kullanilan ila¢ (uyusturucular, bazi anestezik, antibiyotik ve antiepileptikler ile
nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastikler) ve ilag
metabolitleri ile bunlara bagli ila¢ — ilag etkilesimleri, ters ila¢ reaksiyonlari, yiiksek dozda
ila¢ kullanim1 veya ilaglarin direkt toksisitesi yaninda bazi toksik maddelerin (pestisid,
sigara dumani, aromatik hidrokarbonlar, radyasyon, fotokimyasal maddeler gibi) etkileri
sonucu ortaya ¢ikabilecek hepatotoksisite, norotoksisite, genotoksisite, embriyotoksisite,
immiinotoksisite gibi etkenlerin patogenezinde artmis ROS’nin neden oldugu oksidatif
doku hasarinin rol oynadig1 ortaya konmustur (Banerjee ve ark 1999, Kale ve ark 1999,
Oncii ve ark 2002, Altuntas ve ark 2003, Kaya 2005, Tafazoli 2008).

Yapilan bu calismada da iilkemizde 2009 yilinda kullanima girmis DPP-4 enzim
inhibitorlerinin ilk temsilcisi olan sitagliptinin saglikli ratlarda agizdan 36 giin boyunca
giinde 1, 10 ve 100 mg/kg dozlarda uygulanmasini takiben uygulama 6ncesi (0. giin) ve
uygulama sonrasi (36. giin) canli agirlik (g) ve kan glikoz diizeyleri (mg/dL) lizerine olasi
etkileri ile karaciger ve bobrek doku agirliklarindaki (g) olast degisikliklerin belirlenmesi
amaglanmistir.  Sitagliptinin = artan  dozlarda  uygulanmast ile  bu ilacin
biyotransformasyonunda ve atilmasinda 6nemli rol oynayan karaciger ve bobrek doku
orneklerinde oksidatif hasar belirte¢lerinden SOD ve CAT enzim aktiviteleri ile GSH

seviyesi ve MDA konsantrasyonlarinda olasi etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir.

Dengeli beslenmeye ragmen meydana gelen kilo kaybinin diabet stiphesini artirdig,
bazen tam tersine asir1 kilonun diabete neden olabilecegine dikkat ¢ekilmektedir (Anonim
2010, Abak 2010). Dolayist ile baz1 ¢aligmalarda kilo artis1 ile diabet riski arasinda
baglantinin 6nemine vurgu yapilarak (Chan ve ark 1994, Colditz ve ark 1995), diabetli
olmayan ve ortalama beden kitle indeksine (body mass index, BMI) sahip kadinlarda > 5
kg fazla kilo kaybedenlere gore diabet riskinin ~ % 50 azaldigi tespit edilmistir. Ayni
dogrultuda da kilo artis1 goriilenlerin de yiiksek risk grubunda oldugu vurgulanmistir
(Colditz ve ark 1995).
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DPP-4 enzim inhibitorleri ile ayn1 grupta yer alan diger inkretin mimetiklerden
farkli olarak kilo kayb1 yapmadiklari, kilo kontrolii sagladiklari, diger oral antidiabetikler
gibi artisa da neden olmadiklar1 ve iyi tolare edilebildikleri belirtilmistir (Drucker ve
Nauck 2006, Karasik ve ark 2008, Abak 2010). Sadece 28 giin sitagliptin verilen (giinde 2
kez 200 mg/kg) obez hastalarda kontrol grubuna gore canli agirlikta azalmanin sekillendigi
(0.6 kg); ancak, farkin 6nemli olmadig: ifade edilmistir (Herman ve ark 2006a). Benzer
sekilde 24 hafta sitagliptin uygulamasinda (0.1 kg) kontrol grubuna gore (0.2 kg) canl
agirlik kaybinin sekillendigi ve bunun 6nemli olmadigi rapor edilmistir (EMEA 2009).
Yine 24 hafta siire ile 100 ve 200 mg/kg/giin dozda sitagliptin uygulamasinda agirlik
kaybinin diisiik (sirasi ile 0.2 ve 0.1 kg) oldugu, bunun da ¢ikis degerlerine gére dnemli
olmadig1; ancak, 1.1 kg azalma gosteren kontrol grubuna goére Snemli oldugu tespit
edilmistir (Aschner ve ark 2006). Ferreira ve ark (2010) diabetik ratlara 26 hafta boyunca
giinde 10 mg/kg dozda sitagliptin uygulamasinin bu grup hayvanlarda gozlenen canli
agirlik kaybmi (% 8.7) 6’1nc1 haftada stabilize ettigini; ancak, bu diizeyin saglikli kontrol
grubunda gozlenen agirlik oranin oldukga altinda kaldigini belirtmislerdir. Aksine Hazman
(2011) tarafindan deneysel diabetik ratlara 12 hafta boyunca agizdan 10 mg/kg giinde tek
doz olarak uygulanan sitagliptinin, kontrol ve diabetik kontrol gruplarma gore canli

agirlikta onemli degisiklikler gostermedigi rapor edilmistir.

Diger klasik antidiabetik ilaglarla karsilastirildiginda, 1 yil boyunca sitagliptin (100
mg/kg/giin) ve sulfoniliire tiirevi olan glipizid (20 mg/kg/giin) kullanilmas1 sonucunda,
sitagliptin grubunda canli agirlik kaybinin (ortalama 1.5 kg), glipizid grubunda ise agirlik
artisginin  (ortalama 1.1 kg) sekillendigi ve gruplar arasindaki farkin 6nemli oldugu
vurgulanmigtir (Merck 2010). Benzer sekilde sulfoniliire tiirevi ilaglarin sitagliptin

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

Oral antidiabetik ilaglarin  kombinasyon tedavileri dikkate alindiginda;
thiazolidinedion (TZD) tiirevi olan pioglitazon tedavisine ek uygulanan sitagliptin ve
metformin ilavesinin viicut agirhgr degisimini  igeren parametreler yOniinden
karsilagtirmas1 sonucunda, sitagliptin ilavesi ile kilo kaybmin gdzlenmedigi, metformin
ilavesi ile kilo kaybinin sekillendigi tespit edilmistir (Derosa ve ark 2009). Biguanid tiirevi
antidiabetiklerden metformin tedavisine sitagliptin ve glipizid ilavesi uygulandiginda ise,
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
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inhibitorlerinin kullaniminda sekillenmedigi vurgulanmistir (Ahren 2007, Abak 2010).
Biguanid tiirevi metformin ile birlikte inkretin mimetik ya da DPP-4 enzim inhibitorlerinin
kullanilmasinda inkretin mimetiklerin diisiik agirlik potansiyellerine karsi DPP-4 enzim
inhibitorlerinin agirlik kazanglar1 agik ve net olmadigi ifade edilmistir (Nauck ve Smith
2009, Abak 2010). Buna karsin metformin ve sitagliptinin 24 hafta kullanimimni 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
onemli oldugu rapor edilmistir (Aschner ve ark 2010). Bir¢ok caligmada da sitagliptinin
canli agirhik artisinda Onemli degisikliklerle iligkisinin bulunmadigi vurgulanmistir.
Dolayist ile sitagliptinin canli agirlik artisina yol acan ve tedavide sinirlayici olan diger
tedavi modellerine gore bu yoniinlin yoksun olmasi bir avantaj olarak degerlendirilmistir
(Charbonnel ve ark 2006, Drucker ve Nauck 2006, Raz ve ark 2006, Rosenstock ve ark
2006, Goldstein ve ark 2007, Nauck ve ark 2007, Thornberry ve Gallwitz 2009, Abak
2010, Merck 2010).

Calismamizda uygulama oOncesi (0. giin) canli agirlik bakimindan (Cizelge 3.1,
Sekil 3.1); Grup 2 ve Grup 3’iin hem kendi aralarinda hem de bu gruplar (Kontrol ve Grup
4) ile aralarindaki farkin anlamli (P<0.001) oldugu tespit edildi. Caligma siiresi sonunda da
(36. giin) baslangictaki canli agirlik degerlerinin benzer sekilde devam ettigi
gozlendiginden baslangigta tespit edilen gruplar arasindaki farkin 6nemli olmadig:
kanaatine varildi. Hatta 0. giin gézlenen 3’lincii grup ile kontrol grubu arasindaki farkin 36.
giinde ortadan kalktig1 saptandi. Calisma sonunda (36. giin) tiim gruplar baslangigtaki (0.
giin) canli agirlik degerleri ile karsilastirildiginda; 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 ne kadar 36. giinde ila¢ uygulama
gruplar1 arasinda ve doza baglh 6nemli agirlik artis1 belirlenmisse de, kontrol grubu ile 10
ve 100 mg/kg doz uygulama gruplar arasinda 6nemli fark tespit edilememistir. Calisma
sonunda kontrol grubu dahil tiim hayvanlarin normal fizyolojik canli agirlik araliklarina
bile ulasamadiklar (erkek ratlar icin 300 — 500 g) (Hanson 2006, Gad 2007, Abak 2010),
hayvanlarda belirlenen % 10 — 20 araligindaki canli agirlik artisinin fizyolojik gelisim
siireci i¢cinde olabilecegi dikkate alinarak, diger caligmalara benzer sekilde sitagliptinin
artan doz uygulamalarina bile 6nemli derecede canli agirlik artisina veya azalmasina neden

olmadig1 kanaatine varilmigstir.
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Farelerde renal toksisiteye bagli gelisen tubiiler dejenerasyon ve pelviste dilatasyon
eslik ettigi renal tubliler nekrozisin, beraberinde bobrek agirliklarinda da artisa neden
olabilecegi rapor edilmistir. Erkek ve disi farelerde ve sicanlarda > 500 mg/kg/giin dozda
14 hafta sitagliptin uygulamalarinin karaciger doku agirliklariin artmasina ve
hepatoseliiler hipertrofi, enflamasyo, dejenerasyon ve nekrozise neden oldugu bildirilmis;
ancak, indiiklenmis karaciger ve renal toksisitenin mekanizmasi tam olarak

aydinlatilmamistir (EMEA 2007).

Yapilan bir¢cok calismada olusan /veya deneysel olusturulan diabet modellerinin
sagaltiminda kullanilan /veya kullanilabilecek ilaglarin gesitleri etkileri degerlendirilmis;
ancak, doku agirliklar1 iizerinde pek fazla degerlendirme yapilmamistir. Bu kapsamda
calisma siiresi sonunda (36. giin) karaciger ve sol bobrek doku agirliklart bakimindan;
kontrol grubu ile 3’ilincli ve 4’lincli grup arasinda fark (P>0.05) olmadigi; ancak, 2’inci
grubun diger gruplarla, benzer sekilde 3’iincii ve 4’lincii grup arasindaki farkin anlamli
oldugu (P<0.001) saptandi. Sag bobrek doku agirliklart bakimindan ise; kontrol grubu ile
3’lncil arasinda fark (P>0.05) olmadigi; bu iki grubun diger gruplarla, benzer sekilde
2’lincli ve 3’lincii grup arasindaki farkin anlamli oldugu (P<0.001) tespit edildi. Doku
agirliklart bakimindan bu farkliliklarin (kismen kontrol grubunda sag bobrek harig) 36. giin
belirlenen fizyolojik gelisim siireci i¢indeki canli agirlik deger artislar1 ile benzer sekilde
olmasi, gruplar arasindaki farkliliklarin canl agirlik degisimine paralel olarak organlarin
gelisime bagli agirlik kazanglari ile orantili olabilecegi, dolayisi ile sitagliptinin artan

dozlarda uygulanmasinin doku agirliklarina etkisinin olmadig: kanaatine varilmistir.

DPP-4 enzim inhibitdrlerin aglik kan glikoz degerleri ve tokluk kan glikozundaki
sapmalar1 azalttigi, sitagliptinin ile tedavi edilen hastalarda kan glikoz diizeyine etkileri
bakimindan hipoglisemi riskinin klinik olarak oldukg¢a 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, Abak 2010). Ancak, bu avantajini insiilin veya diger klasik antidiabetik
ilaglardan sulfoniliire tiirevleri ile kullanildiginda kaybettigi (Hermansen ve ark 2007,
Dhillon 2010, Abak 2010) tiazolidinedion tiirevi ilaglarda ise korundugu; bu nedenle
kombine ilag uygulamalarinda hypoglisemi riskinin dikkate alinmasi gerektigi
vurgulanmaktadir (Drucker ve Nauck 2006, de Valk 2007, Hermansen ve ark 2007, Abak
2010). Sinirlt sayida hastada (75 kisi sitagliptin, 50 kisi kontrol) yapilan bir ¢alismada ise

55



sitagliptinin kontrole gore yiiksek oranda hipoglisemi riski (siras1 ile % 15.5 ve % 7.8)
tagidigi, gruplar arasindaki bu etkinin diisiik olmasina ragmen genis topluluklarda orta
derecede onem tasidigi belirtilmistir (EMEA 2009, Abak 2010). Sitagliptinin metformin
ile birlikte kullanilmast durumunda (% 5), glipizid ile kombinasyonuna (% 32) oranla daha
diisiik hipoglisemi riski tasidigi belirtilmigse de sitagliptinin sulfoniliire tlirevleri ya da
insiilin ile kombine kullanildigina hipoglisemi riskinin kontrol grubuna goére 6nemli fark
olusturmadigi ifade edilmistir (Ahren 2007, Nauck ve ark 2007, Monami ve ark 2009,
Abak 2010). Deneysel diabetik ratlara 12 hafta agizdan 10 mg/kg/giin tek doz uygulanan
sitagliptinin, aglik kan sekerini kontrol ve diabetik kontrole gore 4’ilincii haftadan sonra
etkiledigi; aclik kan sekerinin ila¢ uygulamasina ragmen diabetik kontrole gore yiiksek

seyrettigi; 20’inci haftadan sonra 6nemli oranda diisiirdiigii bildirilmistir (Hazman 2011).

Aclik kan sekerini sitagliptinin (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). 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 aglik ve tokluk kan glikoz diizeyini 6nemli 6l¢iide diistirdiigii (Raz ve
ark 2006, Argyrakopoulou ve Doupis 2009, EMEA 2009), 6zellikle ilk 6 hafta i¢inde kan
glikoz degerini istenen diizeylere diisiirerek 2.5 yil boyunca belli bir diizeyde (~ 142
mg/dL) korudugu, hatta stabil kaldig: 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 gore Onemli
azalmalar sekillendirdigi, ilk 6 haftadan sonra azalmanin istikrarl seyrettigi, 12. haftadan
sonra ise hafif bir artisin gelistigi saptanmistir. Bu sirada sitagliptin etkin dozlar1 arasinda
kan glikoz seviyesi degisimi yoniinden fark olmadig: belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada tokluk
kan glikoz degerinin 2 saatte icinde kontrole gore (2.2 mg/dL) gore onemli dl¢iide azaldig

(swras1 ile 48 ve 56.3 mg/dL ) ifade edilmistir (Aschner ve ark 2006).

Cift inkretin hormonlu (GLP-1 ve GIP) farelerde OGTT sonrast DPP-4 enzim
inhibitorlerinin plazma glukoz diizeyini diisiirmedigi (Hansontia ve ark 2004), tek doz
sitagliptinin plazma DPP-4 enzim aktivitesini inhibe ederek, GLP-1 diizeyini doza bagl
olarak anlamli bir sekilde diisiirdiigii (Herman ve ark 2005), dolayis1 ile GLP-1 ve GIP nin
DPP-4 enzim inhibitorlerinin seker diizenlemedeki etkilerinde ©onemli mediatorler
olabilecegi ifade edilmektedir (Gautier ve ark 2005, Aschner ve ark 2006, Herman ve ark
2006).
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DPP-4 enzim inhibitorlerinden biri olan sitagliptin ile uzun stireli tedavi alan Tip-2
DM hastalarinda aglik ve tokluk kan sekeri ile HbAlc diizeyi diiserken, beden agirliklari,
hipoglisemi goriilme sikliginin plaseboya gore oldukea diisiik oldugu (Ahren ve ark 2004a,
Ahren ve ark 2004b), benzer sekilde normal kan glukoz konsantrasyonuna sahip saglikli
erkeklerde 600 mg’a kadar ¢ikan (tavsiye edilen giinliik dozun 6 kat1) tek doz sitagliptin
uygulamalarinda (Herman ve ark 2005), yine Tip-2 DM’li hastalara 3 ay tek doz, orta yas
obez olgularda ise 200 mg sitagliptin uygulamalarinin klinik degerlendirilmesinde
plaseboya gore hipoglisemi insidansim1 yiikseltmeden iyi tolare edilebildigi rapor
edilmistir. Orta yas obez olgularin ~ 1 ay sonunda viicut agirliklarinda ilk giine gore
kiyasla 0,6 kg, plasebo grubunda ise 0,2 kg diizeyinde bir disilisiin sekillendigi
belirtilmistir (Herman ve ark 2006a).

Sitagliptinin yine DPP-4 enzim inhibitérii olan vildagliptin ile yapilan bir
calismada, hipoglisemi olusturma sikliklarinin plasebodan farkli olmadigi, siilfoniliireler ve
insiilin ile kombine edildiklerinde de bu etkinin degismedigi tespit edilmistir. Sitagliptin,
GLP-1 peptidini inaktive eden DPP-4 enzimini inhibe ederek GLP-1 diizeylerinin normal
diizeylerde kalmasini sagladigi ve glukoz seviyelerini disiirdiigli, DPP-4 enzim
inhibitdrlerinin hipoglisemik risk bakimindan siilfoniliirelere gore diisiik risk faktori
oldugu, tiazolidindionlar ile arasinda farkin bulunmadigi belirtilmistir (Monami ve ark

2009, Hazman 2011).

Calismada uygulama oncesi (0. giin) kan glikoz degerleri bakimindan (Cizelge 3.2,
Sekil 3.2); 2’inci grubun kontrol ve 4’lincii grup ile aralarindaki farkin anlamli (P<0.01)
oldugu tespit edildi. 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,
kontrol grubu ve Grup 2’de ise sirast ile % 14.25 ve % 9.37 oraninda artis oldugu tespit
edildi. Bu artig oranlarinin her {i¢ grupta da ¢ikis degerlerine gére 6nemli fark (P>0.05)
gostermedigi tespit edildi. Ancak, 4’iincii gruptaki artis oraninin % 7.53 oraninda olmasina
ragmen diger gruplardan farkli olarak ilag uygulama oncesi (0. giin) degerlere gore farkin
(P<0.05) anlamli oldugu belirlendi. Calismada 36. giinde, uygulama Oncesine gore her
nekadar kan glikoz diizeylerinde artiglar (% 2.5 — 14.25 araliginda) gozlenmis olsa da, bu
degerlerin fizyolojik kan glikoz araliginda (80 — 150 mg/dL) kaldigi, o6zellikle ratlardaki
canli agirhik artisidda dikkate alindiginda ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
sitagliptinin etkin ve yiiksek uygulama dozlarinda bile doza bagli olarak kan glikoz

diizeyinde 6nemli derecede artis veya azalmaya neden olmadigi, dolayisi ile hipoglisemi
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riskinin oldukea diisiik oldugu kanatine varilmigtir. 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 bagimli bircok karmasik mekanizma
aracilifiyla kan glikozunu diisiirmesi seklinde de agiklanabilir (Herman ve ark 2006a).
Ayrica agirlik artisina paralel kilo aliminin kan glikoz seviyesini ylikseltebilecegi, ileri
diizeylerde ise asir1 canli agirlik artisinin Tip 2 DM igin risk faktorii olabilecegi goz ardi

edilmemelidir (Chan ve ark 1994, Colditz ve ark 1995, Anonim d 2010).

Artmig serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun birgok hastaligin
patogenezinde rol aldigini1 gostermektedir. Yapilan bir¢ok ¢alismada olusan /veya deneysel
olusturulan hastaliklarin sagaltiminda kullanilan /veya kullanilabilecek ilaglarin oksidatif
stres parametreleri /veya metabolizmasi lizerine olas1 etkileri degerlendirilmis, fakat bu
ilaglarin kendi /veya metabolitlerinden ya da bunlara bagl ilag¢ — ilag etkilesimleri, ters ilag
reaksiyonlari, yiiksek dozda ilag kullanomi veya ilaglarin direkt toksisitesi
kaynaklanabilecek ROS’ne olan etkileri ve bunlarin oksidatif doku hasaria olan sonuglari
pek degerlendirilmemis olarak karsimiza ciktigindan, calismamizda saglikli ratlarda
sitagliptinin artan dozlarda uygulanmasi ile bu ilacin biyotransformasyonunda ve
atilmasinda 6nemli rol oynayan karaciger ve bobrek doku orneklerinde oksidatif hasar
belirteclerinden SOD ve CAT enzim aktiviteleri ile GSH seviyesi ve MDA
konsantrasyonlarinda olas1 etkileri incelenerek, oksidatif strese olan olasi etkilerinin yeni

arastirmalara 151k tutmasi hedeflenmistir.

Diyabet sagaltiminda kullanilan oral antiditabetik ilaglarin glisemik kontrolii
saglamalarinin yaninda her birinin kendine 0zgli mekanizmalarla ¢esitli dokularda
(karaciger ve pankreas gibi) istenmeyen etki olusturabildikleri gibi farkli doku ve
organlarda diabet komplikasyonlara karst koruyucu etkinlikte gosterebilecekleri ifade
edilmistir (Akkan 2009, Hazman 2011). Sitagliptinin yeni kullanim alan1 bulmasi ve cesitli
klinik etkilerine ait ¢aligmalarda olduk¢a sinirli oldugundan, bu boliimde ilacin su ana
kadar oksidatif strese olan olast etkilerine ait ¢aligmalar yaninda diger oral antidiabetik

ilaglarinda etkileri irdelenmistir.

Farelerde alloksan veya streptozotosin ile olusturulan deneysel diabet modellerinde
eksojen SOD ve CAT enzimi ile hidroksil radikal siipiiriiclilerinin verilmesi ile pankreatik

B hiicrelerinin oksidatif doku hasarina kars1 korucuyu etkinligin saglandigi vurgulanmistir
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(Kaji ve ark 1985). Diyabet ve oksidatif stres arasindaki iligkiyi arastiran Whiting ve ark
(2008), HbA1c diizeyleri arttik¢a oksidan madde diizeyini gostermede kullanilan TBARS
seviyelerinin de arttigini, total antioksidan (TAS) diizeyleri ve antioksidanlardan vitamin E
ile GSH-Px enzim seviyelerinin diistiiginii ifade etmektedirler. Kardiyovaskiiler
komplikasyonlarin gelistigi tip 2 diabet hastalarinda antioksidan parametrelerin incelendigi
baska bir ¢aligmada hastalarin glikoz diizeylerinin artis ile SOD, GSH-Px enzim seviyeleri
ile TAS seviyelerindeki artis arasinda negatif bir korelasyon oldugu ifade edilmektedir
(Colak ve ark 2005). Benzer c¢alismalarda da Tip 2 diabet hastalarinda antioksidan
paremetrelerin (SOD, CAT ve GSH-Px enzim seviyleri ile TAS gibi) kontrol grubuna gore
diisiis gosterdigi, oksidan parametrelerinin (MDA ve total oksidan (TOS) gibi) ise
yiikseldigi rapor edilmektedir (Vantyghem ve ark 2000, Dordevic ve ark 2008, Maharjan
ve ark 2008). Bununla birlikte tam aksine deneysel diabetik rat modelinde kontrol grubuna
gore MDA, NO gibi oksidan maddelerle birlikte SOD, CAT, ve GSH-Px enzim
diizeylerinin yiikseldigi, GSH seviyelerinin ise distiglinii bildiren c¢alismalar da
bulunmaktadir (Celik ve Erdogan 2008, Ferreira ve ark 2010, Hazman 2011). Benzer
sekilde Delibas ve ark (2003) normal ve Tip 2 diabetik hastalarda 8 hafta yiirittiikleri bir
calismada, diabet grubunda beklenen lipid peroksidasyona bagli MDAdiizeyinin arttigint;
ancak, kontrole gére SOD ve GSH-Px enzim aktivitesi diismezken, CAT aktivitesinde
gozlenen artigin, artan peroksitlerin temizlenmesine yonelik hiicresel bir cevaptan soz
edilebilecegini, artan MDA diizeylerinde ise CAT enzim aktivitesinin tek basina yetersiz

kaldigin ifade etmislerdir.

Diabetik hastalara 3 ay boyunca antidiabetik ila¢ (tek basina siilfoniliire ve
stilfoniliire — biguanidin — akarboz kombinasyonu) uygulamasi sonrasi, aclik kan sekerleri
arasinda fark olusmadigi, CAT enzim aktivitesinin (eritrositlerde) kontrol degerlerinin
altina distiigii, Cu,Zn-SOD enzim aktivitesi (eritrositlerde) ile TBARS (eritrosit ve
plazmada) ve NO, /NO3™ (plazmada) seviyelerinde artislarin gozlendigi rapor edilmistir.
CAT enzim aktivitesinde gozlenen azalmanin nedeni tam olarak agiklanamamakla birlikte,
bunun oral antidiabetik ilaglarin etkisi ile olusan diisiik kan glikoz seviyesine ve/veya
giiclii  stiperoksit radikal siipiiriiclilerin aktivitesine bagli olabilecegi belirtilmistir.
Yiikselen Cu,Zn-SOD enzim aktivitesi ise artmis siiperoksit radikali, lipid peroksidasyona
bagl yiiksek TBARS seviyesi veya Cu,Zn-SOD ile metabolize olmayan diger radikaller
sebebiyle olabilecegi ifade edilmistir. (Kaji ve ark 1985, Jennings ve ark 1992, Aydin ve
ark 2001).
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Gliklazid ve insiilin alan iki farkli diabetik hasta grubunda yapilan bir ¢alismada,
gliklazid teavisinin GSH-Px enzim aktivitesinde, insiilin tedavisinin ise SOD ve GSH-Px
enzim aktivitesinde onemli artiglar sekillendirdigi, CAT enzim aktivitesinin ise her iki
hasta grubunda da insiilin grubunda anlamli olmakla birlikte bir miktar diisiislerin
gozlendigi; ancak bunlarin kontrol grubuna gore yiliksek kaldigi rapor edilmistir (Delibag
ve ark 2003). Ayni arastiricilar, insiliiniin daha yiiksek olmakla birlikte gliklazidin de
antioksidan etkilerinin oldugu; ancak, hem insulin hem de gliklazid tedavisinin lipid
peroksidasyonunu benzer dilizeyde azalttigi vurgulamiglardir. Oral antidiabetik olarak
kullanilan ve bir siilfoniliire grubu olan gliklazidin eritrositlerde SOD enzim aktivitesini
artirarak, plazma lipid peroksit seviyelerini ise diislirerek oksidatif stresi azalttig1 (Jennings
ve Belch 2001), gliburidin kalp dokusunda SOD enzim aktivitesini azaltigi, CAT ve GSH-
Px enzim aktivitesini ise artirdigi (Bukan ve ark 2004), glibenklamidin ise karaciger
dokusunda benzer sekilde SOD ve CAT enzim aktivitesini direkt olarak artirdigi; ancak,

bobrek dokusunda ise degistirmedigi ifade edilmistir (Elmali ve ark 2004).

Pavlovi¢ ve ark (2000) oral antidiabetik ilaglardan biguanid grubunda yer alan
metforminin oksidatif stresi artirdigini belirtirken, Bonnefont-Rousselot ve ark (2003)
glikoz ve proteinlerin amino gruplari arasinda gelisen enzimatik olmayan ileri glikasyon
son Uriinlerinin (AGE) ve asir1 serbest radikal iiretim diizeylerininin direkt diismesine bagh
olarak antioksidan etkinlik gbzlenebildigi belirtilmislerdir. Yine ayni arastiricilar 16kosit
hiicrelerinin uyarilmasima bagli artirilan serbest radikallere karsi kullanilan metforminin,
dogrudan serbest oksijen radikallerine karsi siipiiriicii etki yaptigi, dolayli yoldan ise
intraselliiler siiperoksit (O, ) radikali kaynaklarindan NADPH oksidaz enzim aktivitesini
diizenleyerek O,  radikal olusumunu azaltifi ve oksidatif stresi Onleyebildigini ifade
edilmislerdir (Bonnefont-Rousselot ve ark 2003). Benzer sekilde Srividhya ve ark (2002)
metforminin lipid peroksit seviyelerini etkileyerek, lipid peroksidasyon ve antioksidan
sistem arasindaki dengeyi olumlu yonde etkiledigi tespit edilmistir. Kardio-vaskuler
hastalik riskini artiran polikistik over sendromlu hastalarda artmig ROS’nin paraoksonaz —
1 (PON 1) enzim aktivitesini azaltirken, MDA diizeylerini yiikselttigi, metforminin ise bu
etkileri tersine ¢evirerek ateroskleroza neden olan lipid peroksidasyonu azalttifi ve
oksidatif stresi onleyebildigi tespit edilmistir (Koger ve ark 2008). Aksine Yilmaz ve ark
(2005) ise benzer hasta grubunda metforminin sagaltimmin MDA diizeylerinde anlaml

etkilere yol agmadigini belirtmislerdir.
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Diabetli hastalarda metformin ve rosiglitazon, viicut agirligt ve viicut kitle
indeksinde diislise neden oldugu, metformin bel c¢evresinde, rosiglitazon ise kalga
cevresinde yogun azalmalar yaptigi belirtilmistir. Silfidril grubu tasiyan antioksidan
diizeylerinde (GSH, alblimin, sistein gibi) artict etkinligin rosiglitazon ile daha fazla
gozlendigi ve yine rosiglitazonun, metformine kiyasla oksidatif stres parametrelerinden
serum MDA diizeylerini daha fazla oranda diislirmesine ragmen bunlarin anlamli olmadig1
rapor edilmistir. Bu da hasta sayisinin diisiik olmasina ve rosiglitazonun antioksidan enzim

diizeyinde daha fazla artis yapmasina baglanmistir (Kilit 2007).

Glinlimiizde karaciger toksisitesinden dolayr klinik kullanimdan kaldirilmis
olmasina ragmen (Akkan 2009) oral antidiabetik ila¢ olarak kullanilmis thiazolidinedion
(TZD) grubu ilaglarin da (rosiglitazon, pioglitazon gibi) diabet hastalarinda HbAlc
diizeyindeki azalmalara es zamanli olarak, diabete bagl asir1 serbest radikal olusumunu da
inhibe ettigi ve oksidatif stresi onleyebildigi, buna bagh diabetik komplikasyonlarin 6niine
gecilebildigi belirtilmektedir (Daros ve ark 2004). Deneysel diabetik farelerde TZD grubu
antidiabetiklerden pioglitazonun B-hiicrelerinde hem oksijenaz-1 (HO-1) enziminin ve 4-
hidroksi-2-nonenal (HNE) gibi lipid belirteclerinde azalma oldugu ve B-hiicrelerinin
mevcut durumunun korunabildigi tespit edilmistir (Ishida ve ark 2004). Ayrica
pioglitazonun ROS’nin iiretimini insiilin gibi hormonlarmi diisiik konsantrasyonlarda
barindiran MING6 hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda % 24 oraninda, farelerde pankreastan izole
edilen adacik hiicrelerinde ise % 53 oraninda azaltigi, dolayisi ile ilacin B-hiicrelerini

apoptoza karsi korudugu tespit edilmistir (Saitoh ve ark 2008).

Vaghasiya ve ark (2010) sitagliptin ile endojen GLP-1 etkisinin potansiyalize
edildigi ve iskemik reperfiizyon renal (R-I/R) hasar1 sirasinda artan ROS ve NO’in hiicre
bozulmasina aracilik ettigi dikkate alinarak olusturulan farkli gruplardan, diabet — R-I/R ile
diabet — R-I/R — sitagliptin (5 mg/kg dozda giinde 1 kez, 14 giin) uygulama gruplarn
karsilastirildiginda; R-I/R ile renal dokuda nitrik oksit (NO) seviyesi, ksantin oksidaz (XO)
ve myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi ile lipid peroksidasyonun (MDA) artig1, SOD, CAT
ve GSH-Px enzim aktivitesi ile GSH seviyesinde azalmalarin gozlendigini tespit edilmistir.
Buna gore hipergliseminin ikincil etkilerinden olan NO olusumu, yiikselen oksidatif stres
ve inflamasyo cevabin (tiimor nekrozis faktér, TNF-a) R-I/R ile olusan bobrek hasarinin
sebepleri olabilecegi ve sitagliptin tedavisi ile R-I/R sonrasi bobrek dokusunda lipid
peroksidasyonunun diistiigli, antioksidan enzim seviyelerinin artigina bagli olarak bobrek

komplikasyonlarindan korunulabilecegi rapor edilmistir.
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Ferreira ve ark (2010) Zucker diabetik yag (ZDF) ratlarina agizdan 10 mg/kg giinde
tek doz olarak 6 hafta boyunca wverilen sitagliptinin kontrol ZDF ratlar1 ile
karsilastirildiginda, serum lipid peroksidasyonunu (MDA diizeyini) degistirmedigi, TAS
seviyesini ise Oonemli oranda azalttigini1 belirtilmislerdir. Pankreas ve kalp dokusunda ise
serumdakinin aksine MDA konsantrasyonlarinda énemli azalmalarin gozlemlendigini ifade
etmiglerdir. Sitagliptinin dokularda ise degismeyen MDA konsantrasyonun artmis serum
TAS diizeyini diisiirerek telafi edilebildigi vurgulanmistir. Dolays1 ile sitagliptinin
pankreas ve kalp dokusunda lipid peroksidasyonunu olumlu etki gosterdigi, bununda ilacin
endokrin dokuda histopatolojik lezyonlarin ve pankreasta ekzokrin yangi mediatorlerinin
siddetini azaltig1, insiilin direncine, B-hiicre sayisinda azalma ve mikro- ve makro-vaskuler
komplikasyonlara bagli anahtar gorevi gdéren patofizyolojik mekanizmalara

aciklanabilecegi rapor edilmistir.

Deneysel diabet olusturulan ratlarda sitagliptinin (agizdan 10 mg/kg giinde tek doz
olarak) oksidan — antioksidan dengeye etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada,
diabetik kontrole gore plazmalarinda oksidatif stresi (TAS ve TOS diizeyinde)
etkilemedigi, pankreas dokusunda ise TAS seviyelerini diiglirerek, TOS seviyesini
degistirmeksizin oksidatif stresi artirdig tespit edilmistir (Hazman 2011). Ayn arastirmada
karaciger dokusunda, sitagliptinin niikleer faktor kapa-B (NFkB) ve indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (iNOS) gen ekspresyonlarin1 uyararak antioksidan enzimlerin (SOD, CAT ve
GSH-Px) mRNA ekspresyonlarim1 baskiladigi, boylelikle oksidatif stresi diabetik rat
karacigerinde artirdig belirtilmistir. Pankreas TAS diizeylerinin diismesinin nedeni, glikoz
seviyelerinin azalmasina bagli olarak gelisen lipotoksisite ve glikotoksitenin azalmasinin
gosterilebilecegi ifade edilmektedir. Bununla birlikte sitagliptinin pankreas dokularinda
TAS diizeylerini diisiiriirken, TOS diizeylerine etki etmemesi de oksidan — antioksidan
dengeye katkisinin oksidanlar lehine oldugu, yani oksidatif stresi artirdig: seklinde ortaya
konmaktadir. Sitagliptin, inflamatuar stokinlerden TNF-a araciligiyla hiicre i¢i oksidatif
stresi tetikleyerek, NFkB’yi aktive ederek ¢ekirdege translokasyonunu ve DNA zincirinin
ilgili baglanarak iNOS’un gen aktivasyonu gerceklestirdigi vurgulanmaktadir. Aktivasyonu
gerceklesen iINOS etkisiyle uzun siireli ve yiiksek seviyelerde NO iiretilmekte, bununda
etkisiyle olusan daha toksik radikaller ve bu radikallerinde karaciger antioksidan enzimleri
(SOD, CAT ve GSH-Px) inhibe etmesi sonucunda, oksidatif stresi artirdigi rapor
edilmektedir. Sonucta sitagliptinin antioksidan sistemi desteklemeyen antidiabetik bir ilag

profili ortaya koydugu vurgulamaktadirlar.
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Calismamizda antioksidan enzimler (SOD ve CAT enzim aktivitesi ile GSH
seviyesi) ve MDA konsantrasyonlar1 bakimindan; karaciger dokusunda sadece GSH
seviyesinin kontrol ve 2’inci grup arasinda, yine 3’lincii ve 4’lincli grup arasinda fark
(P>0.05) olmadigi; bu ikili gruplarin ise birbirleri ile aralarindaki farkin anlamli (P<0.001)
oldugu saptandi. Bobrek dokusunda ise yalnizca CAT enzim aktivitesi bakimindan; kontrol
grubu ile deneme gruplari arasindaki farkin anlamli (P<0.01) oldugu saptandi. Genel
olarak 1i¢ farkli dozda sitagliptin uygulamalarinin; karacigerde artan MDA
konsantrasyonunu ve antioksidan enzim aktivitelerine ragmen, karaciger ve bdbrek
dokusunda lipid peroksidasyonuna (MDA diizeyinde) neden olmadigi;  karaciger
dokusunda 10 ve 100 mg/kg/gilin sitagliptin uygulamalarinin GSH seviyesi yoniinden
kontrol grubuna gore Onemli artislar sekillendirdigi; bobrek dokusunda ise her ii¢
uygulama dozunun da CAT enzim aktivitesi bakimindan kontrol grubuna goére O6nemli
diisiislere neden oldugu tespit edilmistir. Bu etkilerin ilacin dokularda farkli mekanizmalari
etkiyerek uyumlu degisikliklere neden olamayabilecigi, NFkB ve iNOS gen
ekspresyonlarinit uyararak antioksidan enzimlerin (SOD, CAT ve GSH-Px) mRNA
ekspresyonlarini baskilayabildigi, boylelikle oksidatif stresi karacigerde artirdigi (Hazman
2011) ya da artirabilecegi dikkate alindiginda bizim ¢alismamizda bunun siddetli olmadigi;
ancak, ilgili mekanizma ile baglantili olabilecegi kanisina varildi. Sitagliptinin, normal kan
sekerinde anormal dalgalanmalara yol a¢madigindan (diisiik glikotoksitenin riski)
karaciger ve bobrek dokusunda lipid peroksidasyununu etkilemedigi i¢in bobrekte azda
olsa oksidan — antioksidan dengeye katkisinin antioksidanlar lehine oldugu, yani

olusabilecek oksidatif strese kars1 kismen de olsa katki saglayabilecegi tespit edilmistir.

Bir¢ok calismada, deney ve hasta kosullari, yas, agirlik, diabet hastaliginin siiresi,
uygulanan diyet gibi farkliliklar dikkate alindiginda oksidatif stres parametrelerinde tam
bir uyumun sekillenmedigi gozlenmektedir. Dolayisi ile sitagliptinin oksidan — antioksidan
dengeye olan etkilerinin tam olarak belirlenmesinde sadece kalp ve bobrek dokularindan
elde edilecek verilerin yeterli olamayabilecegi, ilag metabolizmas: ile ilgili farkli dokularda
da degerlendirmelerin yapilmasi gerektigi dikkate alindiginda; farkli deneme modelleri
olusturulmus hayvanlarda daha genis parametreleri i¢ine alan, farkli siire ve dozlarda
sitagliptinin kullaniminm1 iceren kapsamli calismalarin yapilmasi, ilacin oksidatif stres
mekanizmasina olan etkisinin aydinlatilmasina daha fazla katki saglayacagi kanisina

varilmistir.
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5. SONUC

In vivo ve in vitro ¢alismalarda cesitli amaglarla kullanilan ilag (antiepileptikler ile
nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastikler) ve ilag
metabolitleri ile bunlara bagl ila¢ — ilag etkilesimleri, ters ilag reaksiyonlari, yliksek dozda
ila¢c kullanim1 veya ilaglarin direkt toksisitesi yaninda bazi toksik maddelerin (pestisid,
sigara dumani, aromatik hidrokarbonlar, radyasyon, fotokimyasal maddeler gibi) etkileri
sonucu ortaya c¢ikabilecek hepatotoksisite, norotoksisite, genotoksisite, embriyotoksisite,
immiinotoksisite gibi etkenlerin patogenezinde artmis ROS’nin neden oldugu oksidatif

doku hasarinin rol oynadigi ortaya konmustur.

Insiilin saliverilmesinin diizenlenmesinde rol oynadigi belirtilen “inkretinler”;
insiilin salgilatict olan GLP-1 ve GIP, ¢ok kisa etkili barsak hormonlari olup yarilanma
omiirleri birka¢ dakikadir. Inkretin analogu/veya agonisti olan uzun émiirlii ilaglar ya da
DPP-4 enzimini inhibe ederek inkretinlerin inaktivasyonunu yavaglatan DPP-4 enzim

inhibitorleri ilag olarak gelistirilmistir.

Bu calismada, iilkemizde 2009 yilinda kullanima girmis DPP-4 enzim
inhibitorlerinin ilk temsilcisi olan sitagliptinin saglikli ratlarda agizdan 36 giin boyunca
giinde 1, 10 ve 100 mg/kg dozlarda uygulanmasini takiben uygulama 6ncesi ve uygulama
sonras1 canli agirlik ve kan glikoz diizeyleri iizerine olasi etkileri ile karaciger ve bobrek
doku agirliklarindaki olas1 degisikliklerin belirlenmesi amaglanmigtir. Sitagliptinin artan
dozlarda uygulanmasi ile ilacin biyotransformasyonunda ve atilmasinda onemli rol
oynayan karaciger ve bobrek doku orneklerinde oksidatif hasar belirteclerinden SOD ve
CAT enzim aktiviteleri ile GSH seviyesi ve MDA konsantrasyonlarinda olas1 etkilerinin

incelenmesi hedeflenmistir.

Uygulama sonunda (36. giinde) sitagliptin verilen gruplar arasinda ve doza bagl
onemli canli agirlik artis1 belirlenmisse de, kontrol grubu ile 10 ve 100 mg/kg sitagliptin
verilen gruplar arasinda dnemli fark tespit edilememis, hayvanlarin normal fizyolojik canli
agirlik araliklarina bile ulasamadiklari (erkek ratlar icin 300 — 500 g) saptanmistir. Kontrol
grubunda da ratlarin normal fizyolojik canli agirhik diizeyine erisemedigi ve tiim

hayvanlarin agirhigindaki % 10 — 20 arasindaki artisinin fizyolojik gelisim siireci iginde
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olabilecegi dikkate alinarak, sitagliptinin artan doz uygulamalarina bile énemli derecede

canli agirlik artis1 veya azalmasina neden olmadigi tespit edilmistir.

Karaciger ve bobrek doku agirliklart bakimindan; farkliliklarin (kismen kontrol
grubunda sag bobrek hari¢) 36. giin belirlenen fizyolojik gelisim siireci i¢indeki canli
agirlik deger artiglart ile benzer sekilde olmasi, gruplar arasindaki farkliliklarin canli
agirlik degisimine paralel olarak organlarin gelisime bagli agirlik kazanglari ile orantili
olabilecegi, dolayisi ile sitagliptinin artan dozlarda uygulanmasinin doku agirliklarina

etkisinin olmadig1 kanaatine varilmistir.

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

ile hipoglisemi riskinin oldukga diisiik oldugu gozlenmistir.

Farkli dozlarda sitagliptinin uygulamalarinin; karacigerde artan MDA
konsantrasyonunu ve antioksidan enzim aktivitelerine ragmen, karaciger ve bobrek
dokusunda lipid peroksidasyonuna (MDA diizeyinde) neden olmadigi;  karaciger
dokusunda giinde 10 ve 100 mg/kg tez doz sitagliptin uygulamalarinin GSH seviyesi
yoniinden kontrol grubuna gore 6nemli artislar sekillendirdigi; bobrek dokusunda ise her
tic sitagliptin uygulama dozunun da CAT enzim aktivitesi bakimindan kontrol grubuna

gore onemli diisiislere neden oldugu tespit edilmistir.

Sitagliptinin oksidan — antioksidan dengeye olan etkilerinin tam olarak
belirlenmesinde sadece kalp ve bobrek dokularindan elde edilecek verilerin yeterli
olamayabilecegi, farkli deneme modelleri olusturulmus hayvanlarda daha genis
parametreleri i¢ine alan, farkl siire ve dozlarda sitagliptinin kullanimini igeren kapsamli
caligmalarin  yapilmasinin, ilacin oksidatif stres mekanizmasina olan etkisinin

aydinlatilmasina daha fazla katki saglayacagi kanisina varilmistir.
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OZET

Sitagliptin’in rat karaciger ve bobrek dokusunda oksidatif stres metabolizmasi

iizerine etkisi

Calismada dipeptil peptidaz - 4 (DPP-4) enzim inhibitoriiniin ilk temsilcisi olan
sitagliptinin saglikli ratlara artan dozlarda uygulanmasini takiben canli agirlik (g) ve kan
glikoz diizeyleri (mg/dL) ile karaciger ve bobrek doku agirliklar (g) iizerine olasi etkileri
ile sitagliptinin biyotransformasyonunda ve atilmasinda 6nemli rol oynayan karaciger ve
bobrek doku 6rneklerinde oksidatif hasar belirteglerinden siiperoksit dismutaz (SOD, U/mg
doku protein) ve katalaz (CAT, k/mg doku protein) enzim aktiviteleri ile glutatyon (GSH,
mg/mg doku protein) seviyesi ve malondialdehid (MDA, nmol/mg doku protein)

konsantrasyonlarinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Bu amagla ortalama 229,26 + 28,92 g canli agirliginda 2 — 3 aylik toplam 40 adet
erkek Wistar-Albino rat kullanildi. Ratlar dogal giin 15181indan yararlanmalar1 saglanarak 22
°C (£ 2) tutuldu ve standart rat yemi ile icme 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 agirliklar degerleri bakimindan; uygulama dncesi (0. giin) gruplar arasindaki
farkliliklarin 36. giinde benzer sekilde devam ettigi, hatta 3’iincii grup ile kontrol grubu
arasindaki farkin ortadan kalktig1 belirlendi. Canli agirlik artisinin %10 — 20 araliginda ve
en az % 10.05 ile Grup 2’de, kontrol, Grup 3 ve Grup 4’te ise sirasi ile % 10.62, % 13.62 —
18.59 oraninda oldugu tespit edildi.

Karaciger ve sol bobrek doku agirliklar1 bakimindan; 2’inci grubun diger gruplarla,

3’lincili ve 4’lincii gruplarin kendi aralarindaki farkin anlamli oldugu saptandi. Sag bobrek
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doku agirliklar1 bakimindan ise; kontrol grubu ile 3’{incli grubun diger gruplarla, benzer

sekilde 2’lincii ve 3’lincii grup arasindaki farkin anlamli oldugu tespit edildi.

Kan glikoz degerlerinin, 36. giin sitagliptin uygulama gruplarinin kendi arasinda ve
kontrol grubu ile 4’iincli grup arasinda fark olmadig: 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
strast ile % 9.37 ve % 14.25, Grup 4’te ise % 7.53 diizeyinde oldugu tespit edildi.

Tiim gruplarda belirlenen canli agirlik artisinin (% 10 — 20) fizyolojik gelisim
stireci i¢inde kaldig1, doku agirlik kazanglarinin da canli agirlik ve organ gelisimine paralel
olarak arttif1 tespit edildi. Kan glikoz diizeylerindeki yilikselmelerin (% 2.5 — 14.25)
fizyolojik aralikta seyrettigi saptandi. Buna gore sitagliptinin artan doz uygulamalarinda
onemli canli agirlik ve doku agirlik degisimlerine neden olmadig: ve hipoglisemi riskinin

diisiik oldugu gozlendi.

Karacigerde artan MDA konsantrasyonunu ve antioksidan enzim aktivitelerine
ragmen, karaciger ve bobrek dokusunda lipid peroksidasyonuna (MDA diizeyinde) neden
olmadigi; karaciger dokusunda giinde 10 ve 100 mg/kg tez doz sitagliptin uygulamalarinin
GSH seviyesi yoniinden kontrol grubuna gore Onemli artiglar sekillendirdigi; bdbrek
dokusunda ise her ii¢ sitagliptin uygulama dozunun da CAT enzim aktivitesi bakimindan

kontrol grubuna gére dnemli diisiislere neden oldugu tespit edilmistir.

Sitagliptinin oksidan — antioksidan dengeye olan etkilerinin tam olarak
belirlenmesinde sadece kalp ve bobrek dokularindan elde edilecek verilerin yeterli
olamayabilecegi, farkli deneme modelleri olusturulmus hayvanlarda daha genis
parametreleri igine alan, farkli siire ve dozlarda sitagliptinin kullanimini igeren kapsaml
caligmalarin  yapilmasinin ilacin  oksidatif stres mekanizmasina olan etkisinin

aydinlatilmasina daha fazla katki saglayacagi kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: DPP-4 enzim inhibitori, oksidatif stres, rat, sitagliptin.
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SUMMARY

Effects of sitagliptin on oxidative stress metabolism in liver and kidney tissues in rats

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 and also to assess the possible damage of oxidative stress in liver
and kidney tissues, measuring by the level of superoksit dismutaz (SOD, U/mg tissue
protein) and catalaz (CAT, k/mg tissue protein) enzyme activity, glutatyon (GSH, mg/mg
tissue protein) level and malondialdehid (MDA, nmol/mg tissue protein) concentrations in

rats following administration with increased doses.

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.

Comparing the liver and left kidney tissue weights; there was a significant

difference between groups 3 and 4, and also between group 2 and the other groups. In
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terms of the right kidney tissue weights, group 3 and the control group with other groups,

and similarly revealed significant difference between group 2 and group 3.

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, however it was in the level of % 7.53 in group 4.

It was determined that the increase in body weight (10-20 %) to fall within the
physiological development, tissue weight gains were increased in parallel with the body
weight and organ development. Moreover, it was found that the elevations of blood
glucose levels (2,5-14,25 %) were in physiological range. Accordingly, it was observed
that the selected doses of sitagliptin didn’t cause significant changes in body and tissue

weights, and the risk of hypoglycemia was lower.

Although the increasing of MDA concentration and the antioxidant enzyme
activities in the liver, do not cause lipid peroxidation (MDA level) in liver and kidney
tissue; following daily 10 and 100 mg / kg dose of sitagliptin administration, GSH level
increased significantly compared with the control group in liver tissue. Moreover, in term
of CAT enzyme activity in renal tissue, it was determined that all three doses of sitagliptin

administrations caused significant decrease compare to the control group.

It was concluded that data only obtained from heart and kidney tissues may not be
enough to determine completely the effects of sitagliptin’s oxidant - antioxidant balance; in
animals in which different experimental models are generated into a wider parameters,
involving the use of sitagliptin’s different dosages and durations of making comprehensive

studies may help to clarify the effect of the drug on the mechanism of oxidative stress.

Key words: DPP-4 enzyme inhibitor, oxidative stress, rat, sitagliptin.
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