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OZET

SAGLIKLI VE TiP 2 DiYABET MODELi OLUSTURULAN RATLARDA
VERAPAMILIN SAKSAGLIPTININ FARMAKOKINETIGI UZERINE ETKIiSi

Diabetes Mellitus (DM) kronik hiperglisemi ile seyreden, insiilin sekresyonunda
tamamen ya da kismen eksiklik ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Insiilin
sekresyonunda kismen azalma ve/veya perifer dokularda insiilin direnci ile karakterize
olan ve diyabet vakalarinin yaklasik %90’mn1 olusturan sekli ise Tip 2 Diabetes Mellitus
(T2DM)’dir. T2DM hastalarinin en 6nemli hastaneye yatis ve Olim nedeni olarak
kardiyovaskiiler yan etkiler gosterilmektedir. Bir dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4)
inhibitorii olan saksagliptinin, T2DM hastalarinda glisemik kontrolii saglamak amaciyla
kullanim1 Onerilir. Verapamil ise bir kalsiyum kanal blokorii olup; hipertansiyon,
supraventrikiiler tasiaritmi ve anjina pektoris gibi kardiyovaskiiler rahatsizliklarda
kullanim1 o6nerilir. Bu c¢alismada saglikli ve T2DM modeli olusturulmus ratlarda
verapamilin,  saksagliptinin =~ farmakokinetigi  {lizerine  etkisinin  arastirilmasi
amaclanmistir. Calismada dort farmakokinetik ¢alisma grubuna (n=192) ek olarak metot
validasyon caligmalar1 (n=20) ile beraber toplam 212 adet erkek Wistar Albino 1rki rat
kullanildi. Saglikli saksagliptin (SS, n=48), saglikli verapamil + saksagliptin (SVS,
n=48), diyabetik saksagliptin (DS, n=48) ve diyabetik verapamil + saksagliptin (DVS,
n=48) gruplan farmakokinetik c¢aligma gruplarini olusturdu. Ayrica farmakokinetik
calisma gruplarinda, farmakodinamik farkliliklarin belirlenmesi i¢in kan glikoz
diizeyleri arastirildi. Etkilesim gruplarindaki ratlara verapamil yedi giin boyunca 10
mg/kg dozunda, saksagliptin ise tiim gruplara sekizinci giin tek doz 20 mg/kg dozunda
gastrik gavaj yardimiyla oral yolla uygulandi. Plazma saksagliptin ve 5-hidroksi
saksagliptin (5-HS) diizeyleri, yiiksek basingli sivi kromatografisi-UV kullanilarak
belirlendi. Farmakokinetik parametreleri hesaplamak i¢in bélmesiz metot kullanildi. SS
grubunda saksagliptinin yarilanma 6mri (t12:,) 3,97 saat; egri altinda kalan alan (EAAo-
») degeri 22,84 saat*pg/mL; ortalama kalis sliresi (MRTo-) 5,11 saat; total klerensi
(CI/F) 875,3 mlL/saat/kg; dagilim hacmi (Vdaa/F) 5017,51 mL/kg; doruk

konsantrasyonu (Cdoruk) 4,8 £ 1,07 pg/mL ve doruk konsantrasyona ulasma siiresi



(Tdoruk) ise 1,5 saat olarak belirlendi. Diyabet ve verapamilin kombine etkisiyle
saksagliptine ait ti2, ve EAAo degerlerinde artis gozlenirken; CI/F degerinde diisiis
belirlendi. Verapamil uygulamasi ve diyabetik durumun varligi, saksagliptine ait Caoruk
degerinde artis; Tdoruk degerinde ise diisiise neden oldu. Metabolit-Ana ila¢ Orani
[MAO: (EAA0-x(s5-Hs) | EAA0-w(saksagliptin)] SS, SVS, DS ve DVS gruplar1 arasinda
strastyla 2,85; 1,5; 2,09 ve 1,01 degerlerinde tespit edildi. Saksagliptin uygulamasi ile
tiim gruplarda kan glikoz diizeylerinin azaldigi, verapamil 6n tedavisi goren gruplardaki
azalmanin da daha yiiksek oranlarda gerceklestigi tespit edildi. Verapamilin kan glikoz
diizeylerindeki diisiise katkist diyabetik rat gruplarinda, saglikli rat gruplarina kiyasla
daha yiiksek sayida ornekleme zamaninda istatistiksel olarak anlamliydi. Diyabetik
hastalarda verapamil, saksagliptinin terapdtik etkinligini artirabilir. Ancak bu ¢alismada
saksagliptinin tek doz kullanilmasi ve simirli sayida rat {lizerinde gergeklestirilmesi
sebebiyle, farmakokinetik ve farmakodinamik verilerin farkli popiilasyonlarda tekrarli
uygulama ile ortaya c¢ikacak sonuglarla tespit edilmesi ve bu sonuglarin hangi
mekanizmalar iizerinden sekillendiginin belirlenmesi, T2DM hastalarinda saksagliptin

ve verapamil kullanimlarina katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Farmakokinetik, Rat, Saksagliptin, Verapamil



SUMMARY

THE EFFECT OF VERAPAMIL ON THE PHARMACOKINETICS OF
SAXAGLIPTIN IN HEALTHY AND TYPE 2 DIABETES MODELED RATS

Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disease characterized by chronic hyperglycemia
and a complete or partial deficiency in insulin secretion. Type 2 Diabetes Mellitus
(T2DM), which is characterized by a partial decrease in insulin secretion and/or insulin
resistance in peripheral tissues, and accounts for approximately 90% of diabetes cases.
Cardiovascular side effects are shown as the most important cause of hospitalization
and death in T2DM patients. Saxagliptin, a dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) inhibitor, is
recommended for use in T2DM patients to achieve glycemic control. Verapamil, a
calcium channel blocker, is recommended for use in cardiovascular disorders such as
hypertension, supraventricular tachyarrhythmia and angina pectoris. In this study, it was
aimed to investigate the effect of verapamil on the pharmacokinetics of saxagliptin in
healthy and T2DM modeled rats. In addition to the four pharmacokinetic study groups
(n=192), a total of 212 male Wistar Albino rats with method validation studies (n=20)
were used in the study. Healthy saxagliptin (HS, n=48), healthy verapamil + saxagliptin
(HVS, n=48), diabetic saxagliptin (DS, n=48) and diabetic verapamil + saxagliptin
(DVS, n=48) groups formed the pharmacokinetic study groups. In addition, blood
glucose levels were investigated to determine pharmacodynamic differences in
pharmacokinetic study groups. Verapamil was administered to the rats in the interaction
groups at a dose of 10 mg/kg for seven days, and saxagliptin was administered orally to
all groups at a single dose of 20 mg/kg on the eighth day with the help of gastric
gavage. Plasma saxagliptin and 5-hydroxy saxagliptin (5-HS) levels were determined
using high pressure liquid chromatography-UV. The non-compartmental method was
used to calculate the pharmacokinetic parameters. The half-life (t12.,) of saxagliptin in
the HS group was 3,97 hours, area under the curve (AUCo.) value 22,84 h*ug/mL,
mean residence time (MRTo.) 5,11 hours, total clearance (CI/F) 875,3 mL/hr/kg,
volume of distribution (Vdarea/F) 5017,51 mL/kg, The peak concentration (Cpea) Was



4,8 £ 1,07 ug/mL and the time to reach the peak concentration (Tpeak) Was 1,5 hours.
With the combined effect of diabetes and verapamil, an increase was observed in the
t12:-and AUCo-. values of saxagliptin, while a decrease was observed in the CI/F value.
Verapamil administration and the presence of a diabetic condition caused an increase in
the Cpeak Value of saxagliptin and a decrease in the Tpeak Value. The values of Metabolite
to Parent drug Ratio [MPR: (EAA0-«(-Hs) / EAA0-w(saxaglipting)] Were determined as 2,85;
1,5; 2,09 and 1,01 among the HS, HVS, DS and DVS groups, respectively. It was
determined that blood glucose levels decreased in all groups with saxagliptin
administration, and the decrease was higher in the groups treated with verapamil pre-
treatment. The contribution of verapamil to the reduction in blood glucose levels was
statistically significant in diabetic rat groups at a higher number of sampling times
compared to healthy rat groups. In diabetic patients, verapamil may increase the
therapeutic efficacy of saxagliptin. However, since saxagliptin was used in a single dose
and was performed on a limited number of rats in this study, determining the
pharmacokinetic and pharmacodynamic data with the results that will occur with
repeated administration in different populations and determining the mechanisms by
which these results are shaped will contribute to the use of saxagliptin and verapamil in
T2DM patients.

Keywords: Diabetes, Pharmacokinetic, Rat, Saxagliptin, Verapamil
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1. GIRIS

Kan glikoz seviyesinin kontrolii pankreastan sentezlenen ve direkt olarak kana
saliverilen iki hormon ile saglanir. Pankreasin beta hiicrelerinden sentezlenen ve kan
glikoz seviyesini azaltip glisemik kontrolii saglayan en onemli hormon insiilindir. Kan
sekerinin diistiigli durumlarda ise pankreasin alfa hiicrelerinden sentezlenen glukagon
devreye girip glisemik kontroliin devamini saglar. Pankreatik adaciklarin %80-90’mn1
insiilin iiretiminden sorumlu beta hiicreleri olusturur. Bu hiicrelerde insiilin sentezlenir,
graniillerde depo edilir ve salinimi1 metabolik, hormonal ve noral faktorler tarafindan

kontrol edilir (Carvalho vd., 2018).

Diabetes Mellitus (DM) kronik hiperglisemi ile seyreden; karbonhidrat, lipid ve protein
metabolizasyonunda bozukluklarin yasandigi, insiilin sekresyonunda tamamen ya da
kismen eksiklik ile karakterize metabolik bir hastaliktir (Alam vd., 2014). Yayinlanan
verilere gore 2021 yilinda diinyada DM hastaligina sahip 537 milyon insan oldugu ve
bu saymin 2045’lerde 783 milyon seviyelerine yiikselecegi ongoriilmektedir (Saeedi
vd., 2019; Int. Kyn. 1). Niifus artis1 ve obeziteyle birlikte olaganiistii morbidite ve
mortaliteyle seyreden bu hastalik giiniimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan biri olarak
kabul edilir. Gelismekte olan iilkelerde DM hastalarinin ¢ogunlugu 45-65 yaslar
arasindayken, gelismis iilkelerde 65 ve tizeri yaslardadir (King ve Rewers, 1993; King
vd., 1998). Giderek artan prevalansina ek olarak DM hastalarinin bakim maliyetleri de
oldukca yiiksektir. Diyabetli kisiler i¢in tibbi harcamalar, diyabetsizlere gore yaklasik
2,3 kat daha fazladir (American Diabetes Association, 2018). ABD’de yapilan bir
arastirmaya gore 2012 yilinda DM’den 6len insan sayisinin 246.000 civarinda oldugu
ve bu hastaliga yillik harcanan paranin 245 milyar dolar seviyelerinde oldugu

bildirilmistir (American Diabetes Association, 2012).

Pankreastaki beta hiicrelerinin otoimmun yikimi ile karakterize ve insiilinden tamamen
yoksunlugun gozlendigi sekli Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM) olarak adlandirilir (Cnop
vd., 2005). Insiilin sekresyonunda kismen azalma ve/veya perifer dokularda insiilin
direnci ile karakterize olan ve diyabet vakalarinin yaklasik %90’m1 olusturan sekli ise
Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM)’dir. Ayrica bazi hastalarin Tip 1 veya 2 seklinde



simiflandirilmas:  tam olarak kesinlestirilemediginden, spesifik diyabet tiirleri
tanimlanmustir (gestasyonel diyabet, yetersiz beslenme ile ilgili diyabet vb.) (Alam vd.,
2014).

1.1. T2DM

T2DM; genetik ve cevresel risk faktorlerine bagl olarak sekillenebilir. iskelet kas,
karaciger ve yag dokularinda artan insiilin direnci ve bozulmus beta hiicre islevi gibi
bazi patofizyolojik anormallikler glikoz diizensizligine yol acabilir. Ayrica aglk
glukagon seviyesinde, bazal hepatik glikoz iiretiminde ve aglik serbest yag asit

diizeylerinde gelisen artiglar da T2DM olusumuna katki saglayabilir (Murea vd., 2012).

T2DM tanili hastalar; hiperglisemi ve metabolik sendrom nedeniyle retinopati, nefropati
ve noropati gibi mikrovaskiiler komplikasyonlar ve kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler ve
periferik vaskiiler hastalik dahil olmak {izere makrovaskiiler komplikasyonlar agisindan
artmis risk altindadir (Mantzoros ve Flier, 1995; Ricciardi ve Gnudi, 2021). Bu agidan
T2DM, major advers kardiyak olaylar, aritmiler ve kalp yetmezligi insidansinda artis ile
iligkilidir. Yerlesik koroner arter hastaligi olan bireylerin yaklagik %70-75'inde DM
tanist veya glikoz diizensizligi vardir. Ayrica T2DM hastalarinin en 6nemli hastaneye
yatis ve Olim nedeni olarak kardiyovaskiiler yan etkiler gosterilmektedir (Sardu vd.,

2019; Yun ve Ko, 2021).

Diinya genelinde yetiskin insanlarin %9,2 — 9,8’inde teshis edilen bu hastaligin
insidensinin 6niimiizdeki 20 yilda artmasi1 6ngériilmektedir (Danaei vd., 2011; Whiting
vd., 2011). Amerikan ve Avrupa Diyabet Birlikleri’nin raporlarina gore hastalarda en
cok dikkat edilmesi gereken nokta kan glikoz seviyesinin kontrol altinda tutulmasidir.
DM hastalarinda glikozillenmis hemoglobin (HbAlc) seviyesinin saglikli insanlardaki
deger olan %7 ve altina ¢ekilmesi, temel hedeftir (Nathan vd., 2009). 1980’lerden
itibaren giderek yayginlasan Alc testleri, gliniimiizde diyabet kontroliiniin izlenmesinde
onemli bir ara¢ haline gelmistir. Hemoglobine bagh glikoz seviyesini gosteren bir deger
olan HbAlc, son 2-3 aydaki ortalama kan glikoz diizeyini gosterir ve diyabet hastalari

icin en giivenilir parametre olarak kabul edilir. Diyabet hastas1 olmayan bir bireyin



hemoglobinlerindeki glikat orani yaklasik olarak %35’tir. Amerikan Ulusal Diyabet,
Sindirim ve Bobrek Hastaliklar1 Enstitiisiine gére normal bir Alc diizeyi, %5,6 veya
altinda olmalidir. %5,7 ila %6,4 seviyeleri ise prediyabet (gizli diyabet) durumunu
gostermektedir (Ali ve Fonseca, 2013). T2DM hastalarinin uzun dénemdeki hedefi
HbAlc seviyesi iken; kisa donem hedefleri de fasting plazma glikoz (aglik kan sekeri)
ve post-prandial glikoz (tokluk kan sekeri) seviyelerindeki istenilen degerler olan
(strasiyla) 100 mg/dL ve 140 mg/dL’yi yakalamaktir (Carvalho vd., 2018).

Onceleri T2DM tedavisi, yalnizca kan sekerini diisiirmeye odaklanmaktaydi. Ancak bu
yaklasim glinlimiizde kan sekerinin diigiiriilmesinin yani sira, T2DM'deki patofizyolojik
kusurlarin tersine c¢evrilmesine ve kardiyak risklerin azaltilmasina dogru kaydi.
T2DM'nin ¢ok yonli dogast goz Oniine alindiginda, hiperglisemiyi ve organ hasari
riskini iyilestirmek icin birka¢ tamamlayici ilag tedavisine ihtiya¢ oldugu ¢esitli bilim

insanlarinca ifade edilmektedir (Fronzo, 2009; Standl vd., 2019).

1.2. T2DM Tedavisinde Kullanilan Ilaclar

T2DM tedavisinde kullanilan antidiyabetik ilaglar asagidaki bashklar halinde

incelenebilir.

1.2.1. Biguanidler

Metformin; T2DM tedavisinde siklikla tercih edilen, antidiyabetik ilag denildiginde ilk
akla gelen, halihazirda kullanilan tek biguaniddir. Metformin, karacigerde adenosin
monofosfatla aktive olan protein kinaz1 aktive ederek, hepatik glikoz alimina neden olur

ve mitokondriyal enzimler iizerindeki karmasik etkiler yoluyla glukoneogenezi inhibe

eder (Viollet vd., 2012).

1.2.2. Sulfonilireler

Siilfoniliireler, Katp kanallarin1 bloke etme yetenekleri sayesinde pankreasta insiilin

salgistn1 artirarak kan sekerini distiriirler. Ayrica karacigerde glukoneogenezi



siirlarlar. Bunlarin yani sira, lipidlerin yag asitlerine pargalanmasini ve karacigerde
insiilin klerensini de azaltirlar (MacDonald, 1990). Birinci kusak siilfoniliireler
klorpropamid ve tolbutamid etken maddeleri iken; ikinci ve {igiincii kusak siilfoniliireler
glipizid (glidiazinamid), glibenklamid (gliburid), gliklazid ve glimepiriddir (Chaudhury
vd., 2017).

1.2.3. Meglitinidler

Meglitinidler (repaglinid, nateglinid ve mitiglinid), 1997'de T2DM tedavisi igin
onaylanmig siilfoniliire olmayan sekretagoglardir. Meglitinidler, siilfoniliirelerle ayni
mekanizmay1 paylagir; aym1 zamanda pankreasin beta hiicrelerindeki siilfoniliire
reseptoriine de baglanirlar. Bununla birlikte meglitinidlerin reseptére baglanmasi
stilfoniliirelerden daha zayiftir ve bu nedenle, uygulanmalarinda esneklik olan kisa etkili

insiilin sekretagoglari olarak kabul edilir (Chaudhury vd., 2017).

1.2.4. Tiazolidindionlar

Biguanidler gibi, tiazolidindionlar da insiilinin etkisini iyilestirir. Bu grup, ¢esitli etken
maddeler icermesine ragmen bazi yan etkileri nedeniyle giiniimiizde sadece rosiglitazon
ve pioglitazon etken maddeleri tarafindan temsil edilir. Tiazolidindionlar, PPAR'in
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) agonistleridir ve yag, kas ve karaciger
dahil olmak tizere bir¢ok dokuda artan glikoz alimini kolaylastirir. Etki mekanizmalar
arasinda serbest yag asidi birikiminin azalmasi, inflammatuvar sitokinlerin azalmasi,
adiponektin diizeylerinin ylikselmesi ve beta hiicre biitiinliigiiniin ve fonksiyonunun

korunmasi yer alir (Chaudhury vd., 2017).

1.2.5. SGLT-2 inhibitorleri

Sodyum-glikoz kotransporter inhibitorleri, glikoziirik ajanlar sinifindandir. Bu grupta
kanagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin ve ertugliflozin etken maddeleri yer alir.

SGLT-2 inhibitorleri, SGLT-2'yi inhibe etme yetenegi sayesinde proksimal renal



tiibiilde glikoz reabsorpsiyonunu bloke ederek insiilinden bagimsiz bir sekilde glikoz

seviyelerinde diisiis saglar (Riser Taylor ve Harris, 2013).

1.2.6. Insiilin

Yeni tanimlanmig T2DM'li ve acik¢a semptomatik (kilo kaybi, ketozis gibi katabolik
ozellikler veya poliiiri/polidipsi dahil hiperglisemi 6zellikleri) ve/veya ciddi sekilde
yiikselmis kan glikoz seviyeleri olan (350 mg/dL veya 16,7-19,4 mmol/L veya HbA1C
>10-12%) hastalarda insiilin tedavisine (ek ajanlarla birlikte veya olmadan) baslanmasi

onerilir (Chaudhury vd., 2017).

1.2.7. Amilin Analoglan

Noroendokrin bir hormon olan amilin, pankreatik beta hiicrelerinden insiilin ile beraber
salgilanir ve tokluk hiperglisemisine karsi etkilidir. Pramlintid (Similin) tarafindan

temsil edilen bu grup her iki DM hastaliginda da kullanilabilir (Kruger vd., 1999).

1.2.8. Alfa Glikozidaz inhibitorleri

Bu ilaglar barsaktan glikoz absorpsiyonunu geciktirerek etkilerini gosterirler. Alfa
glikozidaz inhibitorleri grubunda akarboz ve miglitol etken maddeleri yer alir. Alfa
glikozidaz inhibitorleri, ince bagirsaktaki alfa glikozidaz enzimini geri doniistimlii
inhibe ederek, karbonhidrat kompleksinin sindirimini geciktirir ve tokluk glikoz ve

insiilin diizeylerini diisiiriirler (Cubuk ve Ince, 2015).

1.2.9. inkretin Mimetikleri

Viicuda glikoz girisi insiilin salinimini baglatan en 6nemli mekanizmadir. Oral yolla
alian glikoz, damar i¢i yolla alinan glikoza gore insiilini daha yiiksek oranda tetikler ve
bu duruma inkretin etkisi denir. Total insiilinin yaklasik %70’1 bu fenomen araciligiyla

salinir. Inkretin etkisi barsaktan sentezlenen Glucose-dependent Insulinotropic



Polipeptide (Glikoz Bagiml Insiilinotropik Polipeptid / GIP) ve Glukagon-like Peptide-
1 (Glukagon Benzeri Peptid-1 / GLP-1) isimli iki adet hormonla regiile edilir. Bu
inkretin hormonlarinin salimimi arttiginda insiilin sekresyonu artarken, glukagon
sekresyonu da azalir. Ayrica bu hormonlar istah1 azaltarak besin alimini azaltmaya
calisirlar ve mide bosalmasini yavaslatarak besin maddelerinin barsaktan kana
geemesini geciktirirler (Ali ve Fonseca, 2013). GIP ve GLP-1’in direkt olarak beta
hiicreleri iizerinde de olumlu etkileri vardir; biiyimelerini ve farklilasmalarini saglarken
O0lim oranmi azaltirlar. Ayrica proinsiilin gen transkripsiyon ve translasyonunda
aktivasyon artis1 yaparak beta hiicrelerinde insiilin depo edilebilirligini artirirlar
(Drucker ve Nauck, 2006; Lambeir vd., 2008). GIP ve GLP-1’in yikimlanmasindan
sorumlu olan enzim ise Dipeptidil Peptidaz-4 (DPP-4)’tiir. GIP’in yarilanma 6mrii 5-7
dakika civar1 iken GLP-1’in yarilanma 6mrii 2 dakikadan bile daha azdir. GLP-1’in
yarisindan fazlasi sistemik dolagima girmeden DPP-4 tarafindan metabolize edilir. Bu
hormonlarin etkilerinin bu kadar kisa olmalari inkretin bazli tedaviyi diyabet
hastalarinda 6n plana ¢ikarmustir. Ozellikle GLP-1; insiilin uyarici etkisinin yani sira
oksidatif stres ve apoptozu azaltici, antioksidanlar ise artirict 6zellikleriyle T2DM

hastalari i¢in kritik bir rol iistlenmektedir (Li vd., 2018).

Mide Basalc Inkretin Hormonlar1 (GLP-1 ve GIP)

S Qe

Pankreas Tualdit: ?él‘ga}amna
Urtinleri

Mukozasi

Beta ve Alfa Hiicreleri

' Insiilin Glukagon 1

\ /.

Glisemi l

Sekil 1.1: Mide-barsak kanali mukoza hiicrelerinden salgilanan inkretin hormonlarinin pankreas

iizerine etkileri ve DPP-4 enzimi ile yikimlanmalar1 (Kayaalp, 2012).



1.2.9.1. GLP-1 Reseptor Agonistleri

Su anda mevcut olan GLP-1 reseptor agonistleri eksenatid (eksendin-4), liraglutid,
albiglutid, dulaglutid, liksisenatid ve semaglutiddir. Bu ilaglar, DPP4 tarafindan
enzimatik bozunmaya karsi artan direng sergiler (Chaudhury vd., 2017).

1.2.9.2. DPP-4 inhibitorleri

DPP-4; 220 kDa agirliginda, cesitli hiicre tiplerinin ylizeyinde bulunabilen,
homodimerik tip Il transmembran glikoproteini olarak ifade edilen bir serin peptidazdir
(Rasmussen vd., 2003). Gastrointestinal sistem, bobrek, safra yollar1 ile karaciger,
plasenta, uterus, prostat, deri ve lenfositler dahil olmak iizere ¢ogu dokuda yaygin

olarak sentezlenir (Drucker, 2003).

DPP-4 inhibitorleri; insiilin salgisinin uyarilmasi, glukagon salgisinin inhibisyonu ve
dolayisiyla glikoz kontroliiniin iyilesmesine katkida bulunan inkretin hormonu olan
GLP-1'in inaktivasyonunu Onleyerek etkinligini gosterirler. Bununla birlikte; insanlar
tizerinde gerceklestirilen bir arastirmada, DPP-4 inhibitdr tedavisi (Sitagliptin) ile
beraber exendin 9-39 (GLP-1 reseptor antagonisti) uygulamasinin, DPP-4 inhibitoriiniin
glikoz distirlicti  etkisinin yalmizca ~%350'sini bloke edebildigi belirlenmistir.
Sitagliptinin glukagon ve mide bosalmasi lizerindeki etkilerinin, GLP-1 reseptor blokaji
ile ortadan kaldirildig1 ancak glikoz diisiiriicii ve insiilinotropik etkilerinin ise neredeyse
hi¢ azalmadan devam ettigi ifade edilmistir (Aulinger vd., 2014). Bu durum;
dolasimdaki GLP-1'in 6tesinde DPP-4'e duyarli bagka faktorlerin, glisemik kontrol
sirasinda inkretin etkisine onemli Ol¢lide katkida bulundugunu gostermektedir. Benzer
sekilde baska aragtirmacilarin yaptig1 calismalarin sonucu olarak, DPP-4 inhibitorlerinin
insiilinotropik etkilerinin yalmizca GLP-1 {iizerindeki etkisine bagli olmadig
bildirilmistir (Aulinger vd., 2014; Nauck vd., 2016). DPP-4 inhibitorleri ile tedavi goren
hastalarda, o0zellikle biyoaktif GIP seviyelerinde O©nemli derecede yiikselme
gozlenmektedir. Bu durum DPP-4 inhibit6rlerinin glisemik kontrolii saglamasinda GLP-
I’in yan1 sira GIP hormonunun da kritik rol oynadigi anlamini tagir (Yanagimachi vd.,

2017).



GLP-1  hormonunun yikimlanmasindan DPP-4 enzimi sorumludur. DPP-4
inhibitorlerinin etki mekanizmalar1 incelendiginde 6zellikle GLP-1 hormonu ile olan
iliskisinin (seviyesinin azalmasini engelleyerek) en temel ve bilinen etki oldugu goze
carpar. Ancak, genel anlamda DPP-4 inhibitorlerinin glikoz diisiiriicii etkilerine yonelik
mekanizmalar GLP-1’e bagimli ve GLP-1’den bagimsiz seklinde iki baslik altinda
toplanir (Omar ve Ahren, 2014; Scheen, 2015). GLP-1’den bagimsiz olan diger dort
olas1 biyoaktif peptidin; GIP, oksintomodulin, hipofiz adenilat siklaz aktive edici peptid
ve stromal hiicre kaynakli faktor-la oldugu ifade edilmektedir (Proost vd., 1998;
Humpert vd., 2005). Herseye ragmen GLP-1’den bagimsiz mekanizmalar heniliz tam

olarak anlasilamamustir.

T2DM tedavisinde DPP-4 enzimini inhibe etme diisiincesi yaklasik 30 yi1l dnce ortaya
atilmistir (Deacon vd., 1995). Ilk olarak 2006 yilinda kullanima sunulan sitagliptin ile
beraber DPP-4 inhibitorii olarak onay alan toplam on iki adet etken madde mevcuttur.
Sitagliptini (Plosker, 2014) takiben vildagliptin (Keating, 2014), saksagliptin (Dhillon,
2015), alogliptin (Keating 2015) ve linagliptin (Lajara, 2012) piyasaya siiriilmiistiir. Bu
ilk onaylanan DPP-4 inhibitorleri, tiim diinyada T2DM tedavisinde siklikla kullanilan
ilaclardir. Onaylanan ancak digerleri kadar 6n planda olmayan diger DPP-4 inhibitor
tiyeleri ise anagliptin (Nishio vd., 2015), gemigliptin (Kim vd., 2013), teneligliptin
(Scott, 2015), evogliptin (McCormack, 2015), omarigliptin (Biftu vd., 2014),
trelagliptin (Kaku, 2015), gosogliptin (Sharma vd., 2012) ve setagliptindir (Lu vd.,
2022). Bu ilaglar arasinda omarigliptin ve trelagliptin; haftada bir kez kullanilan, yeni

nesil DPP-4 inhibitorleridir (Stoimenis vd., 2017).

1.2.9.2.1. Saksagliptin

Saksagliptin (C1gH25N30y); giiglii ve segici bir DPP-4 inhibitorii olup oral kullanima
uygun antidiyabetik bir ilagtir. 2009 yilinda Food and Drug Administration (FDA) ve
European Medicines Agency (EMA)’dan onay alan saksagliptin, inkretin hormonlarinin
yikimlanmasin1 azaltarak glisemik kontrolii saglar (Drucker ve Nauck, 2006).
Siyanopirrolidin bazli ve peptidomimetik yapida olan saksagliptin, DPP-4’e kovalent

bag ile baglanir ve enzim inhibisyonunu baslatir (Havale ve Pal, 2009; Deacon, 2011).



Terapotik indeksi oldukca genis olan saksagliptinin, 2,5 mg’dan 400 mg’a kadar olan
dozlarinda giivenle kullanilip insanlarda GLP-1 seviyesini plasebo gruplarina gore 1,5-3
kat artirdig1 ifade edilmistir. In vitro ortamda DPP-4 inhibitorlerinin degerlendirildigi
bir arastirmada ise; saksagliptinin 50 nmol/L ICsg degeri ile DPP-4’e kars1 en yiiksek
inhibitor etkinlik gosteren ikinci DPP-4 inhibitorii oldugu belirlenmistir (Baetta ve
Corsini, 2011).

Saksagliptin ~ [(S)-3-hidroksiadamantilglisin-Lcis-4,5-methanoprolinnitril]  viicuda
alindiktan sonra karacigerde yliksek oranda metabolize olup aktif metaboliti olan 5-
hidroksi saksagliptine (5-HS) [(S)-3,5-dihidroksiadamantilglisin-Lcis-4,5-
methanoprolinnitril] déniisiir. CYP3A enzimlerinin metabolizasyonu sonucu olusan 5-
HS’nin etkinligi saksagliptinin yaris1 kadardir. Gliptinler arasinda CYP3A enzim
ailesinin en ¢ok ilgi duydugu DPP-4 inhibitorii olan saksagliptin, aktif metabolitine
doniismesi nedeniyle de diger gliptinlerden ayrilir (Scheen, 2010). 2,5 — 50 mg/kg
dozlarindaki oral biyoyararlanim degeri %70 civarinda olan saksagliptin, viicutta
oldukea yiiksek bir dagilim hacmi gosterir. En yliksek konsantrasyona ulastigir dokular
bagirsak ve bobrek dokulari olan saksagliptinin renal ve hepatik klerensi s6z konusudur.
Hem saksagliptin hem de 5-HS plazma proteinlerine oldukg¢a diisiik oranda baglanir
(Boulton, 2017).

DPP-4 inhibitorlerinin, diger ilaclarin viicuttaki hareketlerini 6nemli dSlgiide
degistirdigine dair bir arastirma mevcut degildir. Bunun yani sira DPP-4 inhibitorleri P-
glikoprotein (P-gp) substratlaridir ve yapilan etkilesim caligmalart sonucu, DPP-4
inhibitorlerine ait farmakokinetik parametrelerde degisimler gézlemlenmistir (Vanhove
vd., 2017). Ancak DPP-4 inhibitérleri terap6tik indeksi genis ilaglar olarak kabul edilir.
Bu etkilesim c¢alismalarinda DPP-4 inhibitorleri i¢cin degisim gosteren parametrelere
ragmen hipoglisemi durumu s6z konusu degildir (Krishna vd., 2007). Buna ragmen
saksagliptin, DPP-4 inhibitorleri i¢inde istisnai bir ilag olarak bilinir. Ciinkii bir P-gp
substrat1 olmasinin yani sira CYP3A4/5 tarafindan 6nemli 6l¢lide metabolize edilir ve
bu nedenle ilag-ilag etkilesim olaylarima en yatkin olan DPP-4 inhibitérii olarak
gosterilir. Viicutta hemen hemen her dokuda bulunan P-gp, effluks (disa atim)

karakterde bir tasit protein olup substratt olan ilaglarin viicuttaki dagiliminda;



dolayisiyla farmakokinetik profilinde oldukga Kritik bir rol oynar. P-gp’nin aktivitesi
sadece intirinsik olaylara bagli olmayip; ilag¢ kullanimi, kalitimsal problemler, tiiketilen
diyet ve ¢esitli hastaliklar gibi ¢evresel faktorlere bagh olarak degisiklik gostermektedir
(Scheen, 2010). T2DM hastalarinda da tipki CYP enzimlerinde oldugu gibi P-gp
sentezinde degisiklikler oldugu cesitli caligsmalarca ortaya konulmustur (Dostalek vd.,
2011; Kobori vd., 2013).

Sekil 1.2: Saksagliptin iskelet formiilii (Recommended INN: List 54)

1.3. T2DM’de Hastalik Seyri

T2DM, patofizyolojik olarak oldukga cesitlilik gosterebilen bir hastaliktir. Genelde bu
hastaliga sahip bireylerde kan lipid ve yangisal mediyatorlerin seviyelerinde artis,
immun sistemde bozukluk, nitrik oksit seviyesinde azalma (damar sertligi) ile kemik
iligi, bobrek, sinir ve géz dokularinda hasar olusmasi gibi durumlarin biri veya birden
fazlas1 gozlenebilmektedir (Avogaro ve Fadini, 2014). Ancak T2DM hastalarinda
gbzlenen en Onemli komplikasyonlar, kardiyovaskiiler rahatsizliklardir. Yapilan
arastirmalarda DM hastalarinin ~ %50’sinden  fazlasinda hipertansiyon oldugu
belirlenirken; kalp krizi, felg, aritmi, aortik andvrizma vb komplikasyonlarin goriilme
ihtimalinin 2 kat fazla oldugu ifade edilmektedir (Emerging Risk Factors Collaboration,
2010).
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T2DM hastalarinda diger dikkat ¢ekici durum ise ilaglarin farmakokinetik profillerinde
degisime neden olabilmesidir. Ozellikle biiyiik oranda renal yolla atilan ilaglarin, T2DM
hastaligina bagli olarak sekillenebilen renal hasar nedeniyle viicuttaki hareketleri
degisiklik gosterebilmektedir. Bunun yani sira diger bir 6nemli husus ise ilaglarin
farmakokinetik profilleri iizerine direkt etkili olan enzimler ve tasiyici proteinlerdeki
ekspresyon artis1 ve/veya azalisidir (Okabe ve Hashizume, 1994; Cashion vd., 2004).
Deneysel diyabet modeli olusturularak yapilan farmakokinetik ¢alismalarda celigkili
sonuglarin ortaya ciktigi gozlemlenmektedir. Ornegin Gour vd. (2021),’in ratlar
tizerinde gerceklestirdigi bir arastirmada tiiberkiiloz ilact olan bedakuilinin saglikli ve
diyabetik ratlardaki farmakokinetik profili incelenmistir. Saglikli ratlarda bedakuiline
ait Cgoruk degeri 482 ng/mL, EAA(w) degeri 6137 ng.sa/mL olarak bulunurken;
diyabetik ratlarda bu degerler sirasiyla 259 ng/mL ve 3673 ng.sa/mL olarak tespit
edilmigtir. Bu sonuglara zit olarak Li vd. (2012),’nin yine ratlar {iizerinde
gergeklestirdigi diger bir aragtirmada T2DM tedavisinde kullanilan bir ilag olan
glibenklamidin saglikl1 ratlardaki Cgoruk degeri 0,259 pg/mL, EAAo-720 dk) degeri 57,752
mg.dk/L olarak belirlenirken; diyabetik ratlarda bu degerler sirasiyla 0,910 pg/mL ve
321,24 mg.dk/L olarak tespit edilmistir. Farkli arastirmalar sonucu T2DM hastaliginin
Cdoruk, t2, EAA ve Cl gibi 6nemli farmakokinetik parametrelerde canli tiirii ve 1rki,
hastaligin seyri, caligma ortam kosullar1 ya da kullanilan ilag¢ farklili1 gibi sebeplerden
dolay1 farkli neticelerin ortaya ¢ikabildigi gozlenebilmektedir.

1.4. Antihipertansif flaclar

Hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaglar asagida verilen tablodaki gibi
siniflandirabilir (Int. Kyn. 2).

Cizelge 1.1. Antihipertansif Ilaclar

1.DIURETIKLER

l.a. Tiyazid Ailesi (Bendroflumetiyazid, Benztiyazid, Klopamid, Klortalidon,
Klorotiyazid, Siklotiyazid, Hidroklorotiyazid, Indapamid, Mefrusid, Metolazon ve
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Ksipamid)

1.b. Kivrim Diiiretikler (Furosemid, Bumetanid, Etakrinik asit, Torsemid, Azosemid,

Muzolimin, Piretanid ve Tripamid)
1.c. K* Tutucu Diiiretikler (Amilorid ve Triamteren)

1.d. Aldosteron Reseptor Antagonistleri (Spironolakton, Eplerenon, Canrenon,

Atekanrenon)

2. ADRENERJIK SINiR SISTEMI ANTAGONISTLERI

2.a. Merkezi Etkililer (Klonidin, Guanfasin, Guanabenz, o-metildopa, Rilmenidin ve
Moksonidin)

2.b. Periferik Etkililer

2.b.1. Adrenerjik Noron Blokorleri (Guanedrel, Guanetidin, Rauvolfia Alkaloidleri,

Debrisokuin ve Betanidin)

2.b.2 Gangliyon Blokorleri (Hekzametonyum, Mekamilamin, Pentolinyum ve

Trimethafan)
2.c. Adrenerjik Reseptor Blokorleri

2.c.1. o Reseptor Blokorleri (Prazosin, Terazosin, Doksazosin, Urapidil, Fentolamin,

Fenoksibenzamin, Tolazolin, Dibenamin ve Ergot Alkaloidleri)

2.c.2. B Reseptor Blokorleri (Atenolol, Betaksolol, Bisoprolol, Esmalol, Metoprolol,
Asebutolol, Seliprolol, Nadolol, Propranolol, Sotalol, Tertalolol, Timolol, Alprenolol,

Oksprenolol ve Pindolol)

2.c.3. a ve P Reseptor Blokorleri (Miks Etkililer) (Labetalol, Busindolol ve

Karvedilol)

3.RENIN-ANJIYOTENSIN SISTEMINi ETKILEYEN iLACLAR

3.a. ACE Inhibitorleri (Kaptopril, Alasepril, Fentiapril, Pivalopril, Zofenopril,
Enelapril, Perindopril, Trandopril, Ramipril, Kuinapril, Delapril, Silazapril,
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Benazepril, Lisinopril, Pentopril ve Fosinopril)

3.b. Anjiyotensin I Reseptor Antagonistleri (Losartan, Valsartan, Kandesartan,

Eprosartan, Irbesartan, Tasosartan ve Telmisartan)

4.DAMAR DUZ KASLARI UZERINE ETKILI iLACLAR

4.a. Kalsiyum Kanal Blokérleri (Nifedipin, Felodipin, Nikardipin, Isradipin,
Nisoldipin, Nitrendipin, Amlodipin, Lasidipin, Verapamil, Gallopamil ve Diltiazem)

4.b. Potasyum Kanal Acicilar (Pinasidil, Nikorandil, Diazoksid, Minoksidil Siilfat ve

Kromakalin)

4.c. Dogrudan Damar Diiz Kasim Gevsetici flaclar (Sodyum Nitroprussid, Hidralazin

ve Dihidralazin)

5.YENI GELISTIRILMEKTE OLAN ILACLAR

5.a. Notral Endopeptidaz Peptid (NEP) Inhibitorleri (Sinorfan, Tiyorfan ve
Omapatrilat)

5.b. Endotelin I Reseptor Antagonistleri (Bosentan ve Fosforamidon)
5.c. Renin Inhibitérleri (Pepstatin, Norstatin, Diflorostatin ve Silostatin)

5.d. Digerleri (Serotonin Antagonistleri, Vazopressin Antagonistleri, Adrenomedullin

ve Adenosin)

1.4.1. Kalsiyum Kanal Blokorleri

Kalsiyum kanal blokerleri (KKB’ler) ya da kalsiyum kanal antagonistleri, bir¢cok
endikasyon i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Kardiyovaskiiler endikasyonlari
arasinda hipertansiyon, koroner spazm, anjina pektoris, supraventrikiiler disritmiler,
hipertrofik kardiyomiyopati ve pulmoner hipertansiyon bulunur. Bunlara ek olarak
Raynaud fenomeni, subaraknoid kanama ve migren bas agrilar1 i¢in de regete edilirler.
Bu ajanlar dihidropiridinler ve dihidropiridin olmayanlar olmak iizere iki ana kategoride

simiflandirilabilir. Dihidropiridin  olmayanlar arasinda verapamil, gallopamil ve
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diltiazem bulunurken; dihidropiridinler smifi da amlodipin ve nikardipin gibi sonu
“dipin” ile biten diger etken maddeleri igerir (Dabush-Elisha vd., 2019; Kim vd.,
2019a).

KKB’ler; kalp, damar diiz kaslar1 ve pankreastaki L-tipi uzun etkili voltaja bagimli
kalsiyum kanallarina baglanarak kalsiyumun hareketini bloke ederler. Esas kullanim
alanlarinin yaninda; yan etkilerinin az olmasi, serum lipid ve glikoz diizeylerinin
kontroliine katkida bulunmalari, aterosklerozu yavaglatmalar1 ile diyabetik
kardiyomiyopati ve kronik renal bozukluklarin gelismesini engellemeleri gibi etkileri
sayesinde DM hastalarinda gelisen kardiyovaskiiler rahatsizliklarda en ¢ok tercih edilen

ila¢ gruplarindan biridir (Godfraind, 2017).

1.4.1.1. Verapamil

Ik jenerasyon KKB’lerden biri olan verapamil (C27H3sN20a4), 1960’larin ortalarinda
fenilalkilamin simifi kalsiyum kanal blokorii olarak bulunmustur. Ana koroner ve
sistemik arterlerin genislemesine neden olur ve miyokardiyal kontraktiliteyi azaltir
(Fleckenstien, 1977). Bu etkileri sayesinde hipertansiyon (Lewis vd., 1978),
supraventrikiiler tasiaritmi (Krikler ve Spurrell, 1974) ve anjina pektoris (Parodi vd.,
1979) gibi hastaliklarda kullanilir.

CH CH
3 3 ?Hs

CH30 N OCHg3
2@ ¢
CH30 OCH3

- HCI

Sekil 1.3: Verapamil iskelet formiilii (Int. Kyn. 3)
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1.4.1.1.1. Verapamil ve Kalsiyum

Verapamilin klasik etkisi hiicreye kalsiyum influksunu (ice alim) azaltmaktir.
Pankreastaki beta hiicrelerinden insiilin sekresyonu gergeklesmesi de ortamdaki
kalsiyum miktarina baglidir. DM hastalarinda beklenen sonug¢ verapamil kullanildiginda
prognozun daha da kotiiye gitmesidir. Ancak tam da bu asamada baska bir yolak
devreye girer. Verapamil kullanilip hiicre i¢ine kalsiyum alimi engellendiginde; bir
feedback mekanizmasi olarak adenilil siklaz (AS) enziminin etkinligi artar. AS’nin
etkisiyle CAMP seviyesi artar, etkisi ve seviyesi artan CAMP, endoplazmik retikulumda
depo edilmis kalsiyumun salinmasini saglar ve bdylece hiicre digindan gelmesi beklenen
ancak verapamil ile engellenmis olan kalsiyum hiicre i¢inden karsilanmis olur. Ayrica
cAMP, beta hiicrelerinin en Onemli regllatoriidiir; insiilin sentezine, hiicre
farklilasmasina/proliferasyonuna katkida bulunur ve hiicreleri apoptoza karst korur
(Seino ve Shibasaki, 2005; Altarejos ve Montminy, 2011; Bergantin vd., 2013; Caricati-
Neto vd., 2015).

1.4.1.1.2. Verapamil ve TXNIP

T2DM hastalarinda tedaviyi zorlagtiran en Onemli olay beta hiicrelerinde
kiitle/fonksiyon kaybi1 ve apoptoz sekillenmesidir. Beta hiicrelerinde apoptoz
gelismesini  saglayan en Onemli regiilatoriin ise Thioredoxin-interacting protein
(Tioredoksin Etkilesimli Protein / TXNIP) oldugu c¢esitli calismalarca ortaya
konulmustur. Ayrica TXNIP, oksidatif stres regiilasyonu ve inflammasyon sekillenmesi
gibi viicut icin zararli gelismelere de katkida bulunur (Lane vd., 2013). Streptozotosin
(STZ) ile DM olusturulmus farelerde TXNIP’yi iireten geni silinmis olan grupta, normal
genetik yapida olan gruba goére beta hiicrelerinde apoptozun 50 kat daha az gézlenmesi
bu proteinin ne kadar zararli oldugunu gostermektedir (Chen vd., 2008). TXNIP’nin
hiicre i¢inde sentezlenebilmesi i¢in gerekli olan yolak kalsiyuma bagli protein fosfataz
2B sinyalidir. Verapamil kullanilip hiicre i¢ine kalsiyum girisi engellendiginde; insiilin
sekresyonunda oldugu gibi ikinci bir yolak devreye giremez, TXNIP sentezi
sekillenemez ve beta hiicrelerinde fonksiyon artisi ile apoptozunda azalis meydana gelir.

Rat adacik (INS-1) ve insan adacik hiicrelerinde yapilan in vitro ¢aligmalar verapamilin,
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TXNIP sentezinde azalma gergeklestirdigini ortaya koymustur (Cha-Molstad vd., 2012;
Carvalho vd., 2018). Diger KKB’lerin de TXNIP sentezinde azalma yapabildigi ancak
bu konuda en etkili ajanin verapamil oldugu ifade edilmektedir. TXNIP sentezinin
engellenmesi baz alinarak yapilan bir ¢calismada diltiazem ve verapamil karsilastirilmig
ve diltiazemin TXNIP sentez inhibisyonu yapma etkisinin verapamilin etkisinin ancak
%50’si oraninda oldugu belirlenmistir (Xu vd., 2012).

1.5. Ila¢-ilac Etkilesimleri

Birden fazla ilagla tedavi goren bir hastada karsilasiimasi en muhtemel senaryolardan
biri, ilaglarin birbirleriyle etkilesime girmesidir. Ilag-ilag etkilesimleri, iki veya daha
fazla ilag kombinasyon halinde kullanildiginda ortaya ¢ikabilir (Baxter ve Preston,
2010). Bu tiir etkilesimler, ilaglarin etkinligini artirabilir veya zayiflatabilir, ciddi
vakalarda ise hayati tehdit edebilen istenmeyen ila¢ reaksiyonlarina neden olabilir
(Classen vd., 1997; Agarwal vd., 2020). Artan sayida onaylanmis ilagla birlikte, ilaglar
arasindaki etkilesim olasilig1 da buna bagh olarak artmaktadir (Khori vd., 2011). ilaca
bagli sekillenen yan etkilerin en Onemli nedenlerinden biri kabul edilen ilag-ilag
etkilesimleri, farmakokinetik ve farmakodinamik etkilesim olarak iki sekilde

incelenebilir (Palleria vd., 2013).

DM gibi patofizyolojik olarak karmagsik seyreden hastaliklarda birden fazla ilag
kullanim1 olduk¢a yaygindir. Buna ragmen hastalarin %50°den daha azi istenen
glisemik hedeflere ulasma basaris1 gosterebilmektedir. Ayrica beta hiicre fonksiyonunda
kalict hasar, kilo alim1 ve hipoglisemi gibi endiseler antidiyabetik ilaclarin bazilarinin

klinik faydalarin1 sinirlamaktadir (Braga vd., 2012; Wong vd., 2012).

1.6. Hipotez ve Amag

Hipertansif T2DM hastalarinda siklikla tercih edilen verapamil; ayn1 zamanda P-gp
tasiyici proteini ve CYP3A simifi enzimlerinin inhibitoriidiir (Hellum ve Nilsen, 2008;
Wessler vd., 2013). Verapamil ile P-gp tastyici proteini ve CYP enzimleri substrati olan

pek ¢ok ilacin klinik olarak anlamli etkilesim gosterdigi bildirilmistir (Chintala vd.,
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2013; Elazab ve Hsu, 2021). Saksagliptinin, P-gp ve CYP3A4’{in substrat1 olmasi bu iki

ilacin kombine kullaniminda olasi bir etkilesim sekillenebilecegini diigiindiirmektedir.

Saglikli deneklerde yapilan c¢alismalarda verapamil uygulamasina bagli goriilen
farkliliklara, bir de diyabetik kosullar eklendiginde etkilesim siireglerinin nasil
ilerleyecegi tahmin edilemeyebilir. Cilinkii T2DM hastaliginin viicutta pek ¢ok
fizyolojik degisikliklere yol agtigi (Roghani vd., 2013) ve degisen fizyolojik durumun
uygulanan ilaglarin farmakokinetigini etkileyebilecegi (Lavasani vd., 2013; Dong vd.,
2018) bildirilmistir. Ayrica diyabetik hastalarda antidiyabetik tedavi ile kombine bir
sekilde hipertansiyon tedavisinin uygulanabilecegi (Emerging Risk Factors
Collaboration, 2010) dikkate alindiginda; verapamil uygulanan T2DM modeli
olusturulmus ratlarda saksagliptinin farmakokinetiginin etkilenebilecegi hipotez edildi.
Elde edilecek sonuglarin 1s1ginda T2DM hastalarinda saksagliptinin tek ve verapamil ile
kombine kullanim sonucu etkinliginin ortaya konmasi hedeflendi. Bununla beraber,
sonuglar degerlendirildiginde T2DM hastalarinda antihipertansif olarak tercih
edilebilecek verapamilin avantajlar1 ve dezavantajlar1 ile birlikte antidiyabetik tedavi

rejimine nasil etki edebileceginin goriilmesine katki saglayacagi diistintildi.

Yapilan literatiir taramalarinda verapamil uygulanan T2DM modeli olusturulmus
ratlarda saksagliptinin farmakokinetigi ile ilgili herhangi bir veriye erisilememistir. Bu
caligmanin temel amaci saglikli ve nikotinamid + streptozotosin (NA+STZ) ile
indiiklenmis deneysel T2DM modeli olusturulan ratlarda verapamil uygulanmasinin 20
mg/kg dozunda oral yolla uygulanan saksagliptinin farmakokinetigi {izerine etkisinin
belirlenmesi ve farmakodinamik agidan da kan glikoz diizeyleri iizerine olan etkilerini

karsilastirmaktir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Saksagliptin standardi (%99) Acros Organics (United Kingdom)’dan, 5-hidroksi
saksagliptin standardi (%99) Toronto Research Chemicals (Toronto, Canada)’dan ve
verapamil hidroklorid standardi (%99) ise Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)’den
temin edildi. Analitik safliktaki metanol (%99,9) ve asetonitril (%99,9) Merck
(Darmstadt, Germany)’den; ortofosforik asit (%85), etil asetat (%99,5) ve formik asit
(%98) ise Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)’den temin edildi. T2DM modelinde
kullanilan nikotinamid (NA; %99) Acros Organics (United Kingdom)’dan,
streptozotosin (STZ; %95) Cayman Chemical Company (Michigan, USA)’den temin
edildi. Saksagliptin hidrokloriir (Onglyza 5 mg film kapli tablet, AstraZeneca, Mt.
Vernon, USA)’in tablet formiilasyonu (10 tablet, 12,5 mL serum fizyolojikte hazirlandi;
4 mg/mL) oral uygulama i¢in kullanildi. HPLC analizlerinde bidistile su kullanild.

2.2. Hayvan Materyali

Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
temin edilen, 150-200 g agirligindaki 212 adet erkek Wistar Albino rati c¢aligma
sliresince ayni merkezde barindirildi. Hayvanlar; bagil nem (40 £ 3%), sicaklik (22 £+ 1
°C) ve 12 saat karanlik/12 saat aydinlik dongiisii kosullarinda polipropilen kafeslerde
tutuldu ve ad-libitum standart pelet yem ve su tiikketmeleri saglandi. Hayvanlarla ilgili
tim uygulamalar Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun (Onay No: 49533702 / 71) onayi ile gergeklestirildi.

2.3. Deneysel Prosediir

212 adet rat rastgele olacak sekilde dort ana gruba ayrildi (n=192). Kalan ratlar ise

metot validasyon c¢aligmalarinda kullanildi (n=20).
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2.3.1. T2DM Modelinin Olusturulmasi

Ratlarda T2DM modeli, Abdellatief vd. (2017), metodunda (NA-STZ modeli) bazi
degisiklikler yapilarak indiiklendi. 12 saat boyunca a¢ birakilan ratlara 110 mg/kg
dozunda NA (44 mg/mL, serum fizyolojikte, bir rata uygulanan hacim 0,35 — 0,5 mL)
intraperitoneal (ip) yolla uygulandiktan 15 dakika sonra 80 mg/kg dozunda STZ
(pH:4,5; 0-4°C sicakligindaki 0.1 M sitrat tamponu igerisinde) yine ip yolla uygulandi.
7.giin yapilan 6l¢iimde tiim ratlarin aclik kan glikoz diizeylerinin istenilen diizey olan
200 mg/dL’nin (11,1 mmol/L) istiinde oldugu goriildii (%100 basari) ve bu metodun
T2DM modelini basariyla indiikledigi belirlendi. Benzer sekilde bazi ¢alismalar da NA-
STZ kombinasyonu ile T2DM gelistirmek i¢in daha yiiksek STZ konsantrasyonlarini
tercih etmistir (Chatuphonprasert vd., 2014; Gumuslu vd., 2018). Calisma
prosediiriinde, STZ uygulamasina bagli olarak ratlarin hipoglisemik soka girmesini

engellemek adina STZ uygulamasinin oldugu ve bir sonraki giin sularina sakkaroz ilave

edildi (% 10).

2.3.2. Farmakokinetik Calisma Gruplarimin Olusturulmasi

12 saat boyunca ag birakilan 192 adet ratin 0.glin agirliklar: tartildi. Ratlar rastgele ikiye
bolinerek sagliklt (n=96) ve T2DM (n=96) gruplarini olusturmak iizere uygulamalara
baglandi. 96 adet rata NA-STZ uygulamalar1 yapilarak ratlarin diyabetik olmalari
sagland1 ve diger ratlara da STZ ve NA’nin ¢oziiclileri olan sitrat tamponu ve serum
fizyolojik uygulamalari yine aymi sekilde ip yolla yapildi. Her iki grubun da kendi
icinde tekrar ikiye ayrilmasiyla saksagliptin ve verapamil + saksagliptin gruplari

olusturuldu.

1.Saglikli saksagliptin grubu (SS, n=48): Bu gruptaki ratlara 0.giin serum fizyolojik +
sitrat tamponu yapildi ve ¢alismanin 35.giinlinden baslayarak 7 giin boyunca her sabah
oral yolla serum fizyolojik uygulandi. Ilag uygulamasindan 6nceki 8 saat boyunca ag
birakilan ratlara, kuyruk veninden birka¢ damla kan temininden sonra (0.dk kan glikoz
tayini) 42.giinde saksagliptin tek doz 20 mg/kg dozunda gastrik gavaj yardimiyla oral
yolla uygulanda.

19



2.Saglikli verapamil + saksagliptin grubu (SVS, n=48): Bu gruptaki ratlara 0.giin serum
fizyolojik + sitrat tamponu yapildi ve calismanin 35.glinlinden baglayarak 7 giin
boyunca her sabah oral yolla 10 mg/kg dozunda verapamil (4 mg/mL, serum
fizyolojikte, bir rata uygulanan hacim 0,35 — 0,5 mL) uyguland1 (Liu vd., 2019). ilag
uygulamasindan Onceki 8 saat boyunca ag¢ birakilan ratlara, kuyruk veninden birkag
damla kan temininden sonra (0.dk kan glikoz tayini) 42.giiniin sabah1 saksagliptin tek

doz 20 mg/kg dozunda gastrik gavaj yardimiyla oral yolla uygulandi.

3.Diyabetik saksagliptin grubu (DS, n=48): Bu gruptaki ratlara 0.giin 110 mg/kg
dozunda NA ip yolla uygulandiktan 15 dakika sonra 80 mg/kg dozunda STZ yine ip
yolla uygulandi. 7.giin yapilan degerlendirmede her bir ratin kan glikoz diizeylerinin
200 mg/dL’nin ilizerinde oldugunun belirlenmesiyle, ratlarin diyabetik oldugu saptandi.
Ratlara, ¢alismanin 35.gilinlinden baslayarak 7 giin boyunca her sabah oral yolla serum
fizyolojik uygulandi. ilag uygulamasindan dnceki 8 saat boyunca ag birakilan ratlara,
kuyruk veninden birka¢ damla kan temininden sonra (0.dk kan glikoz tayini) 42.giiniin
sabah1 saksagliptin tek doz 20 mg/kg dozunda gastrik gavaj yardimiyla oral yolla
uygulandi.

4.Diyabetik verapamil + saksagliptin grubu (DVS, n=48): Bu gruptaki ratlara 0.giin 110
mg/kg dozunda NA ip yolla uygulandiktan 15 dakika sonra 80 mg/kg dozunda STZ yine
ip yolla uygulandi. 7.giin yapilan degerlendirmede her bir ratin kan glikoz diizeylerinin
200 mg/dL’nin {izerinde oldugunun belirlenmesiyle, ratlarin diyabetik oldugu saptandi.
Ratlara, calismanin 35.gilinlinden baslayarak 7 giin boyunca her sabah oral yolla 10
mg/kg dozunda verapamil (4 mg/mL, serum fizyolojikte, bir rata uygulanan hacim 0,35
— 0,5 mL) uyguland1 (Liu vd., 2019). ilag uygulamasindan 6nceki 8 saat boyunca ag
birakilan ratlara, kuyruk veninden birka¢ damla kan temininden sonra (0.dk kan glikoz
tayini) 42.giiniin sabahi saksagliptin tek doz 20 mg/kg dozunda gastrik gavaj yardimiyla

oral yolla uygulandi.
T2DM modelinin basariyla olusturuldugunun goriilmesi amaciyla tiim ratlardan (n=192)

35.giin a¢ sekilde tekrar tartildiktan sonra kuyruk venlerinden insiilin enjektori

yardimiyla alinan 0,4 — 0,6 mL kandan; kan glikoz diizeyleri ve bu kandan elde edilen
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plazmada insiilin diizeyleri belirlendi. ilag uygulamalari, STZ'nin herhangi bir toksik
etkisinden kaynaklanabilecek komplikasyonlarin Oniine gegebilmek i¢in STZ
enjeksiyonundan sonraki 28.gilinde (¢calismanin 35.giinii) gerceklestirildi (Hu vd., 2011).
Ayrica sekillendirilen T2DM modeline bagli olarak viicutta gelismesi muhtemel

fizyolojik degisikliklerin gerceklesebilmesi i¢in bu siire beklendi.

Dort grupta saksagliptin uygulamasini takiben her 6érnekleme zamani icin 6 adet rattan
0,17, 0,33; 0,5; 0,75; 1.; 1,5,; 2,; 3.; 4.; 5.; 6.; 7.; 8.; 10.; 12. ve 18. saatlerde hafif eter
anestezisi altinda retro-orbital pleksuslarindan 0,4 — 0,6 mL hacminde kan 6rnekleri
temin edildi. 6 adet rattan iki ardisik 6rnekleme zamaninda (0,17 ile 0,33; 0,5 ile 0,75
gibi) sag ve sol pleksus olmak iizere toplamda iki sefer kan ornekleri toplandi. Bu
metotla; anesteziden kaynakli sekillenebilecek farkliliklarin 6niine gegmek ve minimum
sayida hayvan kullanarak dogru bir analiz yapabilmek amaglanmistir. Ratlar, ikinci kan
alimin1 takiben hafif eter anestezisi altindayken servikal dislokasyon yontemiyle 6tenazi
edildi. Kan ornekleri cam hematokrit tiipleri araciligiyla heparinize edilmis (%0,5) 2
mL’lik eppendorf tiiplere (VWR; Radnor, PA, USA) topland1 ve 3100 g’de 10 dk
boyunca santrifiij edildi (Heraecus Megafuge 8R, Thermo Fisher Scientific, MA, USA).
Elde edilen plazma o6rnekleri analiz zamanina kadar (30 giin) -20°C (UDD 300 BK,
Ugur, Tirkiye)’de saklandi.

2.4. Kan Glikoz ve Plazma insiilin Seviyelerinin Belirlenmesi

Kan glikoz diizeyleri glikometre [lifechek silver GH82; Tianjin, China] ve plazma
insiilin diizeyleri ise ticari olarak temin edilen ELISA Kkiti [(Bioassay Technology
Laboratory; Zhejiang, China), absorbans 450 nm, (Multiskan FC, Thermo Fisher

Scientific, MA, USA)] araciligiyla iireticinin talimatlari izlenerek belirlendi.

2.5. Insiilin Direncinin (HOMA-IR) Degerlendirilmesi

HOMA-IR (Homeostatic Model Evaluation of Insulin Resistance / Insiilin Direncinin

Homeostatik Model Degerlendirmesi) c¢alismanin 35.giiniinde belirlenen aglik kan
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glikoz ve plazma insiilin diizeyleri kullanilarak agagidaki formiillere gore hesaplandi (1

mg/dL = 0,0555 mmol/L) (Matthews vd., 1985).

HOMA-IR = [aclik insiilin diizeyi (mU/L) x aglik glikoz diizeyi (mmol/L)] /22,5

2.6. Standartlar ve Stok Soliisyonlar

Saksagliptin stok soliisyonu 1 mg/mL; 5-Hidroksi Saksagliptin (5-HS) stok soliisyonu 2
mg/mL olacak sekilde metanolde hazirland1 ve calisma stiresince -20°C’de saklandi.
Calisma boyunca kullanilacak kalibrasyon standartlar1 ve kalite kontrol orneklerini
hazirlamak igin stok soliisyonlar diliie (0,04-100 pg/mL) edildi. Saksagliptin ve 5-HS
icermeyen plazma Orneklerine saksagliptin (0,08; 0,10; 0,20; 0,40; 1; 2; 4; 10; 20; 40
pg/mL) ve 5-HS (0,08; 0,10; 0,20; 0,40; 1; 2; 4; 10; 20; 40 pg/mL) iceren standart
sollisyonlarin farkli miktarlar1 eklenerek kalibrasyon standartlari hazirlandi. HPLC
metodunun geri kazanim, kesinlik ve gerceklik degerlerini belirlemek i¢in saksagliptin
ve 5-HS iceren kalibrasyon standartlarinin diistik (0,2 pg/mL), orta (2 png/mL) ve yliksek

(20 pg/mL) konsantrasyonlariyla hazirlanan kalite kontrol 6rnekleri kullanildi.

2.7. HPLC ve Kromatografik Sartlar

Saksagliptin ve 5-HS analizi belirtilen metot {izerinde kiigiik degisiklikler yapilarak,
yiiksek performansli sivi kromatografi cihazinda (HPLC, Dionex, CA, USA)
gerceklestirildi (Peng vd., 2018). Pompa (P680), autosampler (ASI-100) ve kolon
firmindan (TCC-100) olusan HPLC-UV sistemi kullanildi. Tespitler PDA-100 UV-VIS
dedektor ile 211 nm’de gerceklestirildi. Kolon sicakligi 40°C, autosampler ise oda
sicakliginda tutuldu. Saksagliptin ve 5-HS ayrimi plazma 6rneklerinde Nucleosil 100-5
C-18 (5 um, 250x4,6 mm, Macherey-Nagel, Germany) kolon kullanilarak
gerceklestirildi. Saksagliptin ve 5-HS analizleri i¢in mobil faz olarak A (pH’s1 orto-
fosforik asit ile 3’e ayarlanmis bidistile su) ve B (% 0,1 formik asit iceren ACN)
soliisyonlar1 kullanildi. Saksagliptin analizinde kullanilan mobil faz: %40 A; %60 B;
akis hizi: 0,2 mL/dk seklinde iken; 5-HS analizindeki mobil faz: %35,5 A; %64,5 B ve

akis hizi: 0,17 mL/dk hizinda kullanildi. Cihaza uygulanmadan 6nce tiim soliisyonlar
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vakum esliginde 0,45 um filtreden gegirilerek otuz dakika sonikasyona tabi tutuldu.
Tiim 6rneklerde enjeksiyon hacmi 100 pL olarak ayarlandi. Dell PC kontrollii yazilim
program (Chromeleon™ Chromatography Data System (CDS) Software) veri

analizinde kullanildi.

2.8. Orneklerin Analiz i¢in Hazirlanmasi

Plazma oOrneklerinden saksagliptin ve 5-HS analizi belirtilen metot iizerinde kiiglik
degisiklikler yapilarak belirlendi (Gao vd., 2012). Dondurucudan ¢ikartilan 6rnekler oda
1s1sinda ¢ozdiiriildii. 200 pL plazma 6rnegi ve 800 pL etil asetat, 2 mL hacmindeki
mikrosantrifiij tiiplerine konuldu. 30 saniye boyunca vortekslenerek 2500 g’de 10
dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanttan 700 pL alinip temiz bir tiipe aktarildi
ve bu tiiplerin agiz kismi agik birakilarak etiivde [(37°C; 6 saat), (CLOF-125; CLS
Scientific, Ankara, Tiirkiye)] soliisyonlarin buharlagmasi beklendi. Ugurma isleminden
sonra 350 puL mobil faz eklenip 60 saniye boyunca vortekse tabi tutulmasinin ardindan

ornekler 100 pL hacminde HPLC’ye enjekte edildi.

2.9. Metot Validasyonu

Saksagliptin ve 5-HS konsantrasyonlarinin tespiti igin metot validasyonunun
belirlenmesinde o6zglinliikk, dogrusallik, geri kazamim, duyarlilbik (tespit limiti ve

hesaplanabilir limit), kesinlik ve ger¢eklik parametreleri kullanildi.

Ozgiinliigiin  belirlenmesinde blank rat &rnekleri kullandi. Bos plazma ile
gerceklestirilen analizler sonucunda kromatogramda saksagliptin ve 5-HS nin alikonma
zamanlarinda plazma ve farkli kaynakli piklerin olup olmadigr degerlendirildi.
Kromatogram iizerinde saksagliptin ve 5-HS’nin alikonma zamanlarinda plazma veya

farkli kaynakl pikler gozlenmedi.
Dogrusallik i¢in ¢alisma boyunca kullanilan ¢alisma ve kalibrasyon standartlar1 giinliik
olarak hazirlandi. Konsantrasyonlara ait pik alanlar belirlendi ve kalibrasyon egrileri

cizdirilerek korelasyon katsayilar1 belirlendi. Saksagliptine ait ¢alisma ve kalibrasyon
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standartlarinin Korelasyon katsayilari sirasiyla >0,9938 ve >0,9928 iken, 5-HS’ye ait
calisma ve kalibrasyon standartlarinin korelasyon katsayilari sirasiyla >0,9978 ve
>0,9942 olarak tespit edildi.

Blank rat Orneklerine saksagliptin ve 5-HS iceren standart soliisyonlarin farkl
miktarlar1 0,08; 0,8 ve 8 pug/mL araliginda eklendi. Geri kazanimlar, kalite kontrol
orneklerinin (0,08; 0,8 ve 8 pg/mL) siradan bir numune gibi {i¢ tekrarli analizinin
ardindan belirlenen pik alanlariin, standartlarin pik alanlariyla kiyaslanmasi ile
belirlendi. Geri kazanim, kalite kontrol drneklerinde saksagliptin i¢cin >%88, 5-HS i¢in

ise >%92 olarak tespit edildi.

Tespit limiti (LOD) olarak kromatogram sinyallerinin geri plan giiriiltiiye oraninin
(S/G) 3 oldugu konsantrasyon, hesaplanabilir limit (LOQ) olarak ise S/G oraninin 6
oldugu konsantrasyon diizeyi baz alindi. LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi igin
saksagliptin ve 5-HS’nin en diisiik standart soliisyonlar1 (0,01-0,1 pg/mL) blank rat
orneklerine eklendi. Saksagliptin ve 5-HS i¢in LOD degeri 0,04 pg/mL, LOQ degeri ise
0,08 pg/mL olarak belirlendi.

Metodun giin i¢i ve gilinler arasi kesinligi ve gercekligi diisiik (0,08 pg/mL), orta (0,8
pg/mL) ve yiiksek (8 pg/mL) diizeylerde hazirlanan kalite kontrol 6rneklerinin 3 tekrarl
analizinin 3 farkli glinde tekrar edilmesi ile belirlendi. Tiim kalite kontrol 6rneklerinde
hesaplanan saksagliptin ve 5-HS konsantrasyonlari tizerinden kesinlik i¢in % varyasyon
katsayis1 [%VK: (standart sapma/ortalama)*100], ger¢eklik i¢in % bias degerleri
hesaplandi. Kalite kontrol drneklerinde giin i¢i tekrar edilebilirlik i¢in hesaplanan % VK
saksagliptin icin <%5; 5-HS i¢in <%#4 olarak belirlendi. Giinler aras1 i¢in ise %VK
saksagliptin ve 5-HS i¢in <%@8 olarak hesaplandi. Giin i¢i ve giinler arasi gerceklikte ise
saksagliptin i¢in hesaplanan bias sirasiyla £%6,1 ve £%7,5 iken; 5-HS i¢in hesaplanan

bias sirastyla £%5,3 ve £%6,2 idi.

2.10. Farmakokinetik Hesaplamalar
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Saksagliptin ve 5-HS’nin ortalama plazma konsantrasyon-zaman egrileri WinNonlin
6.1.0.173 (Pharsight Corporation, Scientific Consulting Inc., North Carolina, USA)
programi aracilifiyla ¢izildi. Kompartmantal olmayan (bdlmesiz) metot, farmakokinetik
parametreleri hesaplamak i¢in kullanildi. Saksagliptin ve 5-HS’nin oral uygulamalarinin
ardindan terminal eliminasyon yarilanma omrii (ti2:,), egri altinda kalan alan (EAA),
ortalama kalig siiresi (MRT), total viicut klerensi (CI/F) ve dagilim hacmi (Vdaian/F)’den
olusan farmakokinetik parametreler hesaplandi. tioz, 0,693/A fomiili ile; EAA ise
linear/log yontemle belirlendi. MRT, EMAA/EAA esitlikleri yardimiyla hesaplandi.
Saksagliptin ve 5-HS i¢in doruk konsantrasyon (Cdoruk) ve doruk konsantrasyona ulasma
zamani (Tdoruk); ¢izilen plazma konsantrasyon-zaman egrileri iizerinden direkt baki ile
belirlendi. SS, SVS, DS ve DVS gruplarinda saksagliptin ve 5-HS’ye ait egri altinda
kalan alanlar belirtilen formiil yardimiyla karsilastirildi; MAO: Metabolit-Ana ilag
Orant (EAAo-w(5-Hs) | EAAQ-o(Saksagliptin))-

2.11. Farmakodinamik Analizler

Farmakokinetik ¢alisma i¢in olusturulan toplam dort grup (n=192) iizerinde
hipoglisemik aktivite degerlendirildi. Saksagliptin ve verapamil + saksagliptin
kombinasyonunun aglik kan glikoz seviyesi tiizerindeki etkileri 18. saate kadar
incelendi. Aglik kan glikoz diizeylerine olan etkiler FK calisma i¢in temin edilen
ornekleme zamanlar1 arasindan (0; 0,33; 0,75; 1,5; 3; 5; 7; 10 ve 18.saat) belirlendi
(42.glin). Gruplar arasindaki aclik kan glikoz diizeylerindeki farkliliklar asagidaki

formiil yardimiyla hesaplandi:

Kan glikoz diizeyindeki degisim (%): [(Go — Gt) / Go] x 100
Gt: t zamanindaki ortalama kan glikoz seviyesi

Go: 0.saatteki ortalama kan glikoz seviyesi

2.12. istatistiksel Analizler
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SS, SVS, DS ve DVS gruplar arasindaki diyabetik parametreler arasindaki istatistiksel
farkliliklar tek yonliit ANOVA ve posthoc Duncan testi yardimiyla tespit edildi. Saglikli
ve diyabetik ratlarda, saksagliptin ve 5-HS’ye ait ortalama plazma konsantrasyonlari
kullanilarak hesaplanan farmakokinetik verilerin degerlendirilmesi; gruplar arasindaki
yiizde (%) farklilik hesaplanarak (Saglikli ratlar i¢in: [(SVS grubundan elde edilen veri
— SS grubundan elde edilen veri) / SS grubundan elde edilen veri] x 100), Diyabetik
ratlar i¢in: [(DVS grubundan elde edilen veri — DS grubundan elde edilen veri) / DS
grubundan elde edilen veri] x 100, Saglikli ve Diyabetik ratlarin karsilastirilmasi igin
ise: [(DS grubundan elde edilen veri — SS grubundan elde edilen veri) / SS grubundan
elde edilen veri] x 100 ve [(DVS grubundan elde edilen veri — SVS grubundan elde
edilen veri) / SVS grubundan elde edilen veri] x 100) analiz edildi. Farkliligin
degerlendirilmesinde <%(-)25 ve >%(+)25 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi (Corum vd., 2019). Saghikli ve diyabetik ratlar arasindaki farmakodinamik
farkliliklar Independent sample t testi ile belirlendi. Veriler ortalama+SD olarak verildi.
[statistiksel analiz i¢in SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, versiyon 20.0
SPSS Inc, Chicago Illinois, USA) programi kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel agidan

onemlilik sinir1 kabul edildi.
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Cizelge 2.1. Deneysel prosediiriin sematik gosterimi

Esit hacimde
sitrat tamponu, i ]  Saglikli ratlar
ip yolla

Glikoz

Insiilin

Eslt hacimde SF,
ip onIa (n=96)

110 mg/kg NA, 80 mg/kg STZ, Glikoz T2DM ratlar Glikoz
0.giin ip yolla (n=96) ip yolla 200 mg/dL insiilin

35.giin

Kan orneklerinin
toplanmasi ve kan

20 mg/kg oral glikoz _duzeyler.mln
saksagliptin belirlenmesi

7 giin boyunca her giin

Glikoz esit hacimde oral SF 1
Insiilin " "
SvSgrubu [kl 20 Mg/kg oral HPLC analizi
Saghkh Ratlar (n=48) 10 mg/kg oral verapamil saksagliptin > 1
DS grubu 7gin boyunea her gin  RRIORRIIIGRIEL FK parametrelerin
(n:48) esit hacimde oral SF Saksag l ptl fl hesaplanmas1

Glikoz
Insiilin

!

istatistiksel Analiz

DVS grubu 7 giin boyunca her giin 20 mg/kg oral

T2DM Ratlar (n:48) 10 mg/kg oral verapamil Saksag“ptm
35.giin sabah 42.giin sabah SF: Serum Fizyolojik, NA: Nikotinamid, STZ:
Streptozotosin, T2DM: Tip 2 Diabetes Mellitus, SS:
Saglikli Saksagliptin, SVS: Saglikli
Verapamil+Saksagliptin, DS: Diyabetik Saksagliptin,
27 DVS: Diyabetik  Verapamil+Saksagliptin, FK:

Farmakokinetik



3. BULGULAR
3.1. Diyabetik Parametreler

SS, SVS, DS ve DVS gruplarina ait diyabetik parametreler Cizelge 3.1°’de sunuldu. SS
ile SVS gruplan arasinda ve DS ile DVS gruplarinda agirlik, kan glikoz diizeyi ve
plazma insiilin diizeyleri arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik tespit
edilmedi. Saglikli ve diyabetik ratlarin baglangic agirliklart arasinda bir fark
gbzlenmezken; 35.giin agirliklarr arasinda anlamli fark oldugu belirlendi (P < 0,001).
Bununla beraber saglikli ratlarin agirlik kazanim diizeyleri, diyabetik ratlara kiyasla
anlamli bir sekilde yiiksek olarak bulundu (P < 0,001). 35.giin kan glikoz diizeyleri
(STZ uygulamasindan 28 giin sonra) incelendiginde, diyabetik ratlarin kan glikoz
diizeylerinin saglikli ratlara gére 6nemli oranda yiiksek oldugu gozlendi (P < 0,001).
Ayni sekilde diyabetik ratlarin 35.giin yapilan plazma insiilin analizinde de, saglikli
ratlara gore disiis oldugu tespit edildi (P < 0,001). Elde edilen veriler araciligiyla
belirlenen HOMA-IR degeri ise anlamli bir sekilde diyabetik ratlarda daha yiiksek
bulundu (P < 0,001).

Cizelge 3.1. Farmakokinetik ¢aligma gruplarindaki diyabetik parametreler

Saghkh Ratlar Diyabetik Ratlar
Parametre SS SVS DS DVS
Agirlik 0.glin 176,68 + 14,81 176,45 + 14,02 172,06 + 14,05 171,45+ 17,28
(gr)
Agirlik 35.gin 295,5 + 13,07 291,68 + 12,28 192,62 + 13,847 189,52 + 12,207
(gr)
Agirlik 118,81 + 12,52 115,22+ 12,5 20,56 + 9,75% 18,06 + 8,3*
kazanimi (gr)
Kan glikoz 4,7+0,4 4,61 +0,44 14,9 +2,13% 14,7+ 1,5%
diizeyi 35.giin
(mmol/L)
Plazma insiilin 15,85 + 3,59 16,91 + 5,44 11,95+ 3,35% 12,16 + 3,69*
diizeyi 35.giin
(mU/L)
HOMA-IR 331+0,79 3,44+ 1,06 7,94+ 2,58 8,01 +2,66"

Sonuglar ortalama + standart sapma (SS) olarak verildi. *: P < 0,001. Kan glikoz degeri igin; 1 mg/dL = 0,0555 mmol/L. SS; Saglikli
Saksagliptin grubu (n=48), SVS; Saglikli Verapamil + Saksagliptin grubu (n=48), DS; Diyabetik Saksagliptin grubu (n=48), DVS;
Diyabetik Verapamil + Saksagliptin grubu (n=48).

3.2. Farmakokinetik Parametreler
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Yapilan ¢aligmada saglikli ve diyabetik ratlarda tek ve verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin)
uygulamasini takiben yapilan saksagliptinin (20 mg/kg, PO) ve metaboliti 5-hidroksi
saksagliptinin (5-HS) yari-logaritmik plazma konsantrasyon-zaman egrileri Sekil 3.1 ve
Sekil 3.2°de sunuldu.

Saksagliptin, ilk gozlemsel nokta i¢in (0,17. saat) SS, SVS, DS ve DVS gruplarinda
strastyla 0,9 + 0,25; 1,27 + 0,31; 0,93 £ 0,14 ve 1,25 + 0,19 pg/mL’lik konsantrasyon
sergiledi. Takiben SS grubunda 12.saatte 0,38 + 0,19 ug/mL’lik konsantrasyona; SVS,
DS ve DVS gruplarinda ise 18.saatte sirasiyla 0,16 £+ 0,25; 0,14 + 0,22 ve 0,41 £ 0,21
ng/mL’lik konsantrasyona diistii.

5-HS’nin plazma konsantrasyonu ilk gézlemsel nokta i¢in (0,17. saat) SS, SVS, DS ve
DVS gruplarinda sirastyla 0,71 + 0,05; 0,71 + 0,05; 0,77 = 0,07 ve 0,69 + 0,03 pug/mL
olarak belirlendi. Ardindan 18.saatte SS, SVS, DS ve DVS gruplarinda sirasiyla 0,74 +
0,1; 0,41 £0,32; 0,67 = 0,08 ve 0,31 £ 0,34 ng/mL’lik konsantrasyona diistii.
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Sekil 3.1: Tek ve verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin) ile birlikte uygulanan saksagliptinin (20

mg/kg, PO) saglikli ve diyabetik ratlarda yari-logaritmik plazma konsantrasyon-zaman egrileri
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(n=6, ortalama+SS). SS: Saglikli Saksagliptin grubu, SVS: Saglikli Verapamil + Saksagliptin
grubu, DS: Diyabetik Saksagliptin grubu, Diyabetik VVerapamil + Saksagliptin grubu.
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Sekil 3.2: Tek ve verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin) ile birlikte uygulanan saksagliptinin (20
mg/kg, PO) saglikli ve diyabetik ratlarda metaboliti 5-hidroksi saksagliptine ait yari-logaritmik
plazma konsantrasyon-zaman egrileri (n=6, ortalama+SS). SS: Saglikli Saksagliptin grubu,
SVS: Saglikli Verapamil + Saksagliptin grubu, DS: Diyabetik Saksagliptin grubu, Diyabetik

Verapamil + Saksagliptin grubu.

Tek ve verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin) ile birlikte uygulanan saksagliptinin (20
mg/kg, PO) saglikli ratlarda farmakokinetik parametreleri ¢izelge 3.2’de sunuldu. Bu
parametreler SS grubunda ti:., 3,97 (saat); EAAo 22,84 (saat*ug/mL); MRTo 5,11
(saat); CI/F 875,3 (mL/saat/kg); Vdaian/F 5017,51 (ML/KQ); Caoruk 4,8 + 1,07 (ug/mL) ve
Tdoruk 1,5 (Saat) seklinde hesaplandi. SS ve SVS gruplan arasinda ti2. ve MRTo.
degerleri benzerdi. Buna karsin, SS grubuna kiyasla SVS grubunda EAAo-» Ve Cdoruk
degerleri sirasiyla %28,72 ve %45 oraninda yiiksek; CI/F, Vdaian/F ve Taoruk degerleri ise
sirastyla 9%22,29; %24,19 ve %33,33 oraninda diisiik olarak belirlendi. Bu degerlerden
EAA0-», Cdoruk Ve Tdaoruk degerleri arasindaki farklarmm anlamli olan %25’lik farkin

tizerinde oldugu gozlendi.
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Cizelge 3.2. Tek ve verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin) ile birlikte uygulanan saksagliptinin (20
mg/kg, PO) saglikl ratlarda farmakokinetik parametreleri

Parametre SS SVS GAF (%)
t12)2 (Saat) 3,97 3,87 -2,51
EAA0-» (saat*pg/mL) 22,84 29,4 +28,72
MRTo-. (saat) 511 4,99 -2,34
CI/F (mL/saat/kg) 875,3 680,15 -22,29
Vdaian/F (ML/KQ) 5017,51 3803,75 -24,19
Cdoruk (ng/mL) 4.8+1,07 6,96+ 1,22 +45
Tdoruk (Saat) 15 1 -33,33

Gruplar Arasi Farklilik [(GAF) (%)]: SVS grubunun SS grubuna gore yiizde (%) farkliligini [(SVS grubundan elde edilen veri - SS
grubundan elde edilen veri) / SS grubundan elde edilen veri x 100)] ifade eder. t;,: terminal eliminasyon yari 6miir, EAA: egri
altinda kalan alan, MRT: ortalama kalig siiresi, CI/F: total viicut klerensi, Vdaan/F: dagilim hacmi, Cgon: doruk konsantrasyon,

Taoruk: doruk konsantrasyona ulasma siiresi. SS; Saglikli Saksagliptin grubu, SVS; Saglikli Verapamil + Saksagliptin grubu.

Tek ve verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin) ile birlikte uygulanan saksagliptinin (20
mg/kg, PO) diyabetik ratlarda farmakokinetik parametreleri ¢izelge 3.3’te sunuldu. Bu
parametreler DS grubunda ti»:., 3,64 (saat); EAAo-» 26,82 (saat*ug/mL); MRTo. 5,04
(saat); CI/F 745,55 (mL/saat/kg); Vdaian/F 3916,31 (ML/KQ); Cdoruk 6,05 + 1,68 (ng/mL)
ve Taoruk 1 (saat) seklinde hesaplandi. DS ve DVS gruplari arasinda Tgoruk degerleri
benzerdi. Ayrica DS grubuna kiyasla DVS grubunda ti21,, EAAG-c, MRT o0, Vdaian/F Ve
Cdoruk degerleri sirastyla %62,63; %43,66; %34,92; %13,21 ve %36,19 oraninda yiiksek;
CI/F degeri ise %30,38 oraninda diisiik olarak belirlendi. Bu degerlerden ti2,, EAA0-,
MRTo-w, CI/F ve Cgoruk degerleri arasindaki farklarin anlamli olan %25°lik farkin

tizerinde oldugu goézlendi.

Cizelge 3.3. Tek ve verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin) ile birlikte uygulanan saksagliptinin (20
mg/kg, PO) diyabetik ratlarda farmakokinetik parametreleri

Parametre DS DVS GAF (%)
t1/22 (Saat) 3,64 5,92 +62,63
EAAo.» (saat*pg/mL) 26,82 38,53 +43,66
MRTo... (Saat) 5,04 6,8 +34,92
Cl/F (mL/saat/kg) 745,55 519,04 -30,38
Vdaian/F (ML/KQ) 3916,31 4433,86 +13,21
Cuoruk (ng/mL) 6,05 + 1,68 824+1,2 +36,19
Tdoruk (Saat) 1 1 0
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Gruplar Arasi Farklilik [(GAF) (%)]: DVS grubunun DS grubuna gore yiizde (%) farkliligini [(DVS grubundan elde edilen veri - DS
grubundan elde edilen veri) / DS grubundan elde edilen veri x 100) ifade eder. ti... terminal eliminasyon yar1 6miir, EAA: egri
altinda kalan alan, MRT: ortalama kalig siiresi, CI/F: total viicut klerensi, Vdaan/F: dagilim hacmi, Cgoruk: doruk konsantrasyon, Teoruk:

doruk konsantrasyona ulagma siiresi. DS; Diyabetik Saksagliptin grubu, DVS; Diyabetik Verapamil + Saksagliptin grubu.

Tek saksagliptin (20 mg/kg, PO) uygulanan saglikli ve diyabetik ratlarda saksagliptinin
farmakokinetik parametreleri ¢izelge 3.4’te sunuldu. Bu parametreler SS grubunda ti.,
3,97 (saat); EAA0- 22,84 (saat*ug/mL); MRTo. 5,11 (saat); CI/F 875,3 (mL/saat/kg);
Vdaan/F 5017,51 (mL/kg); Cdoruk 4,8 £ 1,07 (ug/mL) ve Taoruk 1,5 (Saat) seklinde
hesaplandi. SS grubuna kiyasla DS grubunda EAAo Ve Cdoruk degerleri sirasiyla
%17,42 ve %26,04 oraninda yiiksek olarak belirlenirken; ti/2,, MRTo-w, CI/F, Vdaan/F
ve Tdoruk degerleri sirasiyla %8,31; %1,36; %14,82; %21,94 ve %33,33 oraninda diisiik
olarak tespit edildi. Bu degerlerden Cgoruk V€ Tdoruk degerleri arasindaki farklari anlaml

olan %25’lik farkin lizerinde oldugu gozlendi.

Cizelge 3.4. Tek saksagliptin (20 mg/kg, PO) uygulanan saglikli ve diyabetik ratlarda

saksagliptinin farmakokinetik parametreleri

Parametre SS DS GAF (%)
t1/222 (Saat) 3,97 3,64 -8,31
EAA-» (saat*pg/mL) 22,84 26,82 +17,42
MRTo-» (saat) 511 5,04 -1,36
Cl/F (mL/saat/kg) 875,3 745,55 -14,82
Vdaian/F (ML/KQ) 5017,51 3916,31 -21,94
Cdoruk (ng/mL) 4,8 +1,07 6,05+ 1,68 +26,04
T doruk (saat) 15 1 -33,33

Gruplar Arasi Farklilik [(GAF) (%)]: DS grubunun SS grubuna gore yiizde (%) farkliligini [(DS grubundan elde edilen veri - SS
grubundan elde edilen veri) / SS grubundan elde edilen veri x 100) ifade eder. t;,. terminal eliminasyon yar1 émiir, EAA: egri
altinda kalan alan, MRT: ortalama kalis siiresi, CI/F: total viicut klerensi, Vdaan/F: dagilim hacmi, Cgoru: doruk konsantrasyon, Teoruk:

doruk konsantrasyona ulasma siiresi. SS; Saglikli Saksagliptin grubu, DS; Diyabetik Saksagliptin grubu.

Verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin) ile birlikte uygulanan saksagliptinin (20 mg/kg, PO)
saglikli ve diyabetik ratlarda farmakokinetik parametreleri ¢izelge 3.5’te sunuldu. Bu
parametreler SVS grubunda ti:., 3,87 (saat); EAA0-» 29,4 (saat*ug/mL); MRTo 4,99
(saat); CI/F 680,15 (mL/saat/kg); Vdaan/F 3803,75 (ML/KQ); Cdoruk 6,96 £ 1,22 (ug/mL)
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ve Tdoruk 1 (Saat) seklinde hesaplandi. SVS ve DVS gruplart arasinda Tdoruk degerleri
benzerdi. SVS grubuna kiyasla DVS grubunda ti/21,, EAA0-, MRTo-0, Vdaian/F Ve Caoruk
degerleri sirasiyla %52,97; %31,05; %36,27; %16,56 ve %18,39 oraninda yiiksek olarak
belirlenirken; yalnizca CI/F degeri %23,68 oraninda diisiik olarak tespit edildi. Bu
degerlerden ti/21,, EAA0-» Ve MRTo. degerleri arasindaki farklarin anlamli olan %25°1lik

farkin tizerinde oldugu gézlendi.

Cizelge 3.5. Verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin) ile birlikte uygulanan saksagliptinin (20 mg/kg,
PO) saglikl1 ve diyabetik ratlarda farmakokinetik parametreleri

Parametre SVS DVS GAF (%)
t12)2 (Saat) 3,87 5,92 +52,97
EAA0-» (saat*ug/mL) 29,4 38,53 +31,05
MRTo.» (saat) 4,99 6,8 +36,27
CI/F (mL/saat/kg) 680,15 519,04 -23,68
Vdaian/F (ML/KQ) 3803,75 4433,86 +16,56
Cdoruk (ng/mL) 6,96 1,22 8,24+1,2 +18,39
Tdoruk (saat) 1 1 0

Gruplar Arasi Farklilik [(GAF) (%)]: DVS grubunun SVS grubuna gore yiizde (%) farkliligmi [(DVS grubundan elde edilen veri -
SVS grubundan elde edilen veri) / SVS grubundan elde edilen veri x 100) ifade eder. t; .. terminal eliminasyon yar1 omiir, EAA:
egri altinda kalan alan, MRT: ortalama kalis siiresi, CI/F: total viicut klerensi, Vdyan/F: dagilim hacmi, Cgoruk: doruk konsantrasyon,
Taoru: doruk konsantrasyona ulagma siiresi. SVS; Saglikli Verapamil + Saksagliptin grubu, DVS; Diyabetik Verapamil +
Saksagliptin grubu.

Tek ve verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin) ile birlikte uygulanan saksagliptinin (20
mg/kg, PO) saglikl ratlarda metaboliti 5-HS’ye ait farmakokinetik parametreleri ¢izelge
3.6’da sunuldu. Bu parametreler SS grubunda ti2. 5,91 (saat); EAA¢. 65,03
(saat*ug/mL); Cdoruk 10,02 + 1,27 (ug/mL) ve Tqoruk 3 (Saat) seklinde hesaplandi. SS ve
SVS gruplar arasinda Tgoruk degerleri ayniydi. SS grubuna kiyasla SVS grubunda ti/2.,
EAAo- Ve Cgoruk degerleri sirasiyla %11,5; %32,32 ve %31,13 oraninda diisiik olarak
belirlendi. Bu degerlerden EAAo-» Ve Cdoruk degerleri arasindaki farklarin anlamli olan

%25’lik farkin lizerinde oldugu goézlendi.
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Cizelge 3.6. Tek ve verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin) ile birlikte uygulanan saksagliptinin (20
mg/kg, PO) saglikli ratlarda metaboliti 5-hidroksi saksagliptine ait farmakokinetik parametreleri

Parametre SS SVS GAF (%)
t12)2 (Saat) 5,91 5,23 -11,5
EAA0 (saat*ug/mL) 65,03 44,01 -32,32
Cooruk (ng/mL) 10,02 + 1,27 6,9 £0,65 -31,13
T doruk (saat) 3 3 0

Gruplar Arasi Farklilik [(GAF) (%)]: SVS grubunun SS grubuna gore yiizde (%) farkliligini [(SVS grubundan elde edilen veri - SS
grubundan elde edilen veri) / SS grubundan elde edilen veri x 100) ifade eder. t.,. terminal eliminasyon yar1 dmiir, EAA: egri
altinda kalan alan, Cgory: doruk konsantrasyon, Teoruk: doruk konsantrasyona ulagma siiresi. SS; Saglikli Saksagliptin grubu, SVS;
Saglikli Verapamil + Saksagliptin grubu.

Tek ve verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin) ile birlikte uygulanan saksagliptinin (20
mg/kg, PO) diyabetik ratlarda metaboliti 5-HS’ye ait farmakokinetik parametreleri
cizelge 3.7°de sunuldu. Bu parametreler DS grubunda ti, 7,76 (saat); EAAo-« 56,18
(saat*pg/mL); Cdoruk 8,06 £ 1,67 (ug/mL) ve Tgoruk 3 (Saat) seklinde hesaplandi. DS ve
DVS gruplar1 arasinda Tgoruk degerleri ayniydi. DS grubuna kiyasla DVS grubunda ti/),
EAAo- Ve Cdoruk degerleri sirastyla %45,74; %30,49 ve %25,8 oraninda diisiik olarak
belirlendi. Bu parametreler arasindaki farklarin anlamli olan %25°lik farkin {izerinde

oldugu gozlendi.

Cizelge 3.7. Tek ve verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin) ile birlikte uygulanan saksagliptinin (20
mg/kg, PO) diyabetik ratlarda metaboliti 5-hidroksi saksagliptine ait farmakokinetik

parametreleri

Parametre DS DVS GAF (%)
t1/2:2 (Saat) 7,76 4,21 -4574
EAA0» (saat*pg/mL) 56,18 39,05 -30,49
Codoruk (ng/mL) 8,06+ 1,67 5,98 +0,51 -25,8
Tdoruk (saat) 3 3 0

Gruplar Arasi Farklilik [(GAF) (%)]: DVS grubunun DS grubuna gére yiizde (%) farkliligini [(DVS grubundan elde edilen veri - DS
grubundan elde edilen veri) / DS grubundan elde edilen veri x 100) ifade eder. t;... terminal eliminasyon yari omiir, EAA: egri
altinda kalan alan, Cyoru: doruk konsantrasyon, Tgerk: doruk konsantrasyona ulagma siiresi. DS; Diyabetik Saksagliptin grubu, DVS;
Diyabetik Verapamil + Saksagliptin grubu.
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Tek saksagliptin (20 mg/kg, PO) uygulanan saglikli ve diyabetik ratlarda metaboliti 5-
HS’ye ait farmakokinetik parametreleri ¢izelge 3.8’de sunuldu. Bu parametreler SS
grubunda ti/2, 5,91 (saat); EAAo- 65,03 (saat*ug/mL); Cdoruk 10,02 £+ 1,27 (ug/mL) ve
Taoruk 3 (saat) seklinde hesaplandi. SS ve DS gruplari arasinda Tgoruk degerleri ayniydi.
SS grubuna kiyasla DS grubunda ti. degeri %31,3 oraninda yiiksek olarak
belirlenirken; EAAo- Ve Cdoruk degerleri sirasiyla %13,6 ve %19,56 oraninda diisiik
olarak tespit edildi. Bu degerlerden tin, degerleri arasindaki farklarin anlamli olan

%25’lik farkin {izerinde oldugu goézlendi.

Cizelge 3.8. Tek saksagliptin (20 mg/kg, PO) uygulanan saglikli ve diyabetik ratlarda metaboliti

5-hidroksi saksagliptine ait farmakokinetik parametreleri

Parametre SS DS GAF (%)
t1/222 (Saat) 5,91 7,76 +31,3
EAA0- (saat*ug/mL) 65,03 56,18 -13,6
Cdoruk (ng/mL) 10,02 + 1,27 8,06 + 1,67 -19,56
Tdoruk (Saat) 3 3 0

Gruplar Aras1 Farklilik [(GAF) (%)]: DS grubunun SS grubuna gore yiizde (%) farklihgini [(DS grubundan elde edilen veri - SS
grubundan elde edilen veri) / SS grubundan elde edilen veri x 100) ifade eder. t;,. terminal eliminasyon yar1 émiir, EAA: egri
altinda kalan alan, Cgoru: doruk konsantrasyon, Tgoruk: doruk konsantrasyona ulagma siiresi. SS; Saghkli Saksagliptin grubu, DS;
Diyabetik Saksagliptin grubu.

Verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin) ile birlikte uygulanan saksagliptinin (20 mg/kg, PO)
saglikli ve diyabetik ratlarda metaboliti 5-HS’ye ait farmakokinetik parametreleri
cizelge 3.9°da sunuldu. Bu parametreler SVS grubunda ti/. 5,23 (saat); EAAo- 44,01
(saat*pg/mL); Cdoruk 6,9 £+ 0,65 (ug/mL) ve Tdoruk 3 (Saat) seklinde hesaplandi. SVS ve
DVS gruplar arasinda Tgoruk degerleri ayniydi. SVS grubuna kiyasla DVS grubunda
ti222, EAA0» Ve Cgoruk degerleri sirasiyla %19,5; %11,27 ve %13,33 oraninda diisiik
olarak tespit edildi. Bu degerler arasindaki herhangi bir farkin anlamli olan %25°lik

farkin {izerinde olmadig1 gozlendi.
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Cizelge 3.9. Verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin) ile birlikte uygulanan saksagliptinin (20 mg/kg,
PO) saglikli ve diyabetik ratlarda metaboliti 5-hidroksi saksagliptine ait farmakokinetik

parametreleri

Parametre SVS DVS GAF (%)
ty2z (Saat) 5,23 4,21 -19,5
EAA0-» (saat*pg/mL) 44,01 39,05 -11,27
Cdoruk (ng/mL) 6,9 +£0,65 5,98 £0,51 -13,33
Tdoruk (saat) 3 3 0

Gruplar Arasi Farklilik [(GAF) (%)]: DVS grubunun SVS grubuna gére yiizde (%) farkliligini [(DVS grubundan elde edilen veri -
SVS grubundan elde edilen veri) / SVS grubundan elde edilen veri x 100) ifade eder. t;,. terminal eliminasyon yar1 6miir, EAA:
egri altinda kalan alan, Cgoru: doruk konsantrasyon, Tgouk: doruk konsantrasyona ulagma siiresi. SVS; Saglikli Verapamil +
Saksagliptin grubu, DVS; Diyabetik Verapamil + Saksagliptin grubu.

Tek ve verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin) ile birlikte uygulanan saksagliptin (20 mg/kg,
PO) uygulamasini takiben saglikli ve diyabetik ratlarda saksagliptin ve 5-HS’ye ait egri
altinda kalan alanlar ¢izelge 3.10’de sunuldu. Metabolit-Ana ila¢ Oran1 [MAO: (EAAo.
wo(5-HS) | EAA-o(Saksagliptin))] SS, SVS, DS ve DVS gruplari arasinda sirasiyla 2,85; 1,5;
2,09 ve 1,01 degerlerinde tespit edildi.

Cizelge 3.10. Tek ve verapamil (10 mg/kg, PO, 7 giin) ile birlikte uygulanan saksagliptin (20
mg/kg, PO) uygulamasini takiben saglikli ve diyabetik ratlarda saksagliptin ve 5-hidroksi

saksagliptine ait egri altinda kalan alanlar

Grup EAA0-xo(Saksagliptin) EAA0-(5-HS) (EAA0-w5-Hs) /
(saat*ng/mL) (saat*ng/mL) EAA0-x(Saksagliptin))

SS 22,84 65,03 2,85

SVS 29,4 44,01 15

DS 26,82 56,18 2,09

DVS 38,53 39,05 1,01

MAO: Metabolit-Ana ilag Orant (EAAgs-Hs) | EAAGcsaksaglipimy)- SS; Saghklt Saksagliptin grubu, SVS; Saglikli Verapamil +
Saksagliptin grubu, DS; Diyabetik Saksagliptin grubu, DVS; Diyabetik Verapamil + Saksagliptin grubu.

3.3. Farmakodinamik Parametreler

Saglikli ratlar (Cizelge 3.11) ve diyabetik ratlar (Cizelge 3.12) karsilastirildi. Ratlara

yapilan saksagliptin uygulamasindan sonra, belirtilen zamanlarda alinan 6rneklerde kan
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glikoz diizeyleri (mg/dL) belirlenerek normal ve diyabetik gruplar aras1 yiizdesel farklar
hesaplandi. SVS grubunun kan glikoz diizeylerinin diisiis ylizdesi, SS grubuna gore
0,33. saatte %5,79 + 1,28 ve 0,75. saatte %20,65 + 6,4 farklar ile istatistiksel olarak
anlamli bir azalma oldugunu gosterdi (P < 0,01). DVS grubunun kan glikoz
diizeylerinin diisiis yiizdesi DS grubu ile karsilastirildiginda ise 0,33. saatte %18,96 +
3,19 (P < 0,01); 0,75. Saatte %36,91 + 7,06 (P = 0,001); 3. saatte %30,58 + 2,39 (P =
0,05) ve 5. saatte %16,2 + 3,08 (P = 0,01) farklar: ile istatistiksel olarak anlamli bir

azalmayi ifade etti.

Cizelge 3.11. Saksagliptinin oral uygulamasindan sonra saglikli ratlarda kan glikoz diizeyi
degisiklikleri (n=6, ortalama + SS)

SS SVs
Zaman Kan glikoz Yiizdesel fark Zaman Kan glikoz degeri  Yiizdesel fark
(saat) degeri (mg/dL) (%) (saat) (mg/dL) (%)
0 8733+ 6.53 0 83.16 + 5.91 ] )
1 =033 851681 2,69+ 1,67 0,33 78.33 % 5.39 3,79+ 1,28
0 875+ 694 ] 0 83.16 £ 9.82 ] ,
2=%575 7933+ 427 9,16£3,16 0.75 65.5 % 3.39 20,65+ 6,4
0 8133+ 6,74 0 78.83 £ 7.22 ]
8715 66,66 + 2.25 -17,61 £6,48 15 65.83 = 3.06 16,13 £5,15
0 83.16 £ 9,62 0 80.83 £ 11,16
4— A5 12,87 £2.18 3 185 1122 +8.58
0 83.83 % 5.56 0 8633+ 4.63 ]
- 81.5%5.78 280,99 5 83 £2.82 3,77+ 2,11
0 8116+ 4,66 0 8133+ 747
6 — 80.16 £ 421 "L19+1,84 7 80.83 % 6,79 “0,54£2,07
0 8033+ 8.18 0 76,16 + 4.95
10 81+ 7.12 0,99 £3,86 10 76,16+ 5.15 0,01£2,53
50 8033+28 041178 0 82.83 % 6.61 .
18 80,66 + 3,44 ; 7 18 82,16 £ 6,17 T1£3,

*: 1 nolu satirdaki SS ve SVS grubu arasindaki yiizdesel fark istatistiksel agidan énemlidir (P < 0,01). #: 2 nolu satirdaki SS ve SVS
grubu arasindaki yiizdesel fark istatistiksel agidan onemlidir (P < 0,01). SS; Saglikli Saksagliptin grubu, SVS; Saglikli Verapamil +
Saksagliptin grubu.

Cizelge 3.12. Saksagliptinin oral uygulamasindan sonra diyabetik ratlarda kan glikoz diizeyi
degisiklikleri (n=6, ortalama + SS)

DS DVS
Zaman Kan glikoz Yiizdesel fark Zaman  Kan glikoz degeri .
(saat)  degeri (mg/dL) (%) (saat) (mg/dL) Yiizdesel fark
0 27856584 0 2343322913 .
1 =033 2411625586 1326%218 —(3 189,5 + 20,69 18,96+ 3,19
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025 BGE ;56,’21 21,52+451 025 125411,33333ﬂti i 71,’728 36,917,067
1(,)5 I 679%;35314243069 ~38,68+4,2 1?5 213265”31361335’;885 46,01 + 8,49
g ig?;g i ?ggg 24,61 £5,91 2 2?368’2; il éﬁg 230,58 + 2,39*
: = 93”35313255068 9,69 + 3,96 : 22206;’35 ;92”622 16,2+ 3,08%
: 5 é?é;;fg S 729385 : 2%39(’)12 fffg 891 44,16
100 224494i,656f 3367};548 2,08+ 1,58 100 252 5688; j‘;’(ﬁ 2 -4,35+5,02
i3 226689; 12253’?237 014098 i3 253,316i 361277 1,09 + 1,65

&: 1 nolu satirdaki DS ve DVS grubu arasindaki yiizdesel fark istatistiksel agidan énemlidir (P < 0,01). *: 2 nolu satirdaki DS ve
DVS grubu arasindaki yiizdesel fark istatistiksel agidan 6nemlidir (P = 0,001). *: 4 nolu satirdaki DS ve DVS grubu arasindaki
yiizdesel fark istatistiksel agidan 6nemlidir (P = 0,05). *: 5 nolu satirdaki DS ve DVS grubu arasindaki yiizdesel fark istatistiksel
agidan onemlidir (P = 0,01). DS; Diyabetik Saksagliptin grubu, DVS; Diyabetik Verapamil + Saksagliptin grubu.
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4. TARTISMA
4.1. Diyabetik Parametreler

T2DM, insiilin sekresyonuna veya insiilin direnci kusurlarina yol acan heterojen bir
metabolik sendromdur (Roghani vd., 2013). Yapilan g¢alismada ratlarda T2DM’yi
indiiklemek icin NA+STZ kombinasyonu tercih edilmistir. STZ dogal olarak
Streptomyces achromogenes tarafindan iretilir. Tek doz STZ, beta hiicreleri {izerinde
dogrudan toksik etkiye neden olup, kalic1 hiperglisemi saglar. Beta hiicrelerine ulasan
STZ, bu hiicrelerde DNA alkilasyonunun yan sira (Delaney vd., 1995) ATP ve NAD
iceriginin azalmasma (Heller vd., 1994) neden olur. Ayrica oksidatif stresi,
inflammasyonu ve endotel disfonksiyonu artirici etkileri s6z konusudur (Eleazu vd.,
2013). NA, vitamin B3’iin (niyasin) bir tiirevidir. STZ nin toksik etkilerini antioksidan
karakteri sayesinde azaltir (Szkudelski, 2001; Szkudelski, 2012). Serbest oksijen
radikali ve nitrik oksit temizleyicisi olan NA, beta hiicrelerinde rejenerasyonu artirici ve
apoptozu inhibe edici etkinlik gosterir. Ayrica metil grubu alicisi oldugundan, DNA
hasarini azaltict karakter gosterir (Bennett ve Pegg, 1981). Bu ¢alismada saglikli ratlara
(SS ve SVS gruplar) gore diyabetik ratlarda (DS ve DVS); kilo kazaniminda azalma,
kronik hiperglisemi ve hipoinsiilinemi gozlendi. Tiim bu parametreler, modeli

dogrulamak icin bakilan diyabet belirtegleridir (Kaur vd., 2018; Mohamed vd., 2019).

STZ; beta hiicrelerinde glikoz oksidasyonu ve glikoz tasinmasina zarar verip glukokinaz
aktivitesini bozar. Ayrica insiilin sentez ve sekresyonunu da azaltarak kronik bir
hiperglisemiye neden olur (Bedoya vd., 1996; Rees ve Alcolado, 2005; Islam ve
Wilson, 2012). Mevcut c¢aligmada diyabetik ratlarda STZ’ye bagh gelisen
hipergliseminin, beta hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) artmasina baglh
olarak gelisen oksidatif DNA hasarindan kaynaklandigi ifade edilebilir. Bunun
sonucunda pankreatik beta hiicrelerinde islev bozuklugu ve insiilin seviyelerinde azalma
sekillenmis olabilir (Song vd., 2007). Asir1 ROT iiretiminin tip 2 diyabet gelisiminde
hayati bir rol oynadigi bilinmektedir. Diyabetik komplikasyonlar, diyabet sirasinda
iiretilen serbest radikallerin dogrudan sonuglaridir (Ahmed vd., 2015). Bu caligmada
diyabetik ratlarda insiilin seviyeleri azalsa da, DS grubunda 11,95 + 3,35 mU/L ve DVS
grubunda 12,16 + 3,69 mU/L diizeylerinde plazma insiilin konsantrasyonlar1 belirlendi.

Ayrica kan glikoz ve insiilin seviyelerine bagimli bir parametre olan ve insiilin
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direncinin degerlendirilmesi i¢in gii¢lii bir klinik belirte¢ olan HOMA-IR degeri de,
diyabetik ratlarda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulundu (Patel vd.,
2012). Bu bulgular, 6nceki ¢alismalarla uyumlu sonuglar elde edildigini gostermektedir

(Ahangarpour vd., 2017; Kpemissi vd., 2020).

STZ kaynakli gelisen diyabet, kas kaybi ve doku proteini kaybi aracilifiyla kilo
azalmasi ile iligkilendirilmistir (Balamurugan ve Ignacimuthu, 2011). Bunun sebebi
diyabetik ratlarda belirlenen hipoinsiilinemi olabilir. Insiilin, protein sentezini artirmak
icin amino asitlerin iskelet kasina akigini uyarir (Long vd., 2011). Bu nedenle;
diyabette, insiilin seviyesinin azalmasina bagli olarak kilo kazanimi azalabilir. Ayrica
saglikli ratlara kiyasla diyabetik ratlarda kilo kazaniminin ¢ok daha az olmasinin diger
bir sebebi karaciger hasar1 olabilir. Protein sentezi, glikojen depolanmasi ve alinan besin
maddelerini viicudun kullanabilecegi hale getirmesi gibi, kilo kazanimi ile
iligkilendirilebilecek islevleri bulunan karaciger; diyabetik durumlardan ciddi sekilde
etkilenir (Sundaram vd., 2014). Diyabette, karacigerde oksidatif stres artiginin;
hiperglisemi sonucu hiicrelerde olusan ROT un yiikselen diizeylerinden kaynaklandig:
bildirilmistir (Prasath ve Subramanian, 2013). Yiikselen ROT tiretimi, Nrf2 ve NF-kB
gibi  inflammatuvar mediyatorlerin  ¢ekirdege translokasyonunu tetikleyerek
inflamasyona dahil olan genlerin transkripsiyonunun artmasina neden olur (Zhang vd.,
2016). Elde edilen verilerin 1s18inda diyabetik ratlarda gelismesi muhtemel bir karaciger

hasarina bagli olarak kilo kazaniminin farkli olmasi anlasilabilir.

4.2. Farmakokinetik Parametreler

Yapilan calismada saksagliptin i¢in SS ve SVS gruplar ile SS ve DS gruplari arasinda
ti2x, degeri anlamli bir fark gostermezken, DVS grubunda DS grubuna gore %62,63;
DVS grubunda SVS grubuna gore %52,97 oraninda bir artis gozlendi. Saksagliptin, elde
edilen sonuglarla benzer sekilde insanlar dahil pek ¢ok tiirde 2-5 saatlik bir eliminasyon
yar1 omriine sahiptir. Eliminasyon yart 6mrii (t12),); dagilim hacmi (Vd) ve klerens (Cl)
parametrelerinden etkilenen bir degerdir. Bu parametrelerdeki farkliliklar, ilacin
eliminasyon yar1 Omiir siiresi tizerinde dogrudan etki gosterir (Toutain ve Bousquet-
Meélou, 2004). SS ve SVS gruplannt ile SS ve DS gruplant karsilastirildiginda
saksagliptine ait Vdaan/F ve CI/F degerlerinin benzer oranlarda azaldigi belirlendi.

Dagilim hacmi ve klerensteki bu benzer orandaki azalma, karsilastirilan bu gruplardaki
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saksagliptin yar1 Omiir siirelerinin degismemesinin sebebi olabilir. DVS ve DS grubu ile
DVS ve SVS gruplari karsilastirildiginda ise DVS grubunda saksagliptin Vdaian/F degeri
artarken, CI/F degerinde azalma go6zlendi. Bu farkliliklar dagilim hacmi ve klerens

degerlerindeki farkliliklardan kaynaklanmis olabilir.

Yapilan ¢alismada saksagliptine ait CI/F degerleri SVS grubunda SS grubuna gore
%22,29; DVS grubunda DS grubuna gore %30,38; DS grubunda SS grubuna gore
%14,82 ve DVS grubunda SVS grubuna gore %23,68 oraninda azaldi. DS ve SS
gruplart arasindaki farklarin diger gruplara kiyasla daha az olmasi; diyabetin CI/F degeri
tizerinde, verapamil kadar etkili olmadigimi gostermektedir. Yapilan c¢alismalar
incelendiginde; saksagliptinin ana metabolik yolagi CYP3A enzimleri aracilifiyla aktif
metabolite (5-HS) ¢evrilmesidir (insanlarda CYP3A4) (Patel vd., 2011a). Ratlarda var
olan CYP3A formlari; CYP3A1, 3A2, 3A9, 3A18, 3A23 ve 3A62’dir (Matsubara vd.,
2004). Farmakolojik olarak aktif olan 5-HS, ¢alisma yapilan tiim tiirlerde plazmada
onemli seviyelerde tespit edilmistir (Fura vd., 2009). Saksagliptin CI/F degerinin
verapamil uygulamasi ile azalmasi, verapamilin CYP3A enzim sistemleri lizerindeki
inhibitor etkisinden kaynaklanabilir. Verapamil uygulamasina bagli gelismesi olasi
enzim inhibisyonu sonucunda saksagliptin metabolizasyonunun ve buna bagli olarak
Klerensinin de azalmasi beklenen bir durumdur. Ratlar {izerinde yapilan bir ¢alismada,
CYP3A enzimleri ile metabolizasyonu gerceklesen pioglitazonun verapamil ile
kombine kullanildigi zaman eliminasyonunun yavaslamasi; verapamilin enzim
inhibisyonu yapmasina baglanmis (Chintala vd., 2013), diger bir c¢aligmada ise
saksagliptinin, CYP3A enzim indiiktorii olarak bilinen siikraloz ile kombine
uygulandiktan sonra eliminasyon degerlerinde yiikselme goriilmiistiir. Ayrica bu
calismada in vivo durumlarda da saksagliptinin CYP enzim sistemleri lizerinde etkisi
olan maddelerle kombine kullanildiginda etkilesime girebilecegi ifade edilmistir

(Dayyih vd., 2015).

Saksagliptinin metabolizasyon harici diger eliminasyon yolu da renal atilimdir.
Saksagliptinin renal klerensinin glomertiiler filtrasyondan yiiksek olmasi, aktif tiibiiler
sekresyonun da saksagliptinin eliminasyonuna katkida bulundugunu gosterir (Fura vd.,
2009). Verapamil CYP3A enzim sistemleri {izerindeki inhibitdr etkisinin yaninda;

viicutta pek ¢ok dokuda bulunan, substrati olan maddelerin viicuttaki hareketlerine
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onemli Olciide etki eden ve disa atim (efluks) karakterdeki bir tasiyici protein olan P-gp
tizerinde de inhibitor etkinlik gosterir (Bansal vd., 2009). DPP-4 inhibitorlerinin de P-
gp’nin substratt oldugu bilinmektedir (Scheen, 2010). Verapamil uygulamasi ile
saksagliptinin CI/F degerindeki azalma, renal tiibiillerde P-gp aracili taginimin
inhibisyonunun etkisi ile gerceklesmis olabilir. Elde edilen sonuclarla uyumlu sekilde
verapamilin; P-gp’nin substrati olan diger bir DPP-4 inhibitorii sitagliptin ile kombine
kullanimda, sitagliptinin klerensinde de o©Onemli oranda azalmaya sebep oldugu

belirlenmistir (Kilaru vd., 2018).

Ratlarda diyabet modeli olusturulup ilaglarin farmakokinetik profillerinin incelendigi
calismalarda birbirinden farkli sonuclarin ortaya c¢iktigt gozlenmektedir. Farkl
sonuglarin olusmasinin nedeni olarak kullanilan ilacin farmakokinetik karakteri,
uygulama dozu ve yolu, diyabet modelinin nasil sekillendirildigi ile kullanilan
hayvanlarin yasi, irk1 ve viicut agirligr gibi durumlardan bahsedilmistir (Gutierres vd.,
2015). Bu sonuglara o6rnek olarak diyabet durumunun; paklitakselin klerensi iizerinde
bir degisiklik yapmamas1 (Lee vd., 2012), glibenklamidin klerensinde azalma (Li vd.,
2012) ve kanagliflozinin klerensinde ise artis sekillendirmesi (Dong vd., 2018)
gosterilebilir. Bazi calismalarda diyabetin, karaciger enzim sistemleri {izerinde
indiikleyici bir etki gosterdigi ifade edilir (Hu vd., 2010). Dolayisiyla saksagliptin gibi
CYP enzim substratt olan bir ilacin, diyabetin etkisiyle klerensinin artacagi
diisiiniilebilir. Ancak yine saksagliptin gibi bagirsak ve karacigerde metabolize olan
ilaclar i¢in metabolizma, uygulama yoluna baglidir. Damar i¢i yolla uygulanan ilaglarda
metabolizmanin ¢ogu karacigerde gerceklesirken; oral yolla uygulanan bir ilagta
bagirsaktaki presistemik metabolizasyon 6n plana ¢ikar (Watkins, 1994; Pang, 2003).
STZ ile indiiklenerek diyabet modeli sekillendirilen farelerin bagirsaklarindaki CYP3A
enzimlerinin aktivitesinde %50 oraninda diisiis belirlenmistir (Borbas vd., 2006).
Yapilan caligmada saksagliptinin CI/F degeri lizerine diyabetin anlamli bir etkisinin
olmamasi, ilacin oral yolla kullanimina baglanabilir. Diyabete bagli olas1 bir karaciger
CYP enzim indiiksiyonu ile bagirsaktaki olast CYP enzim inhibisyonu beraber
degerlendirildiginde, saksagliptinin klerensinin diyabet durumunda degisiklik
gostermemesi anlasilabilir. CI/F degerinde, DVS grubunda DS grubuna gore %30,38’lik
oranla anlamli olarak belirlenen azalma; hem diyabet hem de verapamilin kombine

etkisinden kaynaklanabilir.
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Yapilan ¢aligmada saksagliptine ait Vdaan/F degerleri SVS grubunda SS grubuna gore
%24,19’luk diisiis; DVS grubunda DS grubuna gore %13,21°lik artis; DS grubunda SS
grubuna gore %21,94’liik diisiis ve DVS grubunda SVS grubuna gore %16,56’lik artig
gosterdi. Tiim gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel a¢idan anlamli olan %25’°lik
dilimin altinda kalsa da SVS grubu ile SS grubu arasindaki %24,19 ile DS grubu ile SS
grubu arasindaki %21,94’lik diigiis farklar1 goze carpmaktadir. Verapamil plazma
proteinlerine oldukga yiiksek oranda (ratlarda %95) baglanir (Manitpisitkul ve Chiou,
1993). Verapamilin plazma proteinlerine yiiksek baglanma oraninin saksagliptinin
baglanma oranim1 azaltarak, saksagliptinin dagilim hacminde artiga neden olmasi
beklenebilir. Ancak saksagliptin plazma proteinlerine diisiik oranlarda (ratlarda %18)
baglanan bir ilagtir (EMEA, 2009). Dolayisiyla plazma proteinlerine baglanmada
yasanabilecek farkliliklarin dagilim hacmi iizerindeki etkisinin Onemsiz olmasi,

saksagliptinin diisiik oranda plazma proteinlerine baglanmasindan kaynaklanabilir.

Ozellikle antidiyabetik ilaglar igin en sik tercih edilen uygulama, oral uygulamadir. Oral
yolla uygulanan ilaglar gastrointestinal epitelyal hiicre zarin1 ge¢cmek zorundadir.
Buradan gecerek portal ven araciligiyla karacigere ve sonunda sistemik dolasima
ulagirlar (Fang vd., 2009). P-gp tasiyici proteini ve CYP3A enzimleri, bagirsak epitel
hiicrelerinde yapisal olarak sentezlenip; substrati olan ve oral yoldan uygulanan bazi
ilaglarin emiliminde 6nemli bir engel olusturur (Kunta ve Sinko, 2004). Verapamil
uygulamasi ile muhtemel P-gp ve CYP3A inhibisyonlarina bagli olarak saksagliptinin,
normalden daha yiiksek oranda sistemik dolasima gectigi ve biyoyararlaniminin arttig
diigiiniilebilir. Buna paralel bir sekilde, eliminasyonundaki azalmaya bagli olarak
plazma konsantrasyonundaki yiikselme; saksagliptinin dagilim hacminde azalmaya
sebep olmus olabilir. Sonuglarla uyumlu olarak; metforminin, verapamil uygulamasi ile

dagilim hacminin azaldig1 gosterilmistir (Han ve Choi, 2020).

Verapamile benzer sekilde, diyabet durumu da saksagliptinin dagilim hacminde diisiise
sebep oldu. Erkek ratlarin ince bagirsaklarinin incelendigi bir ¢alismada CYP3A
izoformlarimin varligr arastirilmistir. Yapilan arastirma sonucunda bagirsak dokularinda
en yiiksek oranda bulunan izoformun CYP3A62 oldugu ve onu CYP3A9’un takip ettigi
tespit edilmistir (Lan vd., 2008). Bagirsak sisteminde baskin olan bu CYP3A62 formu,

insan CYP3A4 formuna benzer ekspresyon profili sergiler ve saksagliptinin
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metabolizasyonunda Onemli rol oynar (Matsubara vd., 2004). Diyabet durumunda
bagirsaktaki CYP3A62 ekspresyonunun onemli diizeyde diistiigii (Lee vd., 2012),
metabolizmasinin azalmasima bagli olarak saksagliptinin plazma konsantrasyonun
yiikseldigi ve dagilim hacminin azaldigi ifade edilebilir. CYP enzimlerine benzer
sekilde diyabetin bagirsak P-gp islevinde ve ekspresyonunda da bozulmaya neden
olabilecegi gosterilmistir (Yu vd., 2010). Diyabete bagli olarak bagirsaktaki P-gp
fonksiyonunun asagi regiilasyonu ve ekspresyonundaki azalma, saksagliptinin plazmada
artmasmna ve dagilim hacminin azalmasina neden olmus olabilir (Anger vd., 2009;

Nawa vd., 2010).

Saksagliptin rat, kopek ve maymunlarda yliksek dagilim oranlarina sahiptir (Fura vd.,
2009). Yag dokusunda ve dolayistyla viicut agirliginda diyabete bagli sekillenen
azalma, saksagliptin gibi yiiksek dagilim hacmine sahip ilaglarin dagilim hacminde
diisise neden olabilir (Lavasani vd., 2013). Ilaglarmn plazma proteinlerine
baglanmasinin, plazma yag asidi seviyelerindeki farklilik nedeniyle degisebilecegi one
striilmiistir (Nadai vd., 1990). STZ ile indiiklenerek diyabet sekillendirilen ratlarda
hiicre i¢i dehidrasyonun (Anwana ve Garland, 1991) yani sira; insiilin direnci,
hiperglisemi, bozulmus glikoz toleransi, hiperlipidemi, hipertansiyon ve hatta kan
dolagiminin azalmasi1 gibi degisikliklerin oldugu ifade edilmistir (Aypak vd., 2015;
Franch-Nadal vd., 2015; Oh vd., 2016). Sonu¢ olarak, diyabete bagli gelisen bu

durumlar ilaglarin viicuttaki dagilimim etkileyebilir.

Yapilan ¢alismada saksagliptine ait ortalama Cgoruk degerleri SVS grubunda SS grubuna
gore %45; DVS grubunda DS grubuna gore %36,19; DS grubunda SS grubuna gore
%26,04 ve DVS grubunda SVS grubuna gore %18,39 oraninda artti. Benzer sekilde
saksagliptin EAA degerleri de, SVS grubunda SS grubuna gore %28,72; DVS grubunda
DS grubuna gore %43,66; DS grubunda SS grubuna gore %17,42 ve DVS grubunda
SVS grubuna gore %31,05 oraninda yiikseldi. Bu sonuglar verapamil ve diyabetin,
saksagliptinin plazma konsantrasyonu {izerinde artirict bir etkinligi oldugunu
gostermektedir. Bir ilaca ait Cgoruk Ve EAA parametreleri; o ilacin biyoyararlanim ve
eliminasyonu ile yakindan iliskilidir (Duan, 2010; Lea-Henry vd., 2018). Saksagliptinin,
ratlarda oral uygulama sonrasi biyoyararlanim degeri %75’tir (Fura vd., 2009).

Verapamil tedavisine bagl olarak gelismesi muhtemel bagirsak CYP3A metabolizma
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inhibisyonu, saksagliptinin plazma konsantrasyonunu artirip, eliminasyonunu azaltmig
olabilir (Choi ve Li, 2005; Chintala vd., 2013). Bu diisiinceyi destekler nitelikte, mevcut
calismada verapamil uygulamasina bagli olarak azalan CI/F degerleri, saksagliptine ait

Cdoruk ve EAA degerlerinin artmasina sebep olmus olabilir.

Saksagliptin, idrar (%25) ve feces (%22) yoluyla benzer oranlarda viicuttan
uzaklastirilir (Golightly vd., 2012). P-gp’nin viicutta en ¢ok sentezlendigi organlarin
basinda da bagirsak ve bobrek gelir. P-gp, substrati olan maddeleri aktif bir sekilde
tagiyarak eliminasyona yonlendirir (Mealey vd., 2003). Verapamil uygulamasina baglh
olasi P-gp inhibisyonu neticesinde absorbsiyonunun artmasina bagli olarak
saksagliptine ait Cgoruk ve EAA degerleri yiikselmis olabilir. Sonuglarimizla uyumlu bir
sekilde P-gp substrati olup verapamil ile kombine uygulanan ivermektin (Elazab ve
Hsu, 2021), rivaroksaban (Kim vd., 2019b) ve paklitaksele (Choi ve Li, 2005) ait Cgoruk
ve EAA degerlerinin ylikseldigi bildirilmistir. Verapamilin yan sira; diyabetik kosullar
altinda da intestinal P-gp seviyesinin ekspresyonundaki azalma nedeniyle (Nawa vd.,
2010; Lee vd., 2012) biliyer atilimla uzaklasacak saksagliptin oraninda diisiis ve

emiliminde artigsa bagli olarak Cdoruk Ve EAA degerlerinin yiikselebilecegi diistiniilebilir.

Yapilan calismada saksagliptine ait Tdoruk degeri SVS grubunda SS grubuna gore
%33,33 oraninda azalirken; DVS-DS gruplari arasinda ayniydi. DS grubunda SS
grubuna gore yine %33,33 oraninda azalirken; DVS-SVS gruplar arasinda ayniydi. Bu
farklar; saksagliptinin oral uygulama sonrasi verapamilin ve diyabetin etkisiyle emilim
hizimin ytikseldigini ifade eder. Diyabetin etkisi ve verapamil uygulamasi sonrasi
ozellikle oral yolla uygulanan ilaglarin ugrak noktasi olan bagirsak ve karacigerde P-gp
tasiyict proteini ile CYP3A enzimlerinin muhtemel inhibisyonuna bagli olarak
saksagliptin daha hizli emilim gostermis olabilir. Onceki ¢alismalar da verapamilin
(Huang vd., 2018, Zhou vd., 2019) ve diyabetin (Bae vd., 2006; Hu vd., 2010) CYP3A4
velveya P-gp aktivitesini inhibe ederek, birlikte uygulanan ilaglarin emilim hizim
artirabilecegini bildirmistir. Ayrica, saksagliptinin ana emilim bdlgelerinden biri
midedir (Dayyih ve ark 2015). Diyabet durumunda gastrik bosalmanin hizlandigina dair
raporlar mevcuttur (Frank vd., 1995; Schwartz vd., 1996). Saksagliptinin midede daha

kisa siire kalmast, Tdoruk degerinin diigmesine neden olmus olabilir.
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Yapilan ¢alismada saksagliptine ait MRTo degeri SVS ile SS grubunda benzerken,
DVS grubunda DS grubuna gore %34,92 oraninda yiikseldi. DS ile SS gruplarinda ise
hemen hemen ayniyken, DVS grubunda SVS grubuna goére %36,27 oraninda yiikseldi.
Ortalama kalis siiresi, ilacin eliminasyon yar1 6mrii ile iligkili bir parametredir (Tras ve
Elmas, 2005). ti2., degerinin, DVS grubunda DS grubuna goére %62,63; SVS grubuna
gore ise %52,97 oraninda ylikselmis olmasit MRTo.. degerinin de artmasina neden
olmus olabilir. ti2, ve MRTo.. degerlerinin ylikselmesi, ilacin viicuttan arinma

zamaninda da uzamaya sebep olur (S6giit Ertas ve Kayali, 2005).

Saksagliptinin %50’si CYP enzimleri araciligiyla 5-HS’ye donistiiriiliir (Tahrani vd.,
2009). Yapilan calismada MAO degerleri SS, SVS, DS ve DVS gruplarinda sirasiyla
2,85; 1,5; 2,09 ve 1,01 olarak tespit edildi. Saksagliptin ve 5-HS’nin EAA parametreleri
baz alinarak hesaplanan bu degerlere gore hem verapamil hem de diyabetin, ratlardaki
saksagliptin maruziyeti iizerine artirict; 5-HS’nin maruziyeti lizerine ise dusiiriicli
etkinlik gosterdigi ifade edilebilir. Sonuglarimizla Grtiisen bir sekilde diger bir kalsiyum
kanal blokorii ve CYP enzim inhibitorii olarak bilinen diltiazem ve baska bir CYP
enzim inhibitérii ketokonazol, kombine kullanim sonucu saksagliptinin EAA
degerlerinde sirasiyla %109 ve %145 oraninda artig; 5-HS’ye ait EAA degerlerinde ise
strastyla %34 ve %88 oraninda diislis yapmustir (Patel vd., 2011b). Ayn1 sekilde STZ ile
indiiklenen diyabet; baikalinin EAA degerinde %122 (Deng vd., 2012), metforminin
EAA degerinde %23 (Lee vd., 2008), paklitakselin EAA degerinde %57 (Lee vd.,
2012), mangiferinin EAA degerinde %134 (Liu vd., 2012) ve berberinin EAA
degerinde %87 (Jia vd., 2017) oraninda artisa neden olmustur. Bu caligmada
saksagliptin EAA’sindaki artis ile 5-HS EAA’sindaki diislisiin de verapamil ve
diyabetin 6zellikle bagirsak sistemindeki CYP enzim sistemleri ve P-gp tasiyici proteini
tizerindeki inhibitor etkinliklerinden kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir. Saksagliptine ait

CI/F degerinin tiim gruplarda azalmasi, bu diisiinceyi destekler niteliktedir.

4.3. Farmakodinamik Parametreler

Saksagliptin, GLP-1’in yikimlanmasimi onleyerek glikoza bagl insiilin sekresyonunu
giiclendiren ve glukagon sekresyonunu inhibe eden bir DPP-4 inhibitoriidiir. T2DM
hastaliginda kullanilan giincel medikal ajanlardan biridir ve minimum istenmeyen etki

ile 6nemli faydalar sunar (Anderson vd., 2016). Giinde bir kez dozlamadan sonra bile
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giiclii etkinlik gosterir. Saksagliptinin uzun siireli farmakolojik etkisine katki saglayan
ilk ve en onemli unsur, aktif metaboliti olan 5-HS bilesiginin genel etkinlige katkida
bulunmasidir (Fura vd., 2009). Ayn1 zamanda gii¢lii ve spesifik bir DPP-4 inhibit6rii
olan bu metabolit rat plazmasinda da 6nemli konsantrasyonlarda dolasir (Sekil 2).
Ancak in vitro enzim kinetik baglanma c¢alismalart 37°C'de DPP-4 inhibisyonu
acisindan 5-HS’nin etkinliginin, ana madde olan saksagliptin etkinliginin yaris1 kadar
oldugunu gostermektedir (Wang vd., 2012). Bu nedenle saksagliptinin klinik
farmakolojik profili dikkate alindiginda, o6zellikle metabolit-ana madde oraninin
degistigi durumlarda (ilag-ilag etkilesimi vb), daha ¢ok saksagliptinin farmakokinetigi
on plana cikar (Boulton, 2017). Ikinci unsur olarak hem saksagliptinin hem de 5-
HS’nin, DPP-4'lin katalitik bolgesine uzun siireli baglanma kapasiteleri gosterilebilir
(Kirby vd., 2008; Metzler vd., 2008). Saksagliptin ve 5-HS'nin; DPP-4 aktif
bolgesinden yavas olan ayrigsmasinin, plazma konsantrasyonu ile DPP-4 inhibisyonu
arasinda gecikme vermesi beklenir ve bu da bilesik i¢in farmakokinetik yari dmiirden
daha uzun bir farmakodinamik yar1 6miir saglar. Saksagliptinin uzun siireli farmakolojik
etkisi ile ilgili olan diger bir unsur da saksagliptin ve 5-HS’nin bagirsak dokularinda
yiiksek konsantrasyonlara ulasmasidir (Fura vd., 2009). inkretin hormonlarmin
sentezlendigi yer olan bagirsak dokularinda yiiksek konsantrasyonlarda ve uzun siire
bulunmalar1 farmakolojik etkinlik acisindan 6nem arz eder. Genel dolasima ulastiktan
sonra ortaya ¢ikardiklar1 etkiye ek olarak, inkretinlerin etki mekanizmasina iligkin
hipotezlerden biri de, inkretinlerin bagirsaktaki L hiicrelerinden salindiktan sonra,
bagirsak intersitisyumunda nodoz gangliyondan kaynaklanan afferent duyusal sinir
liflerini aktive etmesidir (Holst ve Deacon, 2005). Bu hipotezde, intersitisyum igindeki
DPP-4, pankreastan néronal dongii aracili insiilin salinimini diizenlemek icin oldukga
onemli kabul edilir. Bu durum; saksagliptin tarafindan yiiksek glisemik etkinligin ve
anahtar hormonlarin giiclii modiilasyonunun (en azindan bir kisminin), bagirsak

dokularindaki varligindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan caligmada saksagliptin uygulamalar1 ile kan glikoz degerlerinin azaldigi; bu
azalmanin verapamil uygulanan gruplarda daha da yiiksek oranlarda oldugu belirlendi.
Diyabetik rat gruplari arasindaki kan glikoz degerleri arasindaki farkliliklar daha 6n
plandaydi. Bu durum saksagliptin ile birlikte uygulanan verapamilin, glikoz diizeyini

azaltma kapasitesini artirdigini ifade eder. Elde edilen sonuglar farmakokinetik bulgular

47



ile Ortiismektedir. Verapamil uygulamasi ile yiikselen saksagliptin plazma
konsantrasyonu, kan glikoz diizeylerinin daha yiiksek oranlarda diismesine neden olmus
olabilir. Saksagliptinin 2,5; 5 ve 10 mg/kg dozlarmin kiyaslandigi bir calismada,
T2DM’li hastalara 24 hafta boyunca her giin saksagliptinin verildigi ve ¢alisma sonunda
HbA1lc seviyelerinin sirasiyla %0,43; %0,46 ve %0,54 oraninda distiigli; doza bagh
artan bir cevabin sekillendigi ve hastalarda herhangi bir yan etkinin gozlenmedigi
bildirilmistir (Rosenstock vd., 2008). Benzer sekilde bu ¢alismada da saksagliptinin

artan maruziyeti ile beraber lineer bir sekilde artan etkinligi s6z konusu olabilir.

Ayrica verapamilin kendi karakteristigi ile DM hastalarinda prognozu iyiye yonelttigi
cesitli caligmalarda ifade edilmistir. STZ ile indiiklenip DM gelistirilen farelerde
verapamil kullanimi sonucu endojen insililin seviyesi ile beta hiicrelerinin
fonksiyonunda artis/apoptozunda azalis ve glikoz homeostazisinde ilerleme
kaydedilmistir (Carvalho vd., 2018). Baska bir ¢alismada ciddi bir insiilin direncine
sahip oldugu belirlenen farelerde igme suyundan 1 mg/mL dozunda verapamil
uygulanmasi insiilin duyarliliginda ve glikoz homeostazisinde artis olusturmustur (Xu
vd., 2012). DM hastaligina sahip insanlarda yapilan bir ¢alismada ise aclik kan glikoz
seviyesinin verapamil + antidiyabetik ila¢ kullanan grupta, sadece antidiyabetik ilag
kullanan gruba gore 24 mg/dL daha az oldugu; HbAlc seviyesinin de verapamil +
antidiyabetik ila¢ kullanan grupta neredeyse istenilen deger olan %7’lere diistiigii
belirlenmistir (Khodneva vd., 2016). Kan glikoz homeostazisindeki katkilarinin yam
sira verapamil DM hastalarinda néropati (Xu vd., 2019), nefropati (Tabur vd., 2015),
kardiyomiyopati (Shan vd., 2013), proteiniiri (Jermendy ve Ruggenenti, 2007) ve beyin
hasar1 (Jackson vd., 2018) gibi ciddi komplikasyonlarin goériilme sikligini azaltmistir.
Verapamilin bu etkileri goz Oniine alindiginda yapilan ¢alismada kan glikoz

diizeylerindeki azalma oranindaki artigin beklenilen bir durum oldugu ifade edilebilir.

48



5. SONUC ve ONERILER

Ilag etkilesimleri genellikle klinik uygulamada goriiliir ve etkilesim mekanizmalar
genellikle hayvan modellerinde degerlendirilir. Mevcut ¢alismada gelistirilen T2DM
modeli, antidiyabetik ilaglar ile diger ilaglar arasinda gelisebilecek etkilesimlere katki
sagladi. Saglikli ve diyabetik ratlarda verapamil uygulamasi plazma saksagliptin
konsantrasyonunu artirirken, 5-HS konsantrasyonunu azaltti. Diyabetik ratlarda,
verapamil  uygulamasinin  saksagliptinin  terapotik  araligt  iginde  plazma
konsantrasyonunun artigina neden olmasi, daha iyi terapdtik etki ile sonuglandi. Ancak
diyabetik hastalarin saksagliptini tekrarlayan dozlarda uzun siire kullanmasi onerilir.
Verapamil ve saksagliptinin kombine sekilde uzun siire kullanilmasi durumunda
ilaglarin farmakokinetik profilleri degisiklik gosterebilir. Bu nedenle diyabetik
hastalarda saksagliptin ve verapamilin birlikte kullanimindan 6nce tekrarlayan dozlarda
uzun slire uygulamayr takiben, saksagliptin ve verapamilin farmakokinetiginin
belirlenmesi gereklidir. Ayrica diyabetik hastalarda saksagliptinin farmakokinetigi;
uygulama dozu, yas, irk, viicut agirligi ve cinsiyet gibi bagimsiz degiskenlerden
etkilenebilir. Bu nedenle gelecek calismalarda; farkli diyabet modelleri indiiklemesi,
ozellikle bagirsak-karaciger ve bobrek dokularindaki enzim ve tastyici proteinlerin
sentez ve/veya aktivasyonun degerlendirilmesi, diyabete bagli gelisebilecek oksidatif
stres sonucu pankreas basta olmak lizere bagirsak-karaciger ve bobrek dokularinin
histopatolojik olarak incelenmesi, ¢esitli organ hasarlarinin belirtecleri olarak serum

biyokimya parametrelerinin belirlenmesi gereklidir.

Elde edilen sonuglar gbz oniine alindiginda verapamil ve diyabetik kosullar, ratlarda
saksagliptinin plazma konsantrasyonunda artigin yani sira klerens ve dagilim hacmi
degerlerinde diisiise neden oldu. Ayrica verapamilin, saksagliptin ile beraber kullanimi;

saksagliptinin kan glikoz diizeyini diistiriicii etkinligini yiikseltti.
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