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ONSOZ

Tip 2 diyabet insiilin direnci ve beta hiicre disfonksiyonu ile olusan, hiperglisemi ile
karekterize metabolik bir hastaliktir. Tedavide kullanilan antidiyabetik ilaclarm glukoz
kontroliinii sagladigi, fakat hastaligin ilerlemesini durdurma konusunda etkilerinin sinirh
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle son yillarda daha farkli mekanizmalarla etki eden
antidiyabetik ajanlar gelistirilmeye calisilmistir. Bunlardan biri de bu ¢alismada kullanilan
DPP-4 inhibitorii sitagliptindir.

Tip 2 diyabetin komplikasyonlarinin olusumunda oksidatif stres 6nemli bir rol oynamaktadir.
Hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglarin, glukoz kontrolii saglamanin yaninda glukotoksite
ve lipotoksiteyi azalttifi igin, oksidatif stresi azaltan bir antioksidan gibi etki gosterdigi
yapilan calismalarla ortaya konmustur. Fakat 2006 yilindan beri tedavide kullanimi baslanan
sitagliptinin glukoz kontroliinii saglama diizeyi ve bununla ilgili mekanizmalar hakkinda
birgok c¢alisma yapilmis olmasina karsin, sitagliptinin oksidan-antioksidan dengeyi ne
diizeyde etkiledigi hakkindaki bilgiler sinirlidir. Bu nedenle yapilan ¢alismayla, sitagliptinin
oksidan-antioksidan  dengeye etkisi  belirlenerek, muhtemel tedavi protokolleri
gelistirilmesine katki saglanabilinecegi diislintilmiistiir.

Bu calisma Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
ogretim iiyelerinden Prof. Dr. Sefa CELIK y&netiminde hazirlanarak Afyonkarahisar
Kocatepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii’ne doktora tezi olarak sunulmustur.
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gece-giindiiz demeden bilgi ve birikimlerini benimle paylasan, bilimselligin ne oldugunu
bana ogreten saygideger tez damigmamim Prof. Dr. Sefa CELIK’e bana kattigi tiim
kazanimlar i¢in sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.
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ediyorum.
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1. GIRIS

1.1. Diabetus Mellitus (DM)

Tarihte diyabetin tanimlanmas: M.O. 1500'lere dayanmakta ise de, hastalik
hakkindaki bilgiler, patogenez, klinik, laboratuvar tan: ve tedavi ile ilgili gelismeler
M.S. saglanmistir. Diyabet tedavisindeki en onemli doniim noktast kuskusuz 20.
yiizylhn baslarinda insiilinin kesfedilmesidir. insiilin Kanada’li bilim adamlar
Banting ve Best tarafindan 1921'de kdpek pankreasindan izole edilmis ve ilk olarak
1922'de Leonard Thomson ve Theodore Ryder adli diyabetik hastalara uygulanmistir
(Baskal, 2007).

Kronik hastaliklarin basinda gelen kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon
gibi diyabetin de ortaya ¢ikardigi morbidite ve mortalite biiyiik sorun teskil etmeye
baslamistir. Populasyonlardaki biiyiime, yanlis beslenme aliskanliklari, obezite ve
fiziksel inaktivite prevalanslarinda artislar, yaslanma ve kentlesme nedenleri ile
diyabetli hasta sayis1 hizla artmaktadir. Diyabet prevalansi diinyada bolgeler arasinda
farkliliklar gosterse de su an birgok iilkede 6liime neden olan ilk 5 hastalik igerisinde

yer almaktadir (Sever, 2006).

Diabetes mellitus (DM) ¢ok hizli olarak global epidemik problem haline gelmis bir
hastaliktir. Yapilan projeksiyonlara gore 2030 yilinda diinya tlizerinde bu hastaliktan
etkilenmis yaklasik 366 milyon kisi olacaktir (Doupis, 2008; Jabbour ve Goldstein,
2008). Ulkemizde 1999 yilinda yapilan ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan
desteklenen bir ¢aligma olan Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji Projesinde (TURDEP)
20 yas ve lizeri bireylerde %7.2 oraninda diyabet saptanmistir (Sever, 2006).

Diyabetin insiilinin tamamen veya kismi eksikligine bagl olarak geliserek, yiiksek

kan sekeri (hiperglisemi) ile ortaya ¢iktig1 ve yaklasik olarak toplumun %5-10"unda



goriildiigii ifade edilmektedir. Insiilin eksikliginin yan1 sira insiiline kars1 gelisen
direng de diabetes mellitus gelisiminde rol oynamakta ve karbonhidrat, lipid ve
protein metabolizmasini etkilemektedir (Halifeoglu ve ark., 2005). Kisacasi diyabet;
pankreatik beta hiicrelerinden insiilinin hi¢ salgilanamamasi, bozulmus insiilin
sekresyonu ya da doku ve hiicrelerde insiilin etkisine direng sonucu gelisen,

hiperglisemiyle karakterize bir metabolik hastaliktir.

1.2. Diyabet (DM) Tam Kriterleri

DM tanist klinik belirtiler ve biyokimyasal bulgularla konulmaktadir. National
Diabetes Data Group (1979) onerileri dogrultusunda, 1985 yilinda Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan standardize edilen DM tami kriterleri, 1997 yilinda
Amerikan Diyabet Birligi (ADA) tarafindan, 1998 ve 1999 yillarinda ise WHO
tarafindan yeniden diizenlenmis ve dncesinde 140 mg/dl olan aglik kan sekeri diizeyi
126 mg/dl’ye ¢ekilmistir. ADA, WHO, JDS (Japan Diabetes Society) gibi bir ¢ok
ulusal ve uluslar arasi kurulus sayesinde hemen hemen her yil, elde edilen klinik ve
literatiir bilgiler taranarak, diyabetin tani kriterlerinin giincel kalmas1 saglanmaktadir.
Son yillarda kabul goren tanmi kriterleri asagida ifade edilmistir (Kuzuya ve ark.,
2002; Sever, 2006).

e Poliiiri, polidipsi ve kilo kaybi gibi klasik klinik bulgularin eslik ettigi
durumlarda giiniin herhangi bir saatinde 6lgiilen plazma glukoz seviyesinin
200 mg/dl (11,1 mmol/l) veya daha iizerinde olmasi (The Expert Committe
on the diagnosis and classification of DM, 2003).

e En az 8 saat aghik sonrast plazma glukoz seviyelerinin 126 mg/dl (7,00
mmol/l) veya daha {izerinde olmasi (The Expert Committe on the diagnosis
and classification of DM, 2003).

e 75 g anhidréz glukoz kullanilarak yapilan Oral Glukoz Tolerans Testi
(OGTT) sirasinda 2. saat plazma glukoz degerinin > 200 mg/dl (11.1 mmol/l)
olmasi (Alberti ve Zimmet, 1998).



Yukaridaki ti¢ kriterden herhangi birisinin varligit DM tanisi igin yeterli bulunmustur.
Aclik plazma glukoz seviyeleri (APG) <100 mg/dl ise normal kabul edilmektedir.
APG diizeyleri 100-126 mg/dl ise bozulmus aglik glukozu olarak tanimlanir ve bu
durumda OGTT uygulanarak tani konulmaya calisilir. 75 ¢ glukoz kullanilarak
yapilan OGTT ile 2. saat kan sekeri <140 mg/dl ise normal olarak kabul edilir. 140—
200 mg/dl aras1 ise bozulmus glukoz toleransi (Impaired Glucose Tolarence, 1GT)
olarak degerlendirilir (Sever, 2006). ADA ve WHO kriterleri dikkate alinarak

diyabet tan1 kriterleri Tablo 1.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1.1. Diyabette tani kriterleri

Test Normal Bozulmus Glukoz Diyabet
Toleransi ve Achk
Glukozu

APG < 100 mg/dl 100-125 mg/dl > 126 mg/dl
(Aglik Plazma < 5,6 mmol/l 5,6-6,9 mmol/l > 7,0 mmol/I
Glukoz Testi)
OGTT < 140 mg/dl 140-199 mg/dI > 200 mg/dl
(Oral Glukoz < 7,7 mmol/l 7,7-11,0 mmol/Il > 11,1 mmol/l
Tolerans Testi)

Diyabet tanis1 konmasi amaciyla HbAlc (glukozile hemoglobin) testi dnerilmemekle
birlikte HbAlc testlerinin tam1 konduktan sonra hastaligin izlenmesinde
kullanilabilecegi ifade edilmektedir. Diyabet tanisi icin hem OGTT, APG testi uygun
yontemler olmasina karsin, diisiik maliyeti, hastalara uygulanabilme kolaylig1 gibi
nedenlerle APG testi daha ¢ok Onerilmektedir (The Expert Committe on the
diagnosis and classification of DM, 2003).

1.3. Diyabetin Simiflandirilmasi

Diabetes Mellitusun siniflandirilmasi ilk kez National Diabetes Data Group (1979)
ve World Health Organization Expert Committe (1980) tarafindan yapilmistir. 75 g
glukoz soliisyonuyla uygulanan OGTT sonuglarina gore yapilan siniflamada diyabet
insiiline bagimli diyabet (IDDM), insiiline bagimli olmayan diyabet (NIDDM) ve

diger diyabet tiirleri olmak iizere {i¢ kisimda incelenmistir. 1995°te literatiirler




gozden gecirilerek, diyabetin tani ve smiflamasinda degisiklik gerekip gerekmedigi
kararin1 verebilmek amaciyla, uluslararasi bir komite olusturulmustur. Amerikan
Diyabet Birligi (ADA) katkilariyla gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda, giiniimiize
kadar tiim diinyada kabul goren tani ve siniflama gelistirilmistir. ADA 1998 yilinda
ise daha c¢ok etiyolojik agirlikli bir siniflama yapmis ve terminolojide bazi
degisiklikler Onermistir. Hastaligin patogenezi ile ilgili bilgilerin artmasi ve
teknolojik gelismelerin 15181 altinda simiflamada diyabetin alt tlirleri ve olusma
nedenleri kismen aydinlatilmistir (The Expert Committe on the diagnosis and
classification of DM, 2003). ADA kriterlerinden adapte edilen diyabetin siniflamasi
Tablo 1.2°de goriildiigi gibidir.

Tablo 1.2. Diyabetin Siniflamasi

Diyabet Siniflamasi Yapilan Alt Tiirler veya Diyabete Neden Olabilecek
Cesitleri Durumlar-Hastahiklar
Tip 1 DM Immun nedenli Tip 1 DM
(IDDM) Idiyopatik Tip 1 DM
Tip 2 DM Periferik insiilin direnci 6n planda olan Tip 2 DM
(NIDDM) Beta hiicre disfonksiyonu (insiilin sekresyon yetmezIligi) 6n planda olan
Tip 2 DM
Beta hiicre fonksiyonunda goriilen genetik
Spesifik anomaliler (MODY'S gibi)
Mutasyonlar Insiilin aktivitesine bagl genetik defektler
Diger _Spesiﬁk (insiilin reseptdrii gen mutasyonu gibi)
Mekanizmalara, Ekzokrin ve endokrin pankreas hastaliklari
Havstallklara Ilag veya kimyasal maddeler
Bagli Olarak Diger Hastalik veya | Enfeksiyonlar
Gellse{l Dlyabet Durumlarda goriilen | Immiin kaynakli nadir diyabet formlar
Tirleri Diyabet Tiirleri | Diyabetle birlikte goriilen diger genetik
sendromlar
Karaciger hastaliklarina bagh gelisen diyabet
tiirleri

Gestasyonel DM | Gebeliklerde goriilen diyabet

Bircok tiirii olmasina ragmen diyabet, baslica iki tip olarak ortaya ¢ikmakta,
diyabetik populasyonun % 10-20’sini Tip 1 DM, % 80-90’n1 ise Tip 2 DM hastalari
olusturmaktadir. Yani, diyabet epidemisi aslinda Tip 2 epidemisidir (Baskal, 2007;
Uking ve ark., 2007).




1.3.1. Tip 2 Diyabet

Hipergliseminin kademeli olarak gelismesi ve baslangi¢ta klasik semptomlarin ¢ok
fark edilir olmamasi nedeniyle hastaliga uzun yillar tan1 konulamamakta, bu nedenle
hastalarda, mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarin gelisme riski artmaktadir. Tip
2 diyabetin gelisme siklig1 yas, obezite ve fiziksel aktivite azligi ile arttigi; daha
onceden gestasyonel diyabet oykiisii olan kadinlarda, hipertansiyon veya
dislipidemisi olanlarda daha sik goriildigi ifade edilmektedir (Goktiirk, 2005).

Tip 2 (insilline bagimli olmayan) diyabet, insiilin etkisinin mutlak veya goreceli
azlig1 sonucu karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara yol acan
kronik hiperglisemik bir metabolizma hastaligidir. Bagka bir ifade ile tip 2 diyabet,
bozulmus insiilin sekresyonu ya da insiilin etkisine diren¢ veya her iki durumun bir
arada bulunmasi sonucu hiperglisemiyle karakterize metabolik bir hastaliktir

(Delibas ve Kiling, 2003).

Tip 2 diyabet, hiicre zarindaki insiilin reseptorlerinin agilamamasi sebebiyle
glukozun hiicreye alinamamasi durumunda da olusur. Diger bir ifadeyle insiilinin
yetersizligine ve/veya insiilinin etkiledigi reseptorlerin bozukluguna bagli da
gelisebilmektedir. Ozellikle yetiskinlerde goriilen tip 2 diyabetin asil nedeni insiilin
salgisindaki yetersizlikten ¢ok periferik dokularin insiiline karsi olusturduklari

insiilin direncidir (Kavak, 2008).

1.3.1.1.insiilin Direnci

Insiilin direnci; karaciger, yag dokusu ve kaslar gibi hedef dokularin normal
dolasimdaki insiilin konsantrasyonlarina yanit verme yeteneginin azalmasi olarak
tanimlanmakta ve kontrol edilemeyen hepatik glukoz iiretimi, kas ve yag dokusu
tarafindan azalmis glukoz alimiyla karakterize oldugu ifade edilmektedir (Ulukaya,
2007). Insiilin direnci, insiilin duyarliligin ve insiilinin plazma glukoz seviyelerini

diisiirme giiciinii azaltmasina ragmen, ¢ogu insiilin direnci geligsmis bireylerde glukoz



diizeyleri, saglikli bireylerinkine benzer Ol¢iilebilmektedir. Bunun nedeni insiilin
direnci gelismis cogu obez bireylerde, insiilin konsantrasyonlarmin yiikselmesi
(hiperinsiilinemi) ile hormon etkilerindeki azalmanin dengelenmesi olarak ifade
edilmektedir (Fujimoto, 2000). Bu nedenle obez bireylerde insiilin direnci, diyabetin

gelisiminden on veya daha fazla y1l 6ncesinden gelismis olabilmektedir.

Insiilin direnci tip 2 diyabetin en belirgin 6zelligidir ve tip 2 diyabetli hastalarm ¢ogu
obezdir. Obezitenin insiilin direncine yol a¢ma mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte, yag dokusundan salinan serbest yag asitlerinin portal dolasim
yoluyla karacigere gelip glukoneogenezi arttirdig1 ve karacigerdeki insiilinin etkisini
degistirebildigi seklinde agiklanmaktadir. Ayrica obezite insiilinin hedef dokulara
baglanmasin1 azaltmakta, kaslarda kan akimini azaltarak, insiilin direncine katkida

bulunabilmektedir (Sever, 2006).

Yiiksek kalorili yiyecekler, egzersiz eksikligi, kilo artist gibi dig faktorler insiilin
direncinin gelisimini saglayarak insiilin gereksiniminin artmasina, hiperglisemiye
bagli olarak glukotoksiteye, serbest yag asidi diizeylerinin dolasimda artmasiyla
lipotoksiteye neden olmakta, bu durum ise beta hiicre hasarmin olusmasina katkida
bulunabilmektedir (LeRoith, 2002). Insiilin direnci kilo alimiyla artarken, kilo
kaybiyla azalmaktadir. Bunun nedeni, insiilin direncinin gelisiminde viicut yag
oranmin artmasinin énemli bir rol oynamasindan kaynaklanmaktadir. Ciinkii yag
dokusu sadece enerji depolama organi degil, ayn1 zamanda insiilin direncine ayr1 ayr1
etkileri olan leptin, rezistin ve adinopektin ad1 verilen adiposit diizenleyici maddeleri
salgilayan bir organdir (Ulukaya, 2007). Bununla birlikte obezitede beyaz yag doku
hiicrelerinden bol miktarda inflamatuar molekiiller (TNF-o ve IL-6) sekrete
edilmekte oldugu ve bu molekiillerin insiilin sinyal iletim yollarin1 etkileyerek
insiilin duyarliligini degistirdigi, boylelikle insiilin direncinin patogenezinde dnemli
rol oynadig1 belirtilmektedir (Bastard, 2006). Obezitede adipoz dokudan biiyiik
miktarlarda salinan adiposit kaynakli TNF-o’min asir1 iiretiminin, insiilin
reseptOriiniin otofosforilasyonunu azaltarak tirozin kinaz aktivitesini bozmasi da yine
postreseptor diizeyde insulin direnci ve tip 2 diyabet olusumuna katkida
bulunmaktadir (Sever, 2006).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fujimoto%20WY%22%5BAuthor%5D

Insiilin direnci, insiilinin hiicre icine alinmasin1 saglayan reseptdrlerde olusabilecek
defektler sonucu da gelisebilmektedir. Insiilin veya peroksizom proliferator aktif
reseptor gama (PPAR-y) reseptorlerinde mutasyon olusmasi (Mercado, 2002), insiilin
baglanmasini veya kinaz aktivitelerini olumsuz etkileyerek insiilin direncine neden

olmaktadir (Jaffiol, 1999).

Insiilin direncinin, tip 2 diyabetli hastalarda kardiyovaskiiler hastaliklarin
patogenezinde dnemli rol oynadig1 iddia edilmektedir. Bilindigi gibi kardiyovaskuler
hastaliklar diyabetik hastalarda en yaygin 6liim sebebidir. Bu nedenle her diyabet
hastasinda insiilin direncinin basit ve dogru bi¢imde degerlendirilmesi hem klinik

hem de epidemiyolojik 6nem tasimaktadir (Sever, 2006).

Insiilin direncinin belirlenebilmesi i¢in homeostaz model degerlendirmesi (HOMA-
IR) ve aglik glukoz/insiilin oranlari kullanilarak basit indeksler gelistirilmistir (Sever,
2006).

1.3.1.2. Beta Hiicre Disfonksiyonu

Tip 2'nin patogenezinde insiilin direncinin yaninda beta hiicre kitle ve fonksiyonunun
progressif kaybi da s6z konusudur. Zaman icinde adacik beta hiicrelerinin
sayisindaki azalma da hastaligin gidisini etkileyen 6nemli bir faktordiir. Yerlesmis
bir tip 2 DM’da beta hiicre kitlesi % 20-40 oraninda azalmistir. Bu azalmadan kronik
hipergliseminin yani1 sira, pankreas adaciklarinda biriken adacik amiploid
polipeptidin (amilin) de sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir. Yine son zamanlarda
serbest yag asitlerinin ve 6zellikle de postprandial hipertrigliserideminin beta hiicresi
tizerine toksik etki ile insiilin sekresyonunu bozdugu fark edilmistir (Sever, 2006;
Bagkal, 2007). Arastirmacilar beta hiicre disfonksiyonunun birincil nedeninin
hiperlipidemi olabilecegini belirtmekte ve bu konularda halen ¢alismalarin stirdiigi
ifade etmektedirler (Robertson ve ark., 2004).



Hiicre ve dokular serbest radikallerin olusabilecek muhtemel zararl etkilerine karsi
koruyabilecek siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
enzimlerin  ekspresyonlariin ve antioksidan kapasitenin pankreas adacik
hiicrelerinde; karaciger, bobrek, iskelet kasi ve adipoz doku gibi diger dokularla
kiyaslandiginda en diisikk diizeyde oldugu bilinmektedir. Pankreas adacik
hiicrelerinde  yiiksek glukoz konsantrasyonu, serbest oksijen radikallerinin
miktarlarima artirarak hiicresel strese neden olurken, antioksidan enzimlerin
aktivitelerinin yeterince yiiksek olmamasi oksidatif strese en duyarli dokular arasina
beta hiicrelerini de katmaktadir (Robertson ve ark., 2004; Altan ve ark., 2006). Bu
nedenle beta hiicre disfonksiyonunun ilerlemesinde ve beta hiicre hasariin
olusumunda oksidatif stresin de sorumlu oldugu belirtilmektedir (Kajimoto ve
Kaneto, 2004).

Organizmada bulunan dokularda proliferasyon ve neogenez ile apoptosis genelde
denge halindedir. Bu dengenin apoptosis yoniinde bozulmasi veya nekroza kaymasi,
diyabet hastalarindaki beta hiicre kayiplarinin yaninda doku hasarlarina da neden
olabilmektedir. Ozellikle tip 2 diyabet hastalarindaki beta hiicre kayiplarinin temel
nedeninin apoptosis olduguna inanilmaktadir. Bunun en giizel gostergesi tip 2
diyabet hastalarindaki beta hiicrelerinde, apoptotik mediatorler olan kaspaz—3 ve
kaspaz-8’in aktivitelerinin yiikselmesidir. Bu 6nemli apoptotik yollarin aktive
olmasinda etkili olan faktorlerden biri, diyabet hastalarinda beta hiicrelerindeki
oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar lehine kaymasidir. Fakat tip 2 diyabetle
karakterize insiilin sekresyonundaki degisikliklerde, beta hiicre kayiplarinin tahmin
edilen sonuglar1 yeterince agiklanamamaktadir (Girard, 2008; Lupi ve Del Prato,
2008).

1.4. Tip 2 Diyabette Risk Faktorleri

Tip 2 diyabetin gelisme sikliginin genetik yatkinlikla iligkilendirilebilecegi gibi,
bireylerin, toplumlarin yasam stilleri ve beslenme aligkanliklari ile de ilgili olabilir.

Hastaligin gelismesinde en Onemli faktorler olarak yasin ilerlemesi, obezite ve



hareketsiz yagam bigimi gosterilmektedir (Tablo 1.3).

Tablo 1.3. Diyabette risk gruplari

Ailede DM o6ykiist olanlar

BMI > 25 kg/m? olan bireyler

Yas1 45 ve daha iistii olanlar

Hareketsiz yasam bigimi olanlar

Yiiksek risk grubunda bulunan etnik kdkene sahip bireyler
Gestasyonel DM gegirenler

Hipertansiyonlu hastalar

Hiperlipidemi (HDL < 35 mg/dl, ve/veya trigliserid (TG) >250 mg/dl) hastalar1
Klasik DM belirtileri goriilen bireyler

Bozulmus glukoz toleransi (IGT) olanlar

Aclik plazma glukoz seviyeleri (IFG) diizensiz olan bireyler
Vaskiiler hastalik 6ykiisii olan bireyler

Bu nedenle 45 yasini gegmis ve viicut kitle indeksi (BMI) 25 kg/rn2 veya daha biiyiik
olan bireylerin risk altinda oldugu ifade edilmekte, bu kisilerin yilda en az bir defa,
yast 45°1 ge¢mis normal bireyler icinse 3 yilda bir diyabet testi (OGTT veya APQG)
yaptirmalari onerilmektedir. Bununla birlikte viicut kitle indeksi 25 kg/m? veya iistii
olan geng bireyler i¢in de Tablo 1.3’te belirtilen risk gruplarinda iseler en az yilda bir
veya daha fazla diyabet taramas1 yaptirmalar1 onerilmektedir (The Expert Committe

on the diagnosis and classification of DM, 2003).

1.5. Oksidan Antioksidan Denge

Yasamin siirdiiriilmesinde biiyilk Oneme sahip kimyasal tepkimelerin bazi
basamaklarinda oksijen indirgenir ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak ifade edilen
ara maddeler olusur. Reaktif karekterli bu tiir metabolitlerin olusumuna yol acan
faktorlerin tamami oksidan madde veya serbest radikal olarak tanimlanmaktadir.

Oksidan/antioksidan dengenin organizmada belli bir diizeyde saglanmasi gerekir. Bu
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denge hiicresel veya biyolojik (dis) kaynakli olarak bozulabilir. Bu durumda, viicut
sivilarinda ve hiicre membranlarinda bulunan ve antioksidan adi verilen maddeler,
serbest radikalleri notralize ederek organizmanin zarar gormesini engellerler (Diindar

ve Aslan, 2000).

Solunum zinciri, peroksizomlar, plazma membranindaki lipit peroksidasyonu,
hiicrelerdeki bazi bilesiklerin otooksidasyonu, bircok enzimin katalitik sikluslari ve
aktive olmus fagositler hiicre i¢i oksidan molekiillerin baglica kaynaklaridir.
Toksinler, antibiyotik ilaglar, stres, hava kirliligi, iyonize edici radyasyon gibi
cevresel faktorler ise oksidan molekiillerin biyolojik kaynaklar1 olarak

gosterilmektedir (Wood ve Simith, 1991; Akkus, 1995; Onat, 2002).

Oksidatif stresin olusmasinda biiylik rol oynayan ROS, fizyolojik olan ve olmayan
birgok siiregte olugmakta ve oksijenin hem siiperoksit (O;"), hidroksil (HO),
hidroperoksil (HO;'), peroksil (ROO ), alkoksil (RO ) gibi radikal tiirevlerini hem de
singlet oksijen (*O,), ozon (Os), hidrojenperoksit (H20,), hipoklorik asit (HOCI),
nitrik oksit (NO), azot dioksit (NO;) ve peroksinitrit (ONOO") gibi radikal olmayan
tiirevlerini kapsamaktadir (Yazict ve Kose 2004, Gutteridge 1995). Reaktif oksijen

tiirleri Tablo 1.4’te gosterilmistir.

Tablo 1.4. Reaktif oksijen tiirleri (Onat ve ark, 2002)

Radikaller Radikal Olmayanlar

Stiperoksit anyonu (029) Hidrojen peroksit (H20,)
Hidroksil (HO) Lipid hidroperoksit (LOOH)
Peroksil (ROO) Hipohal6z asid (HOX)
Alkoksil (RO) N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon (HQ) Singlet oksijen (*0,),
Organik radikaller (R) Ozon (03)
Organik peroksit (RCOO) Azot dioksit (NO,)
Nitrik oksid (NO) Hipoklor6z asid (HOCI)

Hemoproteine bagl radikaller Peroksinitrit (ONOO))
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Hiicre ve dokular radikal iiriinleri ve reaksiyonlar1 inhibe eden bir sisteme sahiptir.
Radikallerle oldukga hizli reaksiyonlara girerek otooksidasyon ve peroksidasyonun
ilerlemesini 6nleyen maddeler antioksidan olarak tanimlanmaktadir. Hiicre ve doku
yikimlanmasi ile sonuglanabilecek oksidatif hasara karsi antioksidanlar her diizeyde

aktivite gostermektedirler (Diindar ve Aslan, 2000).

Antioksidanlar radikallerin olusturabilecegi hasarlar1 ortadan kaldirarak veya
minimize ederek, radikal olusum mekanizmalarin1 6nleyerek, hiicre veya dokularda
Olusan hasar1 onararak ve lipit peroksidasyonu gibi daha fazla radikal iiretilmesine

neden olan zincir reaksiyonlarini durdurarak, hiicre, doku ve viicut savunmasini

saglamaktadirlar (Sies, 1993, 1997; Gutteridge, 1995).

Viicutta hiicre i¢i veya biyolojik kaynakli serbest radikal olusumu arttiginda, oksidan
molekiiller ile antioksidanlar arasindaki olagan dengenin oksidanlar lehine bozulmasi
durumunda oksidatif stres olugsmaktadir. Oksidatif stres diyabet, alzheimer, bobrek
yetmezligi gibi bir¢ok patolojik durumda (Dalle-Donne ve ark, 2003) hatta yaslilikta
(Onat ve ark, 2002) bile olusabilmekte, insanlarda elliden fazla hastaligin patolojisi
ile iligskilendirilmektedir (Halliwel, 1991). Bu nedenle organizmadaki oksidan ve
antioksidan molekiiller arasindaki denge, oksidatif stresin dolayisiyla viicudun

patolojik ve fizyolojik durumunun da belirleyicisi olarak sik¢a kullanilmaktadir.

Antioksidanlar yap1 ve isleyis mekanizmalarina bakilarak, Tablo 1.5’te goriildigi
lizere enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki grupta
siiflandirilabilindigi gibi (Halliwell ve ark., 1995) gorev aldiklar1 yapilara gore de
intraselliiler (SOD, CAT, GPx, Sitokrom oksidaz), ekstraselliiler (Albiimin, askorbik
asit, lirat vb. gibi) ve membran (Vit. E, koenzim Q, p-Karoten vb. gibi)

antioksidanlari olarak da siniflandirilmaktadirlar (Gutteridge, 1995).
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Tablo 1.5. Biyolojik sistemlerdeki antioksidanlarin siniflandiriimasi

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Melatonin
Katalaz (CAT) a-Tokoferol (Vit E) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GPx) Askorbat (Vit C) Transferin
Fosfalipit hidroperoksit glutatyon B-Karoten (Vit A) Ferritin
Peroksidaz (PLGPx) Flonoidler Laktoferrin
Glutatyon-S-transferaz (GST) Urat Albumin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Biluribin Lipoik asit

1.5.1. Enzimatik Antioksidanlar

Aerobik organizmalar oksijen toksisitesinden baglica ili¢ enzim yardimiyla korunur.

Bunlar; siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalazdir (Bhagavan, 2002).

1.5.1.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD, E.C.1.15.1.1)

Hemen hemen biitiin hiicreler SOD’a sahiptir. SOD formlar1 oksijenin ¢ift degerli
indirgenmesine ek olarak genel solunum enzimleri yoluyla stokrom oksidaz ve bazi
tek degerli indirgemelerin olugsmasini saglayan (Boyd, 1988), metalloenzimlerdir.
Stoplazmik SOD; Cu*® ve Zn*? igerirken, mitokondrideki enzim Mn*? icerir ve
aerobik hiicrelerde her tarafa yayilmistir. Mitokondriyal SOD, intramitokondriyal
siiper oksit anyonunu ¢ok diisiik veya sabit konsantrasyonlarda kalmasinm
saglamaktadir. Bununla birlikte oksijen toksisitesini engelleyen SOD’1n rolii halen
tartisilmaktadir. Sekil 1.1°de de ifade edildigi lizere aerobik hiicrelerdeki oksijenin
cogunlugu solunum zincirinde, oksijen radikallerinin toksisitesini engelleyen
stokrom-c oksidaz, SOD, CAT ve peroksidaz enzimleri varliginda indirgenerek suyu
olusurmaktadir (Bhagavan, 2002).
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Stokrom-c oksidaz

0 > H,0
2 aH + 4e Tz \

Katalaz,
Pero¢ksidazj0|_|
0, > H,0,

SOD

Sekil 1.1. Oksijenin suya doniisiimii

Kisacas1 SOD, toksik siiperoksit anyonunun ¢ok hizli bir sekilde giderilmesini
katalizler. Stiperoksit oksidasyon metabolizmasinin bir {rtiniidiir. SOD etkisiyle
stiperoksit hidrojenperoksite, daha sonra ise katalazin katalizledigi reaksiyonla

molekiiler oksijene ve suya doniismektedir (Horton ve ark., 1996).

1.5.1.2.Katalaz (CAT, H,0, Oksidoreduktaz, EC 1.11.1.6)

Organizmalarin, serbest radikallerin asir1 birikmesine karsi kendilerini korumada
gorev alan enzimlerden biri de katalazdir. Katalaz, SOD’1n siiperoksit radikallerinden
olusturdugu H,O; ile metabolik yollardan olusan H,0,’i indirgeyerek suya
dontistiiriir (Wood ve Simith 1991).

Katalaz enzimi esas olarak peroksizomlarda lokalize olmakla birlikte endoplazmik
retikulum ve sitozolde de yogundur. Aktivitesi karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili
kaslar ve eritrositlerde yiiksektir. Sekil 1.2°deki reaksiyonda ifade edildigi iizere
katalazin peroksidatik ve katalitik olmak tizere iki fonksiyonu vardir. Katalazin temel
fonksiyonu olan H,0,’in enzimatik pargalanmasimin yaninda (katalitik aktivite);
diisik H,0O, konsantrasyonunda, metil veya etil hidroperoksitler, metanol, etanol,
fenol gibi kiiciik molekiilli elektron vericilerini indirgeyebilme o&zelligi de
(peroksidatik aktivite) bilinmektedir. Fakat katalaz, lipit peroksitleri gibi biiyiik
molekiilleri indirgeyememektedir. Enzim bir molekiil H,0O,’den elektron alarak onu
oksitlerken kendisi rediiklenir, bir diger molekiil H,O;’e elektron vererek onu

indirgerken kendisi oksitlenerek baslangigtaki durumuna doner (Karabulut, 2001).
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CAT + 2H,0 + O,
CAT + H202 —_— CAT_H202

Qs
,O/r%.
%N CAT + H,0 + A

Sekil 1.2. Katalazin aktivite mekanizmalar

Kanser, diyabet, katarakt, ateroskleroz, iskemik-reperfiizyon hasari, artrit,
norodejeneratif hastaliklar, beslenme yetersizligi ve yaslanmayi i¢ine alan pek cok
patolojik sartlarda ortaya ¢ikan oksidatif strese karsi savunmada antioksidan sistemin

oncelikli enzimleri katalaz ve glutatyon peroksidazdir (Yilmaz ve Ozan, 2003).

1.5.1.3.Glutatyon Peroksidaz (GPx, EC.1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz (GPx) selenyum igeren bir enzimdir ve hidrojen peroksitin,
fosfolipit hidrojen peroksitlerin ve diger serbest hidrojen peroksitlerin
yikimlanmasini katalizler (Kalaycioglu ve ark., 2000). Bu gorevi yerine getirirken
glutatyon peroksidazin en Onemli subsutrati glutatyondur (GSH). GPx
hidroperoksitlerin rediikte olmasini1 saglarken, glutatyonun ise okside formuna
(GSSG) doniismesini saglamaktadir. GSH daha sonra Sekil 1.3’de de gosterildigi
gibi NADPH n indirgenmesinde kullanilan glutatyon rediiktaz (GSH-Rx) tarafindan
yeniden olusturulmaktadir (Berg 2002, Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008).

(ylUkseltgenmis)
NADPH GSSG 2H,0, (ROH)
GSH-RX ---» GPx
NADP"

2GSH

(indirgenmis)

H,0,, (ROOH)

Sekil 1.3. Glutatyon redoks sistemi
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H202’in detoksifikasyonundan sorumlu glutatyon peroksidaz-glutatyon rediiktaz
sistemi NADP® - NADPH’in kaynaklarindan biri olmasindan dolay: fagositlerin
aktivitesini, dolayisi ile hastaliklara kars1 viicudun korunmasini da saglamaktadirlar.
Ciinkii hastalik yapici olan virlis ve bakterilerin organizma igerisinde etkisiz hale
getirilebilmesi i¢in gerekli olan siiperoksit radikali, hidrojen peroksit gibi toksik
iiriinler elektron alicisi-vericisi gibi davranan NADP* - NADPH varligina baglidir
(Akkus, 1995, Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008).

Ayrica GPx hidrojen peroksidi suya doniistiirerek methemoglobin olusumunu
engellemektedir. Hemoglobinde Fe*? (ferroz) formunda olan demir H,0, tarafindan
Fe*® (ferrik) demir haline doniistiriilir (Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008). Ferrik
formda demir tasiyan hemoglobine methemoglobin adi verilmektedir ve bu
hemoglobin oksijen tagima kapasitesine sahip degildir (Stryer 1995, Kalaycioglu ve
ark., 2000). Bu nedenlerle GPx antioksidan savunma sisteminin en Onemli

tiyelerinden biridir.

1.6. Tip 2 Diyabet ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres, diyabet ve diyabetin daha sonraki komplikasyonlarinin
patogenezinde 6nemli bir role sahiptir. Serbest radikaller, bir veya daha fazla
ortaklanmamus elektron ihtiva eden atom veya molekiillerdir. Bu tip maddeler,
ortaklanmamig elektronlarindan dolayr oldukga reaktiftirler (Halifeoglu ve ark.,
2005). Diyabette siiperoksit (O;") radikali, hidroksit radikali (HO’), hidrojen
peroksit (H,O,) gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yiiksek diizeyde iiretimi
ve/veya antioksidan savunma sistemlerinin yetersizligi nedeniyle oksidatif stres
gelisebilir (Kesavulu ve ark., 2001). ROS iiretimindeki artis protein glikolizasyonu
ve/veya hiperglisemik ortamda glukozun otooksidasyonu ile iliskilendirilmektedir.
Serbest radikallerin notralizasyonundaki yetersizligin sebebi enzimatik ve enzimatik
olmayan radikal yakalayicilarin (antioksidanlarin) yetersizligi ile iliskilidir (Hunt ve

ark., 1990).
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Diyabette glukoz oksidasyonu, nonenzimatik protein glikasyonu ve bunu izleyen
glukozile proteinlerin oksidatif degrasyonu asir1 serbest radikal olusumuna neden
olmaktadir. Genellikle antioksidan savunma mekanizmalarinin verimliligindeki
diisiisle es zamanli meydana gelen yiiksek diizeydeki serbest radikaller, hiicresel
organellere ve enzimlere hasar vererek, lipid peroksidasyonu ve insiilin direncinin
artmasina  neden  olmaktadirlar.  Boylelikle  oksidatif  stres  diyabetin

komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir (Maritim ve ark., 2003).

Diyabette reaktif oksijen tiirlerinin rolii 1980°’li yillardan beri genis ¢apta tartisilan
bir konu olmustur. Diyabet ve diyabetik komplikasyonlarin reaktif oksijen tiirleri ile
olan iliskisini  gosteren ¢alismalarda  nonenzimatik  glukasyon, enerji
metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol
aktivitesi, hipoksi ve iskemi-reperfiizyon sonucu olusan doku hasarmin serbest
radikal idretimini arttirdifit ve antioksidan savunma sistemini degistirdigi
vurgulanmaktadir (Baynes ve Thorpe, 1999; Altan ve ark., 2006). Buna bagli olarak
oksidatif strese maruz kalan beta hiicrelerinde insiilin gen ekspresyonunun diistiigii
belirtilmektedir. Bunun nedeni ise olusan oksidatif stresin insiilin, glikokinaz gibi
karbonhidrat metabolizmasi i¢in ¢ok ©nemli olan enzim ve hormonlarin gen
ekspresyonlarini uyaran transkripsiyon faktéri PDX-1’in DNA’ya baglanma
potansiyelindeki azalma oldugu belirtilmektedir. Sekil 1.4’te goriildiigi gibi PDX-
I’in aktivitesinin degismesine bagli olarak c-Jun N-terminal kinaz yolu aktive
olmakta ve insiilin gen ekspresyonu baskilanmaktadir (Kajimoto ve Kaneto, 2004).
Insiilin ekspresyonunun azalmasina bagli olarak ortaya ¢ikan lipotoksisitenin ise beta
hiicre disfonksiyonunun birincil nedeni olabilecegi bilim diinyasinda halen

tartigilmaktadir (Robertson ve ark., 2004).
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Hyperglycemia

1. Glycation reaction
2. Mitochondrial electron transport chain
3. Hexosamine pathway

Oxidative stress
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Sekil 1.4. Diyabette glukoz toksisitesine bagli olarak gelisen oksidatif stresin beta
hiicrelerindeki molekiiler mekanizmasi (Kajimoto ve Kaneto, 2004).

Oksidatif stres reseptor-substrat etkilesimlerini etkileyerek g¢esitli komplikasyonlara
da neden olabilmektedir. Antioksidan savunma mekanizmasi Yyetersiz kalmaya
bagladiginda, hidrojen peroksidin, yiiksek reaktiviteye sahip OH' radikaline ileri
diizeyde donlismesi sonucu insiilin reseptor sinyal sistemi etkilenmekte olup, bu
durumun insiilin tarafindan reseptor araciligi ile diizenlenen sinyal transdiiksiyon
yollarinda anahtar bir rol oynayabilecegi goriisii bilim adamlar1 tarafindan
arastirilmaktadir (Houslay, 1991). Glukasyon aracili serbest radikal iretiminin
insiilinin gen transkripsiyonunu azalttigin1 ve beta hiicre apoptozuna yol actiginm
gosteren ¢aligmalarin bulgular1 bu goriisii destekler niteliktedir (Kajimoto ve Kaneto,
2004).

Diyabette plazma lipoproteinlerinde, eritrosit membran lipitlerinde ve c¢esitli
dokularda lipid peroksidasyonunun artmakta, bu artisin enzimatik (arasidonik asit
yolu) lipid peroksidasyondan mi yoksa nonenzimatik lipid peroksidasyonundan mi1
kaynaklandigr bilinmemektedir. Lipid peroksidasyonu, hem yaygin vaskiiler
inflamasyon sonucu aktiflesen lipooksijenaz yolu ile prostaglandinlerden, hem de

serbest radikaller ve ge¢is metallerinin etkisi ile endotelyal ve fagositik hiicrelerin
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membranlarinda bulunan lipidlerden nonenzimatik yolla olusabilmektedir. Daha
sonra her iki yola ait {rlinlerin, karsilikli olarak birbirlerini aktive ederek, lipid
peroksidasyonunu artirdiklar1 bildirilmistir. Yapilan epidemiyolojik c¢aligsmalar,
plazma lipid peroksidlerindeki artisin, diyabetten ¢ok, vaskiiler hastaligin kendisi ve
hipertrigliseridemi ile iligkili oldugunu gostermektedir. Hidroperoksit ve MDA gibi
lipid peroksidasyonu iiriinlerinin SOD, CAT ve GSH gibi antioksidanlarin hiicre i¢i
miktarlarimi diisiirdiigii, buna bagl olarakta oksidatif stresin etkilerinin daha fazla
ortaya c¢iktig1 belirtilmektedir (Dean ve ark., 1997; Abou-Seif ve Youssef 2004,
Altan ve ark., 2006).

1.6.1. Tip 2 Diyabette Serbest Oksijen Radikalleri Uretimi

Oksidatif stresin artmasina bagli olarak diyabetik komplikasyonlarin; transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu, ileri diizeyde glukozile son iriinlerin (AGEs=Advanced
Glycated End Products) olusumu ve protein kinaz C yollarindaki mekanizmalarin

etkilenmesi ile ortaya ¢iktigi bilinmektedir (Maritim ve ark., 2003).

S6z konusu bu mekanizmalar: etkileyen serbest oksijen metabolitlerinin kaynaklari
arasinda diyabetik komplikasyonlarla en c¢ok iliskisi olan kaynagin, glukasyon
reaksiyonlar1 oldugu ifade edilmektedir (Kajimoto ve Kaneto, 2004). Sekil 1.5’te
goriildiigii gibi serbest radikaller, protein glukasyonunun disinda, elektron trasport

sisteminde ve heksozamin yolunda da olusabilmektedir.

Ayrica diyabette yliksek glukoz konsantrasyonu poliol yolu ile sorbitol iiretimine de
neden olur. Bu yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi icin NADPH kullanildigindan
hiicre i¢i NADPH tiiketilir. Okside glutatyonun rediikte forma ¢evrilebilmesi (Baysu
Sozbilir ve Baysu, 2008) ve nitrik oksit (NO) sentezi icin NADPH gereklidir. Bu
nedenle sorbitol yolunun aktif olmasi ve sonugta NADPH’in yoklugu hiicrenin

antioksidan kapasitesinin sinirlanmasi anlamina gelmektedir (Maritim ve ark., 2003;

Altan ve ark., 2006).
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Sekil 1.5. Hiperglisemide temel oksidatif stres kaynagi olan mekanizmalar (Kajimoto ve
Kaneto, 2004).

Bir ge¢is elementinin varhiginda glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve siliperoksit
anyonuna c¢evrilir. Hiicre i¢i glukoz oksidasyonu NADH’nin agiga ¢ikmasina yol
acar. NADH solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP iiretimi igin
gerekli enerjiyi saglamak tizere kullanilir (Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008). Solunum
zincirindeki bu reaksiyon sirasinda siiperoksit radikali agiga c¢ikar. Yiiksek glukoz
konsantrasyonu varliginda bu yolla siiperoksit radikal tiretimi artar. Ciinkii; normal
solunum zinciri olaylar1 sirasinda siirekli olarak siiperoksit radikali olustugu
distintilmektedir. SOD ve CAT’in olusan asir1 siipeoksit radikallerini tolere
edememesi durumunda ise, siiperoksit radikali araciligi ile daha reaktif metabolitler
olugabilmektedir. Son yillarda yapilan c¢aligmalar, diyabetteki patolojilerin
bircogunun artmis mitokondriyal ROS {iretimi ile iliskili oldugunu gostermektedir

(Ceriello, 2003; Maritim ve ark., 2003; Green ve ark., 2004).
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1.7. Total Antioksidan Statii (TAS) ve Total Oksidan Statii (TOS)

Oksidan ve antioksidan denge organizmada olusan bir¢ok oksidan tiirli ve bunlar
tiirline gore tolere edebilen spesifik antioksidan maddeler tarafindan saglanmaktadir.
Bu ylizden doku, serum ve plazma antioksidan ve oksidan tiirleri ¢ok c¢esitlidir ve
bunlarin diizeylerinin Sl¢limleri laboratuarlarda ayr1 ayr1 yapilabilmektedir.
Calismalarda oksidan-antioksidan dengenin belirlenebilmesi i¢in, c¢aligilacak
numunedeki tiim oksidan ve antioksidan diizeyleri degil, ¢alismanin amacina uygun
olan bazi oksidan ve antioksidan parametreleri belirlenip dl¢iimler yapilmaktadir. Bu
sekilde caligmaya 6zgili parametreler belirlendikten sonra bile oksidan ve antioksidan
madde diizeylerinin ayr1 ayr1 dlgiilmesiyle oksidatif stresin belirlenmeye ¢alisilmast,
calisma siiresinin uzamasina, kullanilan teknikten teknige farkli sonuclara
ulagilmasina neden olabilmektedir. Ayrica olgiimlerin ayr1 ayr1 yapilmasi ¢aligmalar

icin daha biiyiik mali yiikler getirmektedir (Tarpey ve ark., 2004).

Bununla birlikte diyabet ve oksidatif stres iliskisi arastirilan ¢alismalarda, bazi
antioksidan diizeylerinde artigtan bahsedilirken, baska calismalarda ayni antioksidan
tiirlerinin seviyeleri 6l¢iimiinde farkli sonuclarin elde edilebildigi goriilmektedir. Pari
ve Saravanan (2007) diyabette CAT, SOD, GPx, Vitamin C ve rediikte glutatyon
seviyelerinin diistiiglinii; reaktif tiyobarbitiirik asit subsutratlart (TBARS) ve plazma
hidroperoksit gibi oksidan madde diizeylerinin arttigin1 belirtmekte iken,
Seghrouchni ve arkadaslar1 (2002) ise GPx, SOD ve rediikte glutatyon seviyelerinin
arttigimi ifade etmektedirler. Oksidan ve antioksidan seviyelerinin ol¢limlerinde
ortaya ¢ikan bu ¢eligkileri minumuma indirmek igin daha pratik, zamandan ve

aragtirma maliyetlerinde tasarruf saglayan yontemler gelistirilmistir.

Bu yontemler plazma, serum veya doku 6rneklerinde oksidatif stres diizeyini 6l¢mek
amaciyla total oksidan ve antioksidan diizeylerini, aktivitelerini veya kapasitelerini
belirlemeye yoneliktir (Koracevic ve ark., 2001; Aycicek ve ark., 2006). Bu
yontemlerde, analizi yapilacak numunenin total oksidan statiisii (TOS) ve total

antioksidan statiisii (TAS) belirlenmekte, boylelikle oksidatif stres ile ilgili daha net
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bir yorum yapilabilmektedir (Erel, 2005). Total oksidan ve antioksidan statiiyii
belirlemeye yonelik, total antioksidan aktivite (TAA), total antioksidan gii¢ (TAOP),
total peroksit (TP), TBARS gibi isimlerle anilan bircok yontem gelistirilmistir
(Benzie ve Strain, 1996; Koracevic ve ark., 2001; Erel, 2004).

Gelistirilen bu metotlarla yapilan ¢alismalarda, tip 1 ve tip 2 diyabet hastalarinda
veya deney hayvanlariyla olusturulan modellerde, plazma ve serumda TAS niin {iniin
diisiis gosterdigi, TOS niin ise yiikseldigi ifade edilmektedir (Seghrouchni ve ark.,
2002; Bonnefont-Rousselot ve ark., 2003; Aslan ve ark., 2007). Bir ¢ok g¢alismada
diyabete bagli olarak hidroperoksit, MDA, AGEs, NO gibi oksidan molekiil
diizeylerinin arttigi (Maritim ve ark., 2003; Robertson ve ark., 2004; Pari ve
Saravanan, 2007), c¢ogu antioksidan seviyelerinin ise diistligii rapor edilmektedir.
Bu veriler ile total oksidan ve antioksidan statiiyle ilgili elde edilen veriler pozitif bir
korelasyon sergilemektedir (Seghrouchni ve ark., 2002; Aslan ve ark., 2007; Song ve
ark., 2007; Kusano ve Ferrari, 2008). Bu nedenle son yillarda oksidan-antioksidan
dengeyle ilgili caligmalarda TAS ve TOS veya benzer yontemler sik¢a kullanilmaya

baslanmistir.

1.8. Niikleer Faktor Kappa B (NFKB)

Transkripsiyon faktor niikleer faktor kappa B (NFkB), Ranjan Sen ve David
Baltimore tarafindan (1986) B lenfositlerin niikleuslarinda immiinglobulin kappa
geninin enhancer bolgesine baglanan bir faktor olarak tanimlanmistir. NFkB hiicre
sitoplazmalarinda da inaktif formda bulunup, sadece aktive oldugunda cekirdege
gecmekte ve burada hiicre biiytimesi, proliferasyonu, apopitozisin regiilasyonu,
sitokin prodiiksiyonu ve neoplastik transformasyondan sorumlu, immiin sistem,
biiyiime ve inflamasyonu denetleyen 200’{in {izerinde geni etkilemektedir (Ekinci ve
Memis, 2008).

Diyabette NFkB’nin beta hiicrelerindeki spesifik aktivasyonu, beta hiicrelerinde

kayiplarin olusmasinda anahtar bir rol iislenmektedir. NFkB’nin aktivasyonunu
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saglayan proteinler olan Rel proteinlerinin niikleer translokasyonu, bakteriyal ve
viral patojenler, immun ve inflamatuvar stokinler (TNF-a, IL-1f, INF-y gibi),
radyasyon veya ¢esitli nedenlerle organizmada olusmus serbest oksijen radikalleri ve
nitrik oksit (NO) tarafindan saglanabilmektedir (Schoonbroodt ve Piette, 2000;
Melloul, 2008). Beta hiicrelerinde NFkB’yi aktive eden bu sitotoksik etkiler,
stokinler araciligiyla ya da koruyucu ve apoptotik genler arasindaki diizenlemelerde

goriilen dengesizlik sonucu meydana gelmektedir.

NFkB, gelismis Okaryotlarda genlerin spesifik kurulumunun hiicreler arasinda nasil
sinyal iletimini sagladigin1 anlamamizi saglayan, transkripsiyonel aktivator Rel
domeini igeren dimerlerden olusan bir protein ailesi olarak tanimlanmaktadir. Sentez
edilme sekilleri, yapilar1 ve fonksiyonlar1 itibar1 ile Rel protein ailesi iki grupta
incelenmektedir. Birinci grupta p50 (NFkB1) ve p52 (NFkB2) adi verilen ve
proteolik bir prosesle iiretilen Rel homodimerleri yer almaktadir. Ikinci grupta ise
Rel A (p65), c-Rel, Rel B, v-Rel ad1 verilen dimerler bulunmaktadir. Bu iki grup rel
proteinleri homo ve hetero dimerleri olusturabilmaktedir (Schoonbroodt ve Piette,

2000).

NFkB’yi inaktif halde sitoplazmada tutan baglanma (anchorin) domeini igeren
proteinler gosterilmistir; bunlar IkB-alfa, IkB-beta, IkB-gamma, IkB-epsilon, bcl-3,
pl105 ve p100°diir. Transkripsiyon faktor niikleer faktor kappa B Rel proteinlerini ve
baglanma domeinlerinden birini igeren heterodimerik bir komplekstir. Istirahat
halinde NFKB sitoplazmada genelde p50, p65 ve IkB-a’dan olusan bir heterodimer
seklinde bulunur. Aktive olmasi sonucunda ¢ekirdege tasinan NFKB aktif proteinleri
(p50 ve p65) burada 6zgiin olarak 10 baz ¢ifti iceren (GGGPUNNPYPyCC) DNA
bolgesine spesifik bir sekilde baglanarak (Pu: piirin, Py: pirimidin ve N herhangi bir
baz) birgok genin regiilasyonunu saglamaktadir (Narayanan ve ark., 1993; Ekinci ve

Memis, 2008).
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1.8.1. NFkB’nin Aktivasyonu

NFkB’nin aktivasyonu ile ilgili olarak lizerinde en ¢ok odaklanilan dimeri olan
p50/p65 dimeri, stoplazmada IkB-a ile birlikte inaktif formda bulunmaktadir.
Aktivasyona neden olabilecek hiicre i¢i veya hiicre dis1 uyarilarin etkisiyle hizli bir
sekilde IkB-a molekiilii fosforile olarak iki serin artigma (S32 ve S36) doniismekte
ve sonrasinda da 26S proteozom tarafindan yikilmaktadir. Hiicre sitoplazmasinda
IkB-o’dan ayrilan NFkB aktive olmakta ve ¢ekirdek zarmi gegerek (Sekil 1.6) DNA
zincirinde bulunan kendine spesifik genlerin promotor bolgelerine baglanmaktadir.
Boylelikle, beta hiicre kayiplarina neden olabilecek Fas, iNOS gibi molekiillerin gen
ekspresyonlarini uyarmaktadir (Giiney ve Bilgihan, 2002; Melloul, 2008).
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Sekil 1.6. NFkB’nin aktivasyonu ve apoptozis (Melloul, 2008).

NFkB’nin aktive ettigi genlere ait feedback mekanizmalarinin devreye girmesi
sonucunda, yeni sentez edilmis olan IkB-a molekiilleri ¢ekirdege girerek NFkB’ye
baglanmakta, inhibe olan NFkB sitoplazmaya donmektedir. Ancak beta hiicreleri de

dahil bircok hiicrede NFkB aktivasyonunun c¢ogunlukla hiicre oliimleri ile
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sonuclandigr ifade edilmektedir (Melloul, 2008).

1.8.2. NFkB Aktivasyonunda Oksidatif Stresin Rolii

Daha oOncede belirtildigi gibi antioksidanlar ile oksidan molekiiller arasindaki
dengenin oksidan molekiiller lehine bozulmas1 sonucunda oksidatif stres artmaktadir.
Oksidatif stres gibi ¢esitli hiicre dis1 uyarilara bagli olarak TNF-a, IL-1B gibi NFkB
aktivatorleri ise hiicre i¢i oksidatif stresin artmasina neden olmaktadir. Oksidatif
stresin artmasina bagli olarak hiicre i¢inde reaktif oksijen tiirleri ve nitrik oksit
diizeylerindeki artiglarin  sinyal iletimini etkileyerek NFkB’yi aktiflestirdigi
diisiiniilmektedir (Bowie ve O’Neill, 2000).

IL-1 THF Other  Hydrogen peroxide
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NFkB Activation

Sekil 1.7. Oksidatif stres araciligiyla NFkB aktivasyonu (Bowie ve O’Neill, 2000)

Sekil 1.7°de de ifade edilmeye calisildigi tizere, oksidatif stres aracili NFkB
aktivasyonunun, cgesitli aktivatorlerin tamaminin hiicre i¢i oksidatif stresi artirmasi
sonucu olusabildigi, bunun yaninda hidrojenperoksitin de dogrudan NFkB
heterodimerini etkileyerek aktivasyonu saglayabilecegi ifade edilmektedir. Ayrica
CAT, GPx, a-lipoat gibi ¢esitli antioksidanlarin ise NFkB aktivasyonunu inhibe
edebilecegi one siiriilmektedir (Bowie ve O’Neill, 2000).
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Reaktif oksijen tiirleri hiicre ¢ekirdeginde NFkB gibi transkripsiyon faktorlerinin
sistein  kalintilarin1  okside ederek bazal transkripsiyon mekanizmalarin
etkilemektedir. Ayn1 zamanda ROS, transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanma
diizeylerini artirarak veya azaltarak onlarin fonksiyonlarim1 degistirebilmektedir.
ROS seviyelerinin stoplazmada artmasi ise, kinazlarin aktive, fosfotazlarinsa inhibe
olmasina neden olarak transdiiksiyon (sinyal iletimi) mekanizmalarin etkilemektedir
(Sekil 1.8). Bu durumun, IkB-o’nin fosforile olmasini veya gerektiginde NFkB
inhibisyonu i¢in stoplazmada yeniden olusmasini engelleyebilecegi belirtilmektedir

(Schoonbroodt ve Piette, 2000).

Reaktif Okzien
Reseptar g AT Radikalleti

\

GEKIRDEW

SITOPLAZM A,

Sekil 1.8. Reaktif oksijen tiirlerinin sitoplazma ve ¢ekirdekteki etkileri (Schoonbroodt ve
Piette, 2000)

Kisacas1 igerisinde oksidanlarin da olabilecegi hiicre dist uyarilar NFkB
aktivetorlerini harekete gecirmekte, bunun sonucu olarak hiicre i¢i oksidatif stres

artmakta boylelikle NFkB aktive olmaktadir.
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1.8.3. Tip 2 Diyabet ve Niikleer Faktor Kapa B (NFkB) iliskisi

Proteinler yiiksek glukoz konsantrasyonlari ile karsilastiklarinda, glukoz bir enzimin
araciligima gereksinim duymadan proteine baglanarak kontrolsiiz glikasyon
reaksiyonlarina neden olur. Kontrolsiiz glikasyona ugramis proteinlerin (AGES),
molekiiler oksijene bir elektron vererek serbest oksijen radikali olusumuna,
enzimlerin inaktive olmasina ve transkripsiyon faktorii NF-kB’nin aktivasyonunu
artirarak NO seviyelerinin yiikselmesine, boylelikle oksidatif stresin artmasina neden
oldugu belirtilmektedir. Pankreasta ise NO seviyelerinin normalin {izerine ¢ikmasi
durumunda beta hiicre hasarinin gelistigine inanilmaktadir (Maritim ve ark., 2003;

Melloul, 2008 ).

Diyabet hastalarinda oksidatif stresin artmasina paralel olarak, artan siiperoksit (O)
radikalleri ile birlesen NO daha reaktif olan peroksinitrit radikalinin olusumuna
neden olmaktadir. Sekil 1.9’dan da anlasilacagi gibi hem siiperoksit hem de
peroksinitrit radikallerinin diyabetin komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasinda onemli

roller listlendikleri goriilmektedir (Ceriello, 2003).

1.9. indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)

Pankreatik beta hiicrelerinde hasara ve apoptozise neden olan en Onemli
metabolitlerden biri olan NO, NOS adi verilen ve {i¢ formu bulunan bir enzim
tarafindan iretilmektedir. Fizyolojik gereksinimden bagimsiz olarak sabit hizda ve
diisiik oranda NO sentezleyen endotelyel nitrik oksit sentaz (eNOS) ve néronal nitrik
oksit sentaz (NNOS) Ca?*-kalmodulin bagimli enzimlerdir. Hepotosit, makrofaj,
monosit ve ndtrofiller gibi birgok hiicrede Ca**-kalmodulinden bagimsiz iNOS
enziminin ise bol miktarda NO sentezini gergeklestirebilecegi, NO sentezinin saatler

hatta glinler boyunca siirebilecegi ifade edilmektedir (Ulukaya, 2007).

Nitrik oksit sentezini artiran iNOS enziminin gen ekspresyon diizeyleri, hiicre

sitoplazmasinda aktive olarak cekirdege giren ve burada DNA’ya lokalize olan
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NFkB araciligi ile uyarilabilmektedir. Bu uyarilma sonucunda asirt miktarda olusan
NO siiperoksit radikali ile birleserek (Sekil 1.9), beta hiicreleri i¢in en etkili
reaktiflerden biri olan peroksinitriti meydana getirmektedir. Stokinler araciligi ile
beta hiicre hasarinda en 6nemli rolii, lirettigi ve olusumuna neden oldugu oksidan

reaktifler nedeniyle iNOS enziminin Gistlenmektedir (Ceriello, 2003).
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Sekil 1.9. Diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde siiperoksit ve peroksinitritin rolii
(Ceriello, 2003).

Bununla birlikte iNOS etkisi ile olusan peroksinitrit antioksidan enzim inhibisyonuna
neden olmakta (MacMillan-Crow ve Thompson, 1999), antioksidan enzim
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inhibisyonlar1 ise artan peroksinitrit konsantrasyonlarina bagli olarak, nekroz veya

apoptoz yoluyla beta hiicre 6liimlerine neden olabilmektedir (McCabe ve ark., 2006).

Kisacast iNOS’un hem olugumuna neden oldugu oksidanlar araciligi ile hem de
antioksidan enzimlerin inhibisyonunu artirarak, oksidatif stresin hiicre ve dokulara
daha ¢ok zarar vermesine neden oldugunu yapilan birgok ¢alisma desteklemektedir.
Bu nedenle oksidan-antioksidan dengeyi ve inflamasyonu belirleyici parametrelerden
biri olarak NO kullanilmakta olup, daha belirleyici laboratuar arastirmalarinda iNOS

gen ekspresyonlar1 da incelenmektedir.

1.9.1. iNOS Geninin Muhtemel Ekspresyon Mekanizmalari

Uzun siireli nitrik oksit saliniminda rol oynamasindan dolayi, iNOS enziminin,
dolayisiyla iNOS geninin uyarilmasi oksidan-antioksidan denge agisindan belirleyici
olabilmektedir. Daha Oncede bahsedildigi gibi iNOS ekspresyonunu uyaran
mekanizmalardan birinin NFkB aracili aktivasyon oldugu bildirilmektedir. Bu

mekanizma disinda bilinen 2 mekanizma daha bulunmaktadir.

INOS gen ekspresyonlarinin diizenlemesinde farkli bir yol olarak, interferon gamma
(IFN- y) aracili mekanizma gosterilmektedir (Sekil 1.10). Bu mekanizmada IFN- y
araciligiyla janus kinazlar (jak-1 ve jak-2) aktive olmakta ve baska bir niikleer faktor
olan STATTI’1 fosforile ederek uyarmakta, uyarilan STATI ise cekirdege transloke
olarak iNOS gen ekspresyonuna etki etmektedir (Rao, 2000; Chong ve ark, 2002).

Ayrica nitrik oksitin kendi Ttretimini, bifazik etkisi sonucunda iINOS mRNA
ekspresyonunu ayarlayarak diizenleyebilecegi, ancak bu feedback mekanizmasimin
nitrik oksitin ¢ok yliksek seviyelere ulagsmasiyla devreye girebilecegi One

stiriilmektedir (Connelly ve ark, 2001; Aktan, 2004).
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Sekil 1.10. iNOS’un ekspresyonunu diizenleyen mekanizmalar (Aktan, 2004)

Inflamasyonun olusmasinda &nemli bir yeri olan ve iNOS tarafindan sentezi
diizenlenen yliksek diizeylerdeki NO iiretimi son yillarda inflamatuar hastaliklara

iliskin yeni ilag gelistirilmesinde hedef haline gelmistir (Aktan, 2004).

1.10. Tip 2 Diyabet Hastalarinda Tedavi Uygulamalari

Tip 2 diyabet hastalarinda kan glukoz seviyelerinin yetersiz kontrolii koroner kalp
hastaliklari, hipertansiyon, endotelyel inflamasyon, miyokardial enfarksiyon gibi
bircok hastaligin ve nefropati, retinopati gibi klinik semptomlarin olugmasi ig¢in
onemli derecede risk olusturmaktadir (Baxter, 2008). Bu nedenle tip 2 diyabet
hastalarinda, kan glukoz ve 3-6 ayda bir HbAlc seviyelerinin belirlenmesi ile
hastaligin seyrine uygun bir tedavi semasi olusturulmasi gerekmektedir (Nathan ve
ark., 2008). Son yillarda tip 2 diyabet tanis1 konduktan sonra siilfoniliire tiirevleri,
non-siilfoniliire sekretoglari, biguanidler (metformin), thiazolidinedionlar (TZDs
veya glitazonlar) ve a-gukozidaz inhibitorleri olmak tizere 5 tiir oral antidiyabetik

ila¢ kullanilmaktadir. Bu ajanlar insiilin iiretimini artirarak veya glukoz {iiretimini
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azaltarak ya da ilgili dokulardaki hiicre reseptorlerinde meydana gelen insiilin
direncini minumuma indirerek, farkli mekanizmalarla etki etmekte (Sekil 1.11) ve
bozulmus olan glukoz homeostasisini dengede tutmaya yardimci olmaktadirlar

(Baxter, 2008).
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Sekil 1.11. Tip 2 diyabetin tedavisinde kullanilagelen oral antidiyabetikler (OAD)
(Kobayashi, 1999).

Giliniimiizde diyabet tedavisinde tibbi beslenme tedavisi, egzersiz ve kullanilan
birgok antidiyabetik ila¢ grubuna ragmen tedavi sonuglar1 zaman igerisinde diyabetin
dogas1 geregi kotiiye gidebilmektedir. Tip 2 diyabet tedavisinde baslangi¢ olarak
tercth edilen antidiyabetik ajanin genel olarak; etkinlik uygunsuzlugu, etkinlik
siiresinin  kisaligi, uyumsuz doz problemleri ve tolarabilite sorunlar1 ile
karsilagilmaktadir. Yapilan arastirmalara gore siilfoniliire, meglitinid ve insiilin
hipoglisemi ve agirlik artigi; tiyazolidinedionlar agirlik artisi; metformin ve alfa
glukosidaz inhibitorleri ise gastrointestinal problemler gibi komplikasyonlara neden
olabilmektedirler. Glukoz kontroliiniin metformin ile saglanmasi, bahsi gecen yan

etkilerin goriilme riskini azaltmasina ragmen, tedavi siirecinde aradan zaman
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gectikce, metforminin etkinliginde azalma goriilebilmektedir (Kurt, 2003; Nathan ve
ark., 2008; Vilsbell, 2008).

Diyabetin karakteristik Ozellikleri olan bifazik insiilin cevabinin bozulmasi,
yemeklere yavas insiilin cevabi, hiperglukagonemi, pankreas B-hiicrelerinin insiilin
iceriklerinin azalmasi ve anormal apoptoz nedeniyle, daha fizyolojik ve daha degisik
mekanizmalar ile etki gosteren ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ihtiya¢ ve hedeften
dolayr son yillarda diyabet tedavisinde yeni ilag gruplart bulunmustur. Bunlar
inkretin hormonlarinin analoglar1 (glukagon benzeri peptid-1 “GLP-1" agonistleri),
inkretinleri yikima ugratan dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) enzim inhibitorleri, bobrek
sodyum-glukoz ko-transporter 2 enzimini selektif olarak inhibe eden dapagliflozin
(DGZ) ve endojen amilin molekiilii agonisti (pramlintide) gibi ilaglardir (Uking ve
ark., 2007; Jabbour ve Goldstein, 2008; Doupis, 2008).

1.10.1. DPP 4 inhibitorlerinin Tip 2 Diyabet Tedavisinde Kullanilmasi

Yeni bir oral antidiyabetik sinifi olan DPP-4 inhibitorleri diger giincel antidiyabetik
ilaclara gére bazi Onemli avantajlar saglamaktadir. Tedavide kullanilan insiilin
salgilaticilar ile karsilastirildigt zaman DDP-4 inhibitorleri glukoza bagimli aktif
GLP-1 diizeylerini yiikseltmekte, pankreatik insiilin sekresyonunu tetikleyerek
insiilin diizeylerini artirmakta, glukagon sekresyonunu baskilamakta ve karacigeri
uyararak glukoz {liretimini azaltmaktadir. Sonug olarak, DPP-4 inhibitorleri diger oral
antidiyabetik ilaglara oranla daha az hipoglisemi riski tasimaktadir (Barnet, 2006;

Vilsbell, 2008).

Tip 2 diyabetli hastalarda karbonhidrat alimindan sonra normalde artmasi gereken
insiilin yanit1 azalmakta veya gecikmekte, glukagon salinimi artmakta ve sonugta
postprandiyal hiperglisemi olusmaktadir. Oral glukoz alimindan sonra olusan
hiperglisemiye karsi, normalde insiilin yanitinin artmasi inkretin etki olarak
adlandirilmaktadir (Bagkal, 2007). Barsak hormonlari olan inkretinler yemek

yenmesini takiben salinarak, pankreastan insiilin salinmasini uyarip glukagon
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salinmasin1 inhibe etmekte ve glukoz homeostazinda 6nemli rol oynamaktadirlar.
Inkretin hormonlarinin bu etkisi tip 2 diyabet hastalarinda azalmakta ve kan glukoz
seviyelerindeki denge bozulmaktadir (Ahren, 2007). Iki onemli inkretin gastrik
inhibitor polipeptid (GIP) ve glucagon-like peptid (GLP-1)'dir. Tip 2'lerin ¢ogunda
inkretinlere direng vardir. Pek ¢ok tip 1 ve tip 2'lerde gastrik bosalma hizinin artmig

olmas1 da postprandiyal hiperglisemiye neden olmaktadir (Baskal, 2007).

DPP-4 inhibitorleri, glukoz seviyelerini dengede tutmak icin, ince barsaklardan
salinan inkretin hormonlarini1 pargalayarak inaktif hale getiren DPP-4 enzimini inhibe
ederek (Sekil 1.12) GLP-1 ve GIP seviyelerinin yiikselmesine neden olmakta ve
hastalarda glukoz seviyelerini ve sonucta HbAlc seviyelerini ortalama 0,5-1,1 %
oranlarinda diistirmektedir (Gadsby, 2007; Gren 2007; Idris ve Donnelly, 2007;
Zerilli ve Pyon, 2007; Halimi, 2008; Yu ve Wang, 2008). Ayrica hastalarda GLP-1
seviyelerinin yilikselmesi pankreas B hiicrelerinde kiitle ve fonksiyon artigina,
somastatin sekresyonunda artisa, midenin yavas bosalmasina ve tokluk hissinin
olusmasina neden olmaktadir (Gren 2007; Idris ve Donnelly, 2007). Bu etkilere bagl
olarak DPP-4 inhibitorleri ile uygulanan terapilerde hastalarda agirlik artisi olmayisi
(Gadsby, 2007) ve bazen de azda olsa agirlik azalmalar1 gozlenmesi, bu inhibitorlere
olan ilgiyi daha da artirmaktadir. Ciinkii metformin haricindeki tiim gilincel mevcut

ilaglar glisemik kontrolii saglarken az veya ¢ok agirlik artisina neden olmaktadirlar.

Glinlimiizde ¢esitli DPP-4 inhibitorii ilaglar gelistirilmege calisilmaktadir. Bu ilaglar
GLP-1 ve GIP’in yikimlanmasini engelleyerek insiilin yapim ve salinmasinda artisa,
glukagon salinmasinda ise azalmaya neden olurlar (Sekil 1.12). Kan sekeri normal
sinirlara geldiginde bu etkileri azalir (Zerilli ve Pyon, 2007). Bu nedenle DPP-4
inhibitorleri ile uygulanan tedavilerde hipoglisemi riski ¢ok az olmaktadir. Diger
antidiyabetik ilaclarda goriilme olasilig1 daha yiiksek olan hipogliseminin inkretine
dayali tedavilerde goriilmeyisinin diger bir nedeni de yemek sonrasi insiilin
sekresyonunun % 70’inden sorumlu olan GLP-1’in glukoza bagimli olarak sentez

ediliyor olmasidir.
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Sekil 1.12. DPP-4 inhibitorlerin etki mekanizmasi

Inkretine dayali tedavilerin diger oral antidiyabetik ilaclara gére avantajlarindan
birisi de B hiicrelerine olan etkisidir. Ciinkii geleneksel olarak kullanilan oral
antidiyabetikler, tip 2 diyabet tanis1 konuldugunda ortalama % 50’si hasar goérmiis [3
hiicrelerinde apoptozisi durduramamakta ve bdylelikle hastalar tan1 konduktan
sonraki yaklasik 10 yillik tedavinin sonunda insiilin terapisine muhta¢ olmaktadirlar
(Sekil 1.13). DPP-4 inhibitorleri ise B hiicrelerinde apoptozisi durdurdugu gibi ayni
zamanda P hiicrelerinde kiitle ve fonksiyon artis1 da saglayarak ideal bir oral
antidiyabetik ila¢ profili ortaya koymaktadirlar (Garber, 2008; Brubaker ve ark.,
2004).

Arastirma ve gelistirme programlar1 sonucunda sitagliptin, vildagliptin, saxagliptin,
alogliptin ve denagliptin gibi bircok DPP-4 inhibitorii gelistirilmis olup (Garber,
2008), sitagliptin (Januvia) tip 2 diyabet tedavisi i¢in hem ABD hem de Avrupa’da
lisans almis ve Tirkiye’de de kullanimina baslanmistir. Avrupada lisans alarak
kullanimina baglanilan vildagliptin (Galvus) gibi diger ¢ok sayida bilesigin klinik
gelistirme c¢aligmalarini takiben yakin bir gelecekte ila¢ piyasasinda yer alacagi

beklenmektedir (Vilsbell, 2008).
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Sekil 1.13. Geleneksel oral antidiyabetiklerle tedavide yillara gore gelisen beta hiicre
fonksiyon kayb1 (HOMA: Homeostasis model assessment, UKPDS Group, Diabetes 1995).

1.10.2. Sitagliptinin Tip 2 Diyabet Tedavisinde Kullanilmasi

Tip 2 diyabet hastalar1 igin gelistirilen sitagliptin (MK-0431); 2006'da FDA onay1
almis, hastalar tarafindan oral yolla alinabilen, DPP-4 enziminin geri doniistimlii
kompetetif inhibitoriidiir. Diger enzimlerle kiyaslandiginda DPP-4 i¢in sitagliptin
0zgiil olmasa da segici etkiye sahiptir (Miller ve Onge, 2006). Farmakokinetik olarak
ise sitagliptin; 1yl absorbe edilen, biyoyararlanimi %87 olan, ideal doz
uygulamasindan sonra maksimum plazma seviyesine 1-4 saatte ulasan, plazma
proteinlerine diisiik oranda baglanan, % 70-80’1 degismeden renal yolla atilabilen ve

plazma yar1 omrii 8-14 saat olan bir DPP 4 inhibitorii olarak tanimlanmaktadir
(Verspohl, 2009).

Gilinlimiize kadar yapilan bir¢cok calismada sitagliptin gibi DPP-4 inhibitorlerinin
GLP-1 aracilig1 ile B ve a-hiicrelerinde apoptozu azalttigi, proliferasyonu artirdig
tespit edilmistir (Sekil 1.14). GLP-1 beta hiicre poliferasyonuna fosfoinozitol 3-kinaz
(PI3K), epidermal growth faktér (EGF) reseptorii aktivasyonu, MAP kinaz ve PKC
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araciligiyla etki etmektedir (Girard, 2008). GLP-1 insiilin gen ekspresyonunu, aktive
olmus T hiicrelerinin niikleer faktorlerini (NFAT) ve mitojen-activated protein kinase
kinase (MAPKK) tizerinden bir mekanizmayla ekstraselliiler sinyal diizenleyici
kinazlar1 (ERK) aktive ederek uyarmaktadir. Bununla birlikte GLP-1 beta
hiicrelerinde gen ekspresyonunun o©nemli diizenleyicisi pankreatik duodenal
homebox 1 (PDX 1) transkripsiyon faktoriinlin de aktivitesini artirmaktadir (Yu ve
Wang, 2008). Deney hayvanlarinda PDX 1’in beta hiicre replikasyonunu uyardig,
pankreas adaciklarini gelistirdigi, insiilinin gen expresyonunu diizenledigi ve beta
hiicre kiitlesini artirdig1 ifade edilmektedir (Doyle ve Egan, 2007; Lupi ve Del Prato,
2008).
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Sekil 1.14. GLP-1’in beta hiicrelerinde proliferasyon ve apoptoz lizerine etkisi (Farilla ve
ark., 2002).

Ayrica sitagliptinin insiilin salinimini artirdigi, glukagonu baskiladigi ve boylelikle
glukotoksiteyi azalttigi; bunun yaninda diyabete bagli olarak bozulmus olan lipid
profilini diizelterek (trigliserit, kolesterol, lipoprotein diizeyleri) lipotoksisite

diizeyini de distlirdiigii ortaya konmustur (Raz ve ark., 2006; Buteau, 2008).

Sitagliptinin bu etkilerinin altinda, artan aktif GLP-1 seviyelerinin pankreasin beta
hiicrelerindeki inkretin reseptorlerini (GLP-1R) etkilemesi sonucu intraselliiler
CAMP seviyelerini artirmasi yatmaktadir. Sekil 1.15’tede goriildiigii iizere
proteinkinaz A’nin gen transkripsiyonu tetiklenmekte, hiicre i¢i miktar1 artan

proteinkinaz A degisik hedefleri (GLUT 2, K/ATP kanali gibi) fosforile ederek ve
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endoplazmik retukulumdan Ca'™ salmmim uyararak insiilin ekzositozunu
artirmaktadir (Girard, 2008).
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Sekil 1.15. GLP-1 aracili glukoza bagimli insulin salimmi mekanizmas1 (Girard, 2008)

Sitagliptin 6zellikle toklukta iiretilen GLP-1 diizeylerinin DPP-4 enzimi tarafindan
inhibe edilerek azalmasini engellemekte, boylelikle GLP-1 diizeyleri korunarak, 1.
faz instilin salimmi gergeklestirilerek glukoz homeostazisi saglanmaktadir. Deney
hayvanlan ile yapilan ¢alismalarda GLP-1’in beta hiicrelerinde proliferasyonu ve

neogenezi artirirken apoptosisi azalttigi ifade edilmektedir (Sekil 1.14 ve Sekil 1.16).

Sitagliptin gibi inkretine dayali tedaviler, diyabet tedavisinde beta hiicrelerinde
olusturduklar1 gelisim nedeniyle son yillarda ilgi odagi haline gelmistir. Giinlimiize
kadar inkretine dayali tedavilerin beta hiicrelerine (Sekil 1.16) ve glukoz
homeostasisine etkileri yogun bir sekilde calisilmis ve halen de galisilmaktadir.
Ciinkii beta hiicrelerinde olusan hasarin altinda yatan mekanizmalar tam olarak

bilinmemektedir (Shu ve ark., 2008).
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Sekil 1.16. GLP-1’in pankreas islet morfolojisi ve fonksiyonelligi tizerine etkisi (Farilla ve
ark., 2003).

Inkretine dayali diyabet tedavisinde yeni yaklasimlar gelistirilirken, monoterapilerin
yaninda diger antidiyabetiklerle veya antioksidanlar gibi etkin maddelerle ikili, bazen
de ¢oklu kombinasyonlar denenmekte ve basarili bulunan terapilerin mekanizmalari
aydmlatilmaya c¢alisilmaktadir. Tip 2 diyabet hastalarinda sitagliptin  ve
antioksidanlar ile yapilmast muhtemel kombinasyonlar olusturulmadan once,
sitagliptinin oksidan-antioksidan kapasiteyi nasil etkilediginin bilinmesi &nem
kazanmaktadir. Yapilan literatiir arastirmasinda sitagliptinin antioksidan aktivite ya

da oksidatif stres iizerine etkisini ortaya koyan yeterli veriye rastlanilamamstir.

Bu nedenle, sunulan bu c¢alismada, sitagliptinin diyabete bagli olarak gelisen
oksidatif stres iizerine herhangi bir etkisi olup olmadigi, oksidan ve antioksidan

kapasiteye ne diizeyde etki edecegi hiicresel ve molekiiler diizeyde arastirilmistir.
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1.10.3. Tip 2 Diyabette Oral antidiyabetik Ilaclarin ve Sitagliptinin Oksidatif
Strese Etkisi

Diyabet tedavisinde kullanilan antihiperglisemik ajanlar glisemik kontrolii
saglamalarimin yaninda her biri kendine 0zgii mekanizmalarla, farkli doku ve

organlarda diyabet komplikasyonlarina kars1 koruyucu rol oynayabilmektedirler.

Ornegin sitagliptin gibi bir oral antidiyabetik ajan olan metforminle tedavi edilen
hastalarda, asir1 serbest radikal ve kusurlu protein glikasyon {iriinii iiretim
diizeylerininin diismesine bagli olarak antioksidan statiiniin gelistigini gosteren
bir¢ok calisma rapor edilmistir. Lokosit hiicreleri uyarilarak {liretimi artirilan serbest
radikallere metforminin etkisi arastirilan bir calismada metforminin, dogrudan
serbest oksijen radikallerine karsi siipiiriicii etki yaptigi, dolayli yoldan ise
intraselliiler stiperoksit anyonu iiretim kaynagt NADPH oksidaza etki ederek
stiperoksit diizeylerini degistirdigi (Bonnefont-Rousselot ve ark, 2003), bdylelikle
oksidatif stresi azalttigt belirtilmektedir. Hiperglisemi, hiperinsiilinemi ve
hipertrigliseridemi olusturulan ratlarda, plazma lipid peroksidasyon diizeyleri ve
eritrositlerde antioksidan defans sistemleri incelenen baska bir ¢alismada,
metforminin lipid peroksit seviyelerini etkileyerek, peroksidasyon ile antioksidan
sistem arasindaki dengeyi olumlu yonde etkiledigi ifade edilmektedir (Srividhya ve
ark, 2002).

Jennings ve Belch’in (2001) yaptigi ¢alismada, bir siilfoniliire grubu ilag olan
gliklazidin, alyuvar SOD aktivitelerini artirdigi, plazma lipid peroksit seviyelerini ise
diistirerek oksidatif stresi azalttigi saptanmistir. Glyburid, glibenclamid gibi diger
stilfoniliire grubu ilaglarin da farkli dokularda farkli diizeylerde antioksidan enzim
(SOD, CAT, GPx) diizeylerini etkiledigi bir¢ok ¢aligmada ortaya konmustur (Bukan
ve ark., 2004; Elmal1 ve ark., 2004).

Insiilin sekratoglarindan thiazolidinediones (TZDs) grubu ilaglarin da diyabet
hastalarinda HbA1lc’yi anlamli bir sekilde diisiirmesine es zamanli olarak, asiri

serbest radikal olusumunu inhibe ederek oksidatif stresi diisiirdiigli ve buna bagl



39

olarak iNOS ve NFkB faktoriinin de inhibe olmasiyla diger diyabetik
komplikasyonlarin olugmasinin Oniine gecildigi belirtilmektedir (Da Ros ve ark.,
2004). Diyabetik farclerde beta hiicre fonksiyonlarini ve Kitle kaybini arastiran Ishida
ve arkadaslar1 (2004), 6 haftalik proglitazon (TZDs grubu ilaglarindan) tedavisi
sonucunda, pankreas adaciklarin insiilin sentez kapasitesi ve adacik hiicrelerinin
insiilin igeriginin artigin1 belirtmektedirler. Ayni arastirmada beta hiicrelerinde hem
oksijenaz-1, 4 hidroksi-2 nonenal-modifiye protein gibi oksidatif stres markirlarinda
azalma oldugu ve boylelikle beta hiicrelerinin mevcut durumunun korunabildigi dile
getirilmektedir. Piaglitazone ile yapilan hiicre kiltiiri (MIN6) calismalarinda,
piaglitazonun intraselliiler trigliserid akiimiillasyonunu baskiladigi, boylelikle
pankreatik beta hiicrelerinde antiapoptotik bir ajan gibi davrandigi, glukoza bagimli
insiilin sekresyonunda artis sagladigi, MING6 hiicrelerinde % 24, fare adacik
hiicrelerinde ise % 53 oraninda serbest radikal olusumunu azaltarak beta hiicrelerini

apoptoza karsi korudugu rapor edilmektedir (Saitoh ve ark., 2008).

DPP-4 inhibitorii sitagliptin ile yapilan ¢aligmalarda sitagiliptinin beta hiicrelerinde,
beta hiicre kiitlesini artirdigi, kanda ve diger dokularda ise HbAlc, insiilin,
glikokinaz gibi parametrelerin diizeylerini ise normale yaklastirdigi, lipid profilini
diizelttigi ortaya konmaktadir. Yukarida da belirtildigi gibi, diger oral antidiyabetik
ilaglarin beta hiicrelerinde, kanda ve diger pek ¢ok dokuyla organda oksidatif stresi
nasil etkiledigine iliskin pek ¢ok caligma yapilmig, buna bagli olarak yeni monoterapi

ve kombine terapiler gelistirilmistir.

Bu arastirmada, Tirkiye’de yakin ge¢cmiste kullanilmaya baslanan yeni oral
antidiyabetik bir ila¢ olan stagliptin uygulamalarinin oksidan-antioksidan denge
izerine etkilerinin kan, pankreas ve karaciger dokularinda arastirilmasi
amaglanmistir. Son 3-4 yildir diyabet tedavisinde kullanilan sitagliptinin karaciger
dokusunda oksidatif stresi nasil etkiledigi ve mekanizmasi heniiz arastiritlmamistir.
Bu calismadan elde edilen, sitagliptinin oksidan ve antioksidan denge {izerine

etkisine iliskin verilerin, yeni arastirmalara 151k tutacagina inaniyoruz.



40

2. GEREC ve YONTEM

2.1. Materyal

Calismada kullanilan 60 adet Wistar cinsi, 68 haftalik, erkek (140—-200 g) rat Isparta
Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezinden temin
edildi. Ratlarin 50°si ana ¢alismada, 10’u sitaglipitin etkin dozunun belirlenmesi i¢in
yapilan 6n calismada kullanildi. Ratlarin bakim ve beslemeleri ¢alisma boyunca
21+£2 C gevre sicakligi, % 55-60 nem ve 12:12 saatlik aydinlik-karanlik dongiisii
sartlarinda gerceklestirildi. Gruplara gore yiiksek enerjili ve normal yemle besleme
ve glinliik taze su temini siirekli saglandi. Calisma boyunca hayvanlara yapilacak
tiim miidahaleler AKU Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan bildirilen
kurallar dogrultusunda, 04/05/2009 tarihli, 45 sayih AKUHADYEK-33-09 refarans
nolu arastirma kapsaminda AKU Hayvancilik Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
yapildi. Caligmada kullanilan kimyasal maddeler ve cihazlar Tablo 2.1 ve Tablo

2.2’de verilmistir.

Tablo 2.1. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Markasi Modeli
Real Time PCR Cihaz Stratagene Mx3005P
Otoklav Wise Clave Version 1.4.0
Spektrofotometre Epond UVWin 5.0
Mikro Santrifiij Stratagene Picofuge
Sogutmal1 Santrifiij Kubota 3500
Nanodrop Thermo ND 1000
\ortex Labart MVS-1
Elektroforez Tanki (10x10) Thermo Bl

Distile Su Cihazi Younglin Aguamax Basic 360
Buz Makinesi Hoshizaki FM-70GE
pH metre Thermo Orion 3 Star pH340/10N
Jel goriintiileme sistemi UVP TFM-26
Kan Glukoz Olgiim Cihazi ve Stripleri ACCU-CHEK GO CR2430
Azot tanki Arpege 21 10258
Eliza Biotech Trnity
HPLC Agilent 1100
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Tablo 2.2. Caligmada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasalin Adi Markasi Katalog No
First-strand cDNA sentez kiti Fermentas K1612
(MLV reverse transcriptase)

RNA izolasyon Kiti Norgen C 17200
DNA marker ve Loading dye Fermentas SM 1318
Agarose (low melting temperature) Merck 1.01236
TAS Kiti Sigma X 7375
TOS Kkiti Sigma X 1875

Rat insiilin ELISA kiti Millipore EZRMI-13K
Sybr Green QPCR Master Mix Stratagene 600548
DEPC (diethyl pyrocarbonate) Fermentas 00016835
Streptozotosin Sigma S0130
Kloroform Merck 1.02445
NaOH Merck 1.06462
Sodyum sitrat Merck K00964032
Na,HPO,.2H,0 Riedel — de Haen 04272
K,HPO, Merck 1.04871
HCI Merck 1.00314
KCI Riedel — de Haen 12636
NaCl Riedel — de Haen 13423
Ethanol Merck 1.00983
Proteaz inhibitor kokteyl Sigma P8340
GAPDH primeri Fermentas K1612
GSH-Px, CAT ve SOD primerleri fontek

NFKkB ve iNOS primerleri Metabion

Januvia (sitagliptin) Merck

2.1.1. Cahismada Kullanilan Yemin Hazirlanmasi

Obezite veya insiilin direnci olusturmak amaciyla deney hayvanlarma verilen
diyetlerin yag oran1 degisik caligmalarda % 22 ile % 60 arasinda oldugu goériilmiistiir
(Reed ve ark, 2000; Srinivasan ve ark, 2005; Zhou ve ark, 2009). Tablo 2.3’te baz1
calismalardaki ortalama yem igeriklerine uygun bir sekilde hazirlanan yiiksek yagh

diyet (HFD) ve kullanilan standart diyetin igerigi verilmistir.
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Tablo 2.3. Caligmada kullanilan yemlerin igerikleri

Bilesen Standart Pelet Yem Yiiksek Enerjili (yagh)
(%) Icerigi Yem icerigi
Yag oram 4,1 57,3
Protein oram 17 13,6
Karbonhidrat oram 76.4 30,1
Diger maddeler 2,5 1,5
Enerji diizeyi (kal/’kg) 2600 4930

Afyon yem fabrikasindan temin edilen standart pelet yemi, ogiitiilerek toz haline
getirilmis, icerisine protein kaynagi olarak % 5 yagl soya, % 5 tavuk unu, enerji
kaynagi olarak ise % 50 i¢ yagi konularak karisim homojen hale getirilmis,
sonrasinda da pelet haline getirilerek derin dondurucuda saklanmistir. Afyon Il
Kontrol Midiirliigii'nde yaptirilan analiz sonucunda metabolik enerji degeri 4930
kal/’kg oldugu belirlenen ve yukarida anlatildigi sekilde her hafta taze olarak
hazirlanan yem, deney hayvanlarina besleme yapilmadan bir saat 6énce dondurucudan

¢ikarilmis ve sonrasinda verilmistir.

Literatiir arastirmalar1 sonucunda rasyonu belirlenerek yapilan HFD 6nceden temin
edilen ratlara verilerek denenmistir. Ratlarin yeme alisabilmesi icin yemdeki yag
oranlar1 yavas yavas artirllmigtir. Ratlarin 10 giin sonunda % 50 i¢ yag1 katimiyla

olusturulan yeme tamamen uyum saglandig1 goriilmiistiir.

2.1.2. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.1.2.1. Fosfat Tamponu (PBS) Hazirlanmasi

Pankreas dokusunda TAS, TOS ve total protein diizeylerinin belirlenebilmesi icin
oncelikle pankreas dokusu homojenize edilmistir. Bu homojenizasyon isleminde PBS

tamponu (pH: 7.4) kullanilmistir.
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PBS tamponu i¢in 8,0 g NaCl (sodyum kloriir), 0,2 g KCI (potasyum klortir), 1,15 g
Na,HPO4 (disodyum hidrojen fosfat) ve 0,2 g KH,PO, (Potasyum dihidrojen fosfat)
tartilmis, bir miktar distile suda ¢6zdiikten sonra su ile 1 L’ye tamamlanmis ve pH:

7,4’e ayarlanmustir.

2.1.2.2. Sitrat Tamponun Hazirlanmasi

2,1 g (10 mmol) sitrik asit monohidrat (CgHgO7 - H,O) bir miktar saf suda ¢ozdiiriiliip
tizerine 2,94 g (10 mmol) trisodyum sitrat dehidrat (CgHsNazO; - 2H,0) eklenerek
son hacim 1 litreye tamamlandiktan sonra Thermo Orion 3 Star marka pH metre

kullanilarak pH 4,5’e ayarlanmistir.

2.1.2.3. Streptozotosin (STZ) Hazirlanmasi

Her 2 ml sitrat tampon igerisinde 30 mg STZ olacak sekilde STZ tartilarak sitrat
tampon igerisinde ¢Oziilmiistiir. Tip 2 diyabet olusturulacak ratlar tartildiktan sonra,
ratlara agirliklarina uygun olacak hacimlerde STZ 30 mg/kg dozunda intraperitonal

(i.p.) yolla verilmistir.

2.1.2.4. Antidiyabetik ila¢ Stagliptinin (Januvia) Hazirlanmasi

Eczanelerden temin edilen ve bir tabletinde 100 mg sitagliptin fosfat bulunan januvia
adl ila¢ havanda toz haline getirilmis, her bir toz haline gelmis tablet (100 mg
sitagliptin) 20 ml saf su i¢inde ¢oziilerek, her 1 ml’de 5 mg sitagliptin olan ¢dzelti,

her giin ratlara 10 mg/kg dozunda gavajla verilmek tizere taze hazirlanmistir.
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2.1.2.5. insiilin Cézeltisinin Hazirlanmasi

HFD ile beslenen ratlarda STZ enjeksiyonu oncesinde insiilin direnci gelisip
gelismedigini anlamak iizere yapilan insiilin tolerans testi (ITT) igin kullanilmak
tizere insulin ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun igin hizli etkili insiilinden (humolog) 1
ml (100 IU) alinarak 199 ml serum fizyolojik igerisinde ¢oziilerek her mililitresinde
0,5 IU insiilin bulunan c¢o6zelti hazirlanmis ve her bir ratin o anki agirhig

belirlendikten sonra ratlara i.p. yolla 0,5 TU/kg dozunda uygulanmustir,

2.2. Ratlarda Insiilin Direnci Olusturma Asamasi (HFD ile Besleme)

HFD uygulanan ¢alismalarda en hizli agirlik artisi, ratlar 5 haftalikken baslayip 20
haftalik oluncaya kadar yasandigi icin (Furnes ve ark., 2009) ¢aligmaya 6-8 haftalik
geng ratlarla baglandi. Laboratuara getirilen ratlar 1 hafta standart pelet yemi ile
beslenerek ortama uyum gostermeleri saglandi. 10 rat kontrol grubu olarak
ayrildiktan sonra kalan ratlara HFD uygulanmaya baslandi. HFD verilen ratlarda ilk
haftalarda asir1 terleme goézlendi. Bu nedenle c¢alisma baglangicinda yapilacak
maniiplasyonlar icin ratlarin HFD’e uyum saglamalar1 (terlemenin sona ermesi)
beklendi. Kontrol gurubu ve HFD uygulanan gruptaki ratlarin agirlik degisimleri
haftalik olarak tartilarak kaydedildi.

6 hafta HFD uygulamasi sonunda tiim ratlara insulin tolerans testi (ITT) uygulanarak
insiilin direnci olan ratlar belirlendi. Literatiirde belirtildigi gibi kontrol grubu
ratlarina gore, agirlik artis farki en az % 5 olan, bununla birlikte insiilin direnci
olusan HFD uygulanan ratlar obez olarak kabul edilerek (Fam ve ark., 2007), STZ

enjeksiyonu ile tip 2 diyabet modeli olusturma asamasina geg¢ildi.
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2.3. On Calisma: Sitagliptin Etkin Dozunun Belirlenmesi

6 hafta HFD verilen ratlardan rastgele segilen 10’u sitagliptin etkin dozunun
belirlenmesi igin kullanmldi. On calisma igin ayrilan ratlara, bir sonraki baslikta
belirtilen tip 2 diyabet modeli protokolii dnceden uygulanarak ratlarda tip 2 diyabet

olugmasi saglandi.

Deneysel tip 2 diyabet olusturularak sitagliptin tedavisinin gavajla yapildig
caligmalarda etkili olan ve yaygin olarak kullanilan 10 mg/kg ve 20 mg/kg sitagliptin
dozlar1 (D’Amico ve ark., 2010), o6n c¢aligmada kullanilarak, deney siiresince

uygulamasi yapilacak sitagliptin dozu belirlendi.

Tip 2 diyabet olusturulmus ratlardan 10 rat, standart pelet yemi ile beslenen kontrol
grubu ratlardan ise 5 rat ayrilarak doz calismalarinda kullanildi. Tip 2 diyabet
Olusturulmus ratlardan 5’ine 10 mg/kg sitagliptin, kalan 5’ine ise 20 mg/kg
sitagliptin gavajla verildi.

10 giin siiren uygulama sonunda ratlar 12 saat a¢ birakilarak plazma glukoz
diizeylerine bakildi. Yapilan 6l¢iimler birbirleri ile kiyaslandiginda plazma glukoz
seviyelerini 10 mg/kg sitagliptin dozunun aghkta % 14, toklukta ise % 10 daha iyi

tolere ettigi belirlendi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda ana ¢alismaya gecildi.

2.4. Tip 2 Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Calismanin 8. haftasinda 6n ¢aligmada kullanilmayan obez ratlar 12 saat siireyle a¢
birakildiktan sonra aglik kan glukoz degerleri 6l¢iildii (Accu-Check Go, Bayer).
Ketamin (65 mg/kg) ve ksilazin (7 mg/kg) ile anestezi altina alindiktan sonra
literatiirde de belirtildigi gibi sitrat tamponunda (pH:4.5) ¢oziilen STZ, 30 mg/kg
dozunda birer hafta arayla 2 defa olmak tizere i.p enjeksiyonla verildi. Son

enjeksiyondan bir hafta sonra ratlarin plazma glukoz diizeylerine bakilarak, plazma



46

glukoz seviyeleri 300 mg/dl ve iizerinde olan ratlarda tip 2 diyabet olustugu kabul
edildi. Glukoz diizeyleri 300 mg/dl’nin altinda olan 3 rata 3. kez 30 mg/kg dozunda
STZ enjeksiyonu yapilarak tip 2 diyabet olusmasi saglandi1 (Zhang ve ark., 2008).
Tip 2 diyabet modeli olusturulan ratlar ¢alismanin bundan sonraki tedavi asamasi

icin gruplara ayrildu.

2.5. Arastirma Gruplar1 Plam

Ratlar her grupta 10 adet olacak sekilde toplam 5 gruba rastgele dagitildi. Kontrol

grubu ile birlikte, tip 2 diyabet modeli olusturulan ratlarin bulundugu 5 grup

Tablo 2.4’te gosterildigi gibi olusturuldu.

Tablo 2.4. Calisma gruplari

Gruplar Yapilan Uygulamalar

Kontrol grubu

Calisma siiresince standart yemle beslenen saglikli

(KONT) ratlardan meydana getirildi.

Yagh diyet verilen grup Caligma siiresince yagli diyetle beslenen ratlardan
(HFD) olusturuldu.

Diyabet kontrol grubu Calisma siiresince yagh diyetle beslenen ratlarda
(DYB-KONT) tip 2 diyabet modeli olusturuldu.

Diyabet tedavi grubu Calisma stiresince yagli diyetle beslenen ve tip 2
(DYB-SIT) diyabet modeli olusturulan ratlara 12 hafta siireyle

sitagliptin tedavisi uygulandi.

Yagh diyet verilen tedavi grubu
(HFD-SIT)

Calisma siiresince yagli diyet uygulanan ratlara 12

hafta siireyle sitagliptin verildi.

2.6. Ana Calisma: Sitagliptin Uygulamalar:

Tedavi gruplarina sitagliptin uygulanmasina c¢alismanin 12. haftasinda baslandu.

Sitagliptin (Januvia, Merck), HFD ile beslenerek obezite olusturulan 10 adet rata
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(HFD-SIT grubu) ve tip 2 diyabet olusturulan 10 rata (DYB-SIT grubu), &én
calismada belirlenen 10 mg/kg dozunda, saf su igerisinde ¢oziilerek, giinliik olarak
gavajla verildi. Tip 2 diyabetin olusumunda postprandiyal hipergliseminin etkinligi
diisiintilerek gavaj uygulamalari, ratlara yemleri verilirken aksam saatlerinde (5-6
aras1) yapildi. Ratlara yapilan gavaj uygulamalari 12 hafta siiresince her giin

tekrarlandi.

2.7. Canh Agirlik ve Achk Kan Glukozu Olciimleri

Deney hayvanlar1 laboratuara getirildikten sonra haftada bir ratlarin canli agirliklari,
Sitagliptin uygulanmaya bagladig1 andan itibaren ise 4 haftada bir ratlarin aglik kan
glukozu dlgiimleri yapildi. Olgiimler dncesinde bir gece boyunca ag birakilan ratlarin
canli agirliklari elektronik terazi ile 6l¢iildii ve sonrasinda kuyruk venasindan alinan

1 damla kan ile glukoz 6l¢iimleri Accu Check Go cihazi yardimiyla yapildi.

2.8. Calismanin Sonlandirilmasi

12 haftalik sitagliptin uygulamasi sonunda (¢alismanin 24. haftasi), ketamin ve
ksilazin ile anestezi altina alinan ratlardan kalp i¢i kan ornekleri ile pankreas ve
karaciger doku Ornekleri alinarak biyokimyasal ve molekiiler analizler igin

hazirlandi.

2.9. Biyokimyasal Analizler

HbAlc tam kanda; insiilin, AST, ALT, ve LDH o6l¢iimleri ise elde edilen plazma
orneklerinde; TAS ve TOS diizeyleri dl¢limleri ise hem plazma hem de pankreas
dokusunda yapilmis olup, karaciger enzim aktivitelerinin dl¢iimiinde AKU Ahmet
Necdet Sezer Arastirma ve Uygulama Hastanesi Biyokimya Laboratuarinda bulunan

Roche Cobas C501 otoanalizorii kullanilmistir.
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2.9.1. insiilin Tolerans Testi (ITT)

Insiilin tolerans testi uygulamasi sirasinda ratlarin midelerinde bulunan besinlerden
kaynaklanabilecek plazma insiilin ve glukoz diizeylerindeki farkliliklart minumuma
indirmek icin ratlar 2 saat Oncesinden ag¢ birakildi. Sonrasinda 0,5 U/kg dozunda
instilin, deri altina enjekte edildi (Durham ve Truett, 2006). 0, 15, 30 ve 60.

dakikalarda plazma glukoz seviyeleri dlgiildii.

2.9.2. Kanda HbAlc Diizeylerinin Ol¢iimii

HbAlc olgiimleri AKU Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi Biyokimya
Laboratuarinda bulunan HPLC cihazi kullanilarak yapildi.

2.9.3. Plazma Insiilin Ol¢iimii

Insiilin diizeyleri ratlarin kan plazmas1 drneklerinde ELISA ydntemiyle spesifik
kitlerle (Millipore) 6lgiildi.

2.9.4. Oksidan-Antioksidan Seviyelerinin Ol¢iimleri

Calisma sonunda ratlardan alinan plazma ve pankreas dokusu orneklerinde total
oksidan ve antioksidan statii olglimleri spektrofotometrik yontemlerle yapilmistir.

Karacigerde ise enzimatik antioksidanlardan CAT, SOD ve GPx’in ekspresyon

diizeyleri ile NFKB ve iNOS genlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Truett%20GE%22%5BAuthor%5D
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2.9.4.1. Kan Plazmasinin Hazirlanmasi

Heparinli tiipler icerisine alinan kan drnekleri +4 °C’de 3000 x g’de santrifiij edilerek
plazma ve sekilli elemanlar ayrildiktan sonra plazma yeni bir tiipe aktarilmistir.
Ayrilan plazma 6rnekleri porsiyonlara ayrilarak laboratuar analizleri i¢in -20 °C’de

muhafaza edilmistir.

2.9.4.2. Plazma Total Antioksidan Statii (TAS) Analizi

Olgiim Erel’in (2004) gelistirdigi metoda gore, numune ve ayiraglar karistirildiktan
5 dakika sonra spektrofotometrede kinetik okuma yapilarak gergeklestirildi. Metot,
numunede bulunan antioksidanlarin, kullanilan ayiraglardaki koyu yesil renkli
ABTS" (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik ~ asit) radikal Kkatyonunu
indirgeyerek ABTS molekiiliine doniistiirmesi esasina dayanmaktadir. Numunede
bulunan antioksidan miktarina bagli olarak degisebilen, ABTS" radikalinin ABTS’ye
indirgenme orani attik¢a, koyu yesil olan renk agilmaya, beyazlamaya baslamakta;
spektrofotometrede 660 nm’de okunan absorbans degerlerinin degisimi numunede
bulunan total antioksidan diizeyleri ile iliskilendirilmektedir. Ol¢iim genelde TAS
analizlerinde kullanilan, bir vitamin E analogu olan ve Trolox Equivalent olarak
adlandirilan standart antioksidan soliisyonu kullanilarak kalibre edilmekte, dlciilen

TAS diizeyleri mmol Trolox Equivalent/L olarak okunmaktadir.

2.9.4.3. Plazma Total Oksidan Statii (TOS) Analizi

Olgiim yine Erel’in (2005) gelistirdigi metoda gore, numune ve ayiraglar
karstirildiktan 3-4 dakika sonra spektrofotometrede end-point okuma yapilarak
gerceklestirildi. Metot, numunede bulunan oksidanlarin analizde kullanilan ayiractaki
ferrous (Fe™) iyon komplekslerini ferrik (Fe*) forma okside ederek doniistiirme
esasima dayanmaktadir. Oksidasyon reaksiyonu sonucu miktari artan ferrik iyonlar,

reaksiyonun asidik ortaminda bulunan kromojen ile renkli bir kompleks
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olusturmaktadir. Olusan rengin yogunlugu numunede bulunan oksidan maddelerin
toplam miktarina bagli olarak degismektedir. Bu degisimler spektrofotometrede 560
nm’de okuma yapilarak belirlenmektedir. TOS analizi hidrojenperoksit (H,O,) ile
kalibre edilir ve sonuglar hidrojenperoksit equivalent litre (umol H,O, Equiv./L)
olarak ifade edilmektedir.

2.9.4.4. Pankreas Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi1 ve Homojenatlarda

TAS ile TOS analizlerinin Yapilmasi

Yaklasik 0,5 g alinan pankreas dokusu homojenizatore alinarak iizerine proteaz
inhibitorii igceren PBS (pH:7,4) soliisyonundan 5 ml eklendi ve homojenize edildi.
Deneyin biitiin  asamalarinda soguk zincirin saglanmasma dikkat edildi.
Homojenatlar 15000 x g, +4 °C’de 20 dakika santrifiij edildi ve elde edilen
stipernatantlarda TAS ve TOS analizleri yukarida bahsedilen metotlarla dl¢iildii.

2.9.4.5. Doku Homojenatlarinda Total Protein Analizi

Proteaz inhibitor kokteyli kullanilarak teflon havanda homojenize edilen doku
homojenatlar siteril distile su ile iki kat diliie edildikten sonra total protein analizleri
yapilmak tizere kullanilmistir. ELISA plagi kuyucuklarina 5 pl sulandirilmis doku
homojenati iizerine 100 pul Coomassie Brillant Blue reaktifi eklendikten sonra 630
nm dalga boyunda Trinity Biotech ELISA Reader cihazi kullanilarak total protein
analizleri spektrofotometrik dl¢iim ile gerceklestirilmistir (Sen, 2010). Elde edilen

veriler iki kat sulandirma katsayisi oraninca diizeltmeye tabi tutulmustur.
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2.10. Beta Hiicre Fonksiyonunun Degerlendirilmesi (HOMA - = Homeostasis
Model Assesment Beta Cell Function)

Calisma sonunda belirlenen aglik aclik kan glukozu ve insiilin seviyeleri kullanilarak
Matthews ve ark. (1985)’nin belirttigi sekilde asagida verilen formiil kullanilarak
HOMA-f indeksi degerleri hesaplanmustir.

HOMA-B = [20 x aclik insiilin seviyesi (mU/I)] / [ aglik glukoz seviyesi (mmol/L)-3.5]

2.11. Insiilin Direncinin Degerlendirilmesi (HOMA-IR = Homeostasis Model
Assesment Insiilin Resistans)

Insiilin direnci indeksi (HOMA-IR), calisma sonunda belirlenen aclik plazma glukoz
ve insiilin seviyeleri kullanilarak Matthews ve ark. (1985)’nin belirttigi ve asagida

verilen formiile gore hesaplanmuistir.

HOMA-IR =[ Aclik insiilin seviyesi ( mU/]) x aclik glukoz seviyesi (mmol/L)] /22.5

2.12. Oksidatif Stres indeksinin (OSI) Hesaplanmasi

TAS ve TOS odlgtimleri yapildiktan sonra, oksidan ve antioksidan dengeye iliskin
daha net yorum yapilmasina olanak veren oksidatif stres indeksi (OSI) kit (rel assay

diagnostics) katologunda belirtilen asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

OSI = [(TOS, umol/L)/ (TAS, (mmolTroloxEquiv/L) x 100]
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2.13. Molekiiler Analizler

2.13.1. RNA lzolasyonu

Reverz Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile yapilan
SOD, CAT, GPx, iNOS ve NFkB gen ekspresyon analizleri i¢in kullanilacak olan
total RNA hazir ticari kit (Norgen Biotek) kullanarak izole edildi.

Bunun i¢in karaciger dokusundan 10 mg alindi ve sivi azot igiresinde dondurulurak
bir havan igerisinde ezildi. Ezilen donmus dokunun erimesine izin verilmeden
tizerine 600 pl lizis buffer (RNA izolasyon reaktifi) konuldu ve kit kilavuzunda
belirtildigi gibi 14000 x g’de santifiiriijlenerek siipernatant ayr1 bir tiipe aktarildi.
Sonrasinda siipernatant miktar1 kadar % 70’lik etanol eklenerek vortekslendi. Bu
sekilde hazirlanan ve igerisinde RNA bulunan ¢ozelti, toplama tliplerine monte
edilen kolonlara aktarildi. Santifiiriijle kolonlardan gecirilen lizatin toplama tiipiinde
kalan kisimlar1 dokiildii. Lizatin icerisinde bulunan ve kolondaki re¢ineye baglanan
RNA’y1 daha saf elde edebilmek amaciyla kolon yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.
En son kolondan eliisyon ¢ozeltisi gegirilerek RNA saf olarak elde edildi.

Elde edilen RNA’larin miktar1 ve safligi nanodropta (ND 1000) optic dansitelerinden
hareketle (ODaso280) belirlendi. RNA izolasyonu isleminin tiim asamalar1 buz

tizerinde gergeklestirildi. OD2gopgo orani 1.7 ve iizerinde olan RNA’lar ¢alismada

kullanildi.

RNA’lar kullanilabilir formda olup olmadiginin belirlenmesi i¢in % 1’lik agaroz
jelde yiiriitiildii ve spesifik 18S ve 28S bantlar1 goriildiikten sonra cDNA sentezine
gecildi.
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2.13.2. cDNA Sentezi ve Real Time QRT-PCR Calismalar:

PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilmak {izere her bir 6rnege ait RNA’dan 1 pg
aliarak once reverz transkriptaz (RT) ile komplementari DNA (cDNA) sentezi
yapildi. Ticari cDNA sentez kiti (fermantes) kullanilarak sentez edilen her bir 6rnege

ait cDNA’den 1 pl alinarak RT-PCR analizlerinde kullanildi.

PCR tiiplerine Sybr Green PCR Master Mix ve primer ¢ifti (oligoniikleotid)
protokollere uygun miktarlarda eklendi. Primerler her bir transkripsiyon analizi i¢in
spesifik olup, daha Onceki ¢alismalar referans alinarak belirlenen baz dizgelerinin
sentezi yaptirilarak (metebion) elde edilmistir. Calismada kullanilan ve Tablo 2.4’te
gosterilen primerlerden her bir reaksiyonda yaklasik 100 ng (2,5-3 pl) diizeyinde
kullanilmistir. Denatiirasyon, primer yapigsmasi ve zincir uzatma olmak iizere li¢
basamaktan olusan amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon
egrilerine ait dongi esigi (Ct) degerlerinden hareketle, hedef genlerin mRNA

ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimleri 2““' metodu ile hesaplandi (Pfaffl, 2001).

Bu hesaplamada;

AACt = (Cthedef gen — c:tGAPDH)denek grubu — (Cthedef gen — CtGAPDH)kontroI grubu

formiilii uygulanarak hesaplanan deger, her bir gen igin 2*°' formiiliinde yerine
konularak mRNA ekspresyon diizeyi, misli olarak azalma ya da artis seklinde
belirlendi. Endojen kontrol olarak GAPDH (glukoz 6-fosfat dehidrogenaz) geni
kullanildi ve her bir 6rnege ait GAPDH gen diizeyine gore diger genlerin ekspresyon

diizeylerinde diizeltme (normalizasyon) uygulandi.
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Primer Oligo Sekansi Baz Yararlanilan
Sayisi Literatiir
CAT F-5"GGCAGCTATGTGAGAGCC-3’ 18 Cederberg ve
R-5"CTGACGTCCACCCTGACT-3’ 18 ark, (2000)
GPx F-5'CTCTCCGCGGCACAGT-3’ 19 Cederberg ve
R-5'CCACCACCGGGTCGGACATAC-3’ 21 ark, (2000)
SOD F-5'GTTCCGAGGCCGCCGCGCGT-3’ 20 Cederberg ve
R-5"GTCCCCATATTGATGGAC-3’ 18 ark, (2000)
NFkB F-5"TCCCCAAGCCAGCACCCCAGC-3’ 21 Zhang ve ark,
R-5"GGCCCCCAAGTCTTCATCAGC-3’ 21 (2007)
iNOS F-5"GGCAGACTGGATTTGGCTGGTC-3" 22 Farghali ve ark,
R-5'AGGTGTTCCCCAGGTAGGTAGC-3’ 22| (2002)
GAPDH F-5"CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3’ 23 (Fermentas
R-5"GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3’ 22 RevertAid cDNA
kiti katalogu)

2.14. istatiksel Analizler

Elde edilen bulgularin istatistik hesaplamalari, SPSS 15.0 paket programi kullanilarak

yapilmig, ¢aligmada elde edilen veriler "ortalama + standart sapma" olarak ifade

edilmigtir (X + SD). Gruplara Oncelikli olarak normalite testi uygulanmis, tiim

verilerin normal dagilimli olduklar: tespit edilmistir. Bu baglamda normal dagiliml

olduklar1 anlasilan verilere parametrik testlerden varyans analizi (ANOVA) ve

DUNCAN testi uygulanarak istatistiksel iliski belirlenmistir. Istatistiki anlamlilik icin

p <0.05 kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Materyal metot boliimiinde belirtilen yontemlerle deneysel tip 2 diyabet modeli
basariyla olusturulmus, sonrasinda belirtilen tedavi protokolleri uygulanmustir.
Caligmanin sonlandirilmasiyla deney hayvanlarindan elde edilen plazma ve
dokularda laboratuar analizleri yapilmis ve sonuglarin istatistiki analizleri

gergeklestirilmistir. Calismadan elde edilen bulgular asagida 6zetlenmistir.

3.1. Ratlarin Canh Agirhik Sonuclari

Deney hayvanlarinin laboratuar sartlarina uyumu saglandiktan sonra periyodik olarak
her hafta  agirliklart Olgiilmistiir. Fakat istatistiki analizlerin daha kolay
yapilabilmesi ig¢in, ratlarin dorder haftalik periyotlardaki tarttim sonuglari
kullanilmistir. Calisma stiresince ratlara ait agirlik degisimleri ve istatistiki analizleri

Tablo 3.1.’de sunulmustur.

Calismanin baslangicinda rastgele olusturulan gruplarda bulunan ratlarin ortalama
agirliklart kiyaslandiginda kontrol grubu ile diyabet-kontrol (DYB-KONT) grubu
arasinda istatistiki anlamda bir fark olustugu goriildii. Kontrol grubunda bulunan
ratlar en agir grubu olustururken, DYB-KONT grubu ratlarinin ise en hafif ratlardan

olustugu goriildii.

Kontrol grubu digindaki dort grubun yiiksek enerjili yagh diyetle (HFD) beslenmesi
sonucunda, en agir grup olan kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki fark
kapanmis, bu nedenle ilk 8 hafta boyunca deney gruplari arasinda agirliklari

bakimindan istatistiki bir farkin olusmadig1 goriilmiistiir.
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Tablo 3.1. Ratlara ait canli agirlik degerleri
Ratlarin Haftalk Agirhik (g) Olgciim Zamanlan
0. 4. 8. 12. 16. 20. 24,

Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta
KONT | 164+6° [173+6 [226+7 |235+ 5% |256+8°% 281+10%° [ 301 +11°
HFD 150+7%° [207+6 [248+13 [294+12° [324+13° [349+10° | 384+14°
DYB 139 + 4° 206+16 | 225+ 11 | 244+13% [ 262+1323P [ 266+12% | 282+ 138
KONT
DYB 150+4%° [ 190+7 [225+7 [240+8% [251+10% [268+12% |[282+14%
SiT
HFD 151+7%° [ 195+£10 [ 232+9 [276+11° [294+14"°[306+7" 323+ 16%
SiT

a0 Aymi siitunda farkl iistlii ifadeleri tastyan ortalamalar arasindaki fark isatistiksel olarak onemlidir
(p<0.05).

Calismanin 12. haftasina gelindiginde kontrol ve diyabet gruplari (DYB-KONT ve
DYB-SIT) arasinda fark olusmaz iken, bu gruplarla HFD ve HFD-SIT gruplar
arasinda istatistiki anlam tasiyan bir fark olustugu goriilmiistir. HFD ve HFD-SIT

gruplar1 arasinda ise istatistiki agidan bir fark bulunamamustir.

16. haftada da kontrol ve diyabet gruplar1 arasinda fark olusmaz iken, HFD grubu
ratlarm agirliklarmin kontrol, DYB-KONT ve DYB-SIT gruplarindan farkli ve fazla
oldugu, HFD grubu ile HFD-SIT grubu arasinda ve HFD-SIT ile DYB-KONT grubu

arasinda istatistiki anlam tasiyan bir farkin olusmadig: anlagilmistir.

Deney gruplarinin 20. hafta agirlik 6l¢iim degerleri analiz edildiginde kontrol, DYB-
Kontrol ile DYB-SIT gruplari arasinda ve kontrol ile HFD-SIT gruplari arasinda
istatistiksel acidan bir fark olusmadig belirlenmistir. HFD-SIT grubu ile HFD,
DYB-KONT, DYB-SIT gruplari ile HFD ve HFD-SIT gruplar1 arasinda istatistiki bir
fark olustugu goriilmiistiir. Yine benzer sekilde HFD-SIT grubu verilerinin biitiin
gruplardan farkli oldugu goriiliirken, HFD grubu verilerininse HFD, DYB-KONT ve
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DYB-SIT gruplarindan farkli oldugu saptanmustir.

Calismanin son haftas1 olan 24. haftada ise kontrol, DYB-KONT, DYB-SIT ve
HFD-SIT gruplar arasinda bir fark gézlenmez iken, HFD grubunda bulunan ratlarin
agirliklarinin  diger biitliin gruplardan istatistiki olarak farkli ve fazla oldugu

belirlenmistir.

Deney gruplar arasindaki agirlik artisin1 kiyaslamak amaciyla ¢izilen grafikte (Sekil
3.1), agirlik artis1 bakimindan farkliliklarin olusmasinin 8. Haftadan sonra basladigi
ve en fazla artislarn HFD ve HFD-SIT gruplarinda gézlendigi, diyabet gruplarinda
ise 8. haftada STZ enjeksiyonu sonrasinda agirlik artis miktarlarinda azalma oldugu
goriilmektedir. DYB-KONT grubu ile DYB-SIT grubu verileri karsilastirildiginda

sitagliptin tedavisinin, agirlik artisindaki degisimleri etkilemedigi anlagilmistir.

Agirik (g)
400
375 A
350
325
300
575 — = KONT
/ : == HFD
250
DYB-KONT
225 _
’,// i Y B-SIT
200 : .
- i HFD-5IT
175
150
125
100 T T T T T T 1 Zﬂmﬂﬂ [hﬂﬁﬂ}

0.Gln 4. Hafta 8.Hafta 12.Hafta 16.Hafta 20.Hafta 24.Hafta

Sekil 3.1. Haftalara gore ratlarin canli agirlik degisimleri
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3.2. Calisma Siiresince Belirlenen Kan Glukoz Diizeyleri

Deney hayvanlarinin asamalar1 tamamlandiktan sonra ¢alismanin

uyum
baslangicinda, 8 haftalik standart diyet (kontrol grubuna) ve yiiksek enerjili yagh
diyet (diger gruplara) uygulamasindan sonra ve 12., 16., 20., 24. haftalarda ratlarin
kan gulukoz diizeyleri 6l¢iildii. 12 saat aclik sonrasi elde edilen glukoz diizeyleri ve

istatistiki analiz sonuglar1 asagida belirtilmistir.

Tablo 3.2. Ratlarin aglik kan glukoz diizeyleri

Glukoz (mg/dl)

0. 8. 12. 16. 20. 24,

Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta Hafta

KONT 90+3 [ 92+3°2 89 +3° 88 +3° 88 + 22 91 +£2°2
HFD 93+4 | 11827 [124+4° [123+2% [125+4° |135+4°
DYB - KONT 90+5 | 120+9° [387+11°[301+21° [344+25%330+19¢
DYB -SiT 88+4 [115+7° [402+£21°[355+27°[302+10°[265+12°
HFD - SIT 92+3 [124+3° [123+£4° [120+2% [130+6° |128+3°

a0.¢9. Aym siitunda farkl Gistlii ifadeleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark isatistiksel olarak
onemlidir (p<0.05).

Calisma baslangicinda biitiin gruplarda bulunan ratlarin aglik glukoz seviyeleri
arasinda bir farkin olusmadig1 Tablo 3.2°de goriilmektedir. Kontrol grubu disindaki
diger gruplara 8 haftalik HFD uygulamas1 sonucunda, kontrol grubu ile diger gruplar
arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark olusurken, kontrol grubu haricindeki

gruplar arasinda bir fark olusmadigi belirlenmistir.

STZ enjeksiyonu sonrasindaki haftalarda (12. hafta) yapilan 6l¢imlerde HFD ile
HFD-SIT arasinda, DYB-KONT ile DYB-SIiT gruplari arasinda istatistiki oneme
sahip bir fark saptanamamistir. Kontrol grubu ile diger gruplarin aglik kan glukoz
seviyelerinin farkli oldugu, aralarinda fark saptanamayan HFD ve HFD-SIT ile diger
gruplar arasinda, yine ayni sekilde aralarinda fark saptanamayan diyabet gruplari ile

diger gruplar arasinda istatiksel olarak fark bulunmustur.
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16. hafta glukoz seviyeleri kiyaslandiginda ise KONT, HFD ve HFD-SIT gruplar
arasinda istatistiki bir fark saptanamadigi; DYB-KONT ve DYB-SIT gruplarmin
glukoz seviyeleri karsilastirildiginda ise hem kendi aralarinda, hem de diger gruplarla

istatistiki farklarin varlig1 Tablo 3.2.’de gosterildigi gibi belirlenmistir.

Calismanin 20. ve 24. haftasinda yapilan Sl¢iimlerde ise HFD ve HFD-SIT gruplar
arasinda bir fark olugmadigi (Sekil 3.2), ancak bu iki grup disinda kalan tim
gruplarin aglik kan glukoz degerlerinin, hem bu iki gruptan hem de birbirlerinden
istatistiki olarak farkliliklar olusturdugu (Tablo 3.2) saptanmustir.

Achk Glukoz
Dizeyleri (mg/dl)
450

e /\
350
300
/ \ —.—KDNT
250 -
/ == HFD

200 DYB-KONT
/ i (Y B-SIT
150 E — i HFD-SIT
100 -

— — < >~ +

50

0 T T T T T . Zaman Ehﬂﬁﬂ}
0.Gln 8. Hafta 12 Hafta 16.Hafta 20.Hafta 24 Hafta

Sekil 3.2. Ratlarin aglik kan glukoz diizeyleri

KONT grubu glukoz diizeylerinin ¢alisma siiresince degismedigi; HFD grubunda
calisma ilerledikge artis oldugu, STZ enjeksiyonu ile deneysel tip 2 diyabet
olusturulan ratlarda ise glukoz seviyelerinin 12. haftada zirve yaptigi, 20. hafta
sonrasinda ise dengelendigi goriilmiistiir. Diyabetik ratlarda 12 haftalik sitagliptin

tedavisinin plazma glukoz seviyelerini 402 mg/dI’den 265 mg/dl  diizeyine
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disiirdiigii ol¢tilmiistiir (Sekil 3.2).

3.3. Glukozile Hemoglobin (HbA1c) ve Insiilin Diizeyleri

Ratlardan elde edilen tam kanda HbAlc ve plazma 6rneklerinde insiilin seviyelerine

bakilmistir. Elde edilen veriler Tablo 3.3’te 6zetlenmistir.

Tablo 3.3. Ratlarin HbAlc ve plazma insiilin seviyeleri

HbA1c (%) Insiilin (ng/ml)
KONT 7,36 + 0,66 ° 0,09+03°
HFD 8,70 £0,29° 0,39+0,7°
DYB - KONT 9,16+0,18° 0,16+0,4%"
DYB -SiT 8,32+0,29°%" 0,32+0,1°
HFD - SIT 8,11+£0,33°%" 0,39 £0,07°

&P Ayni siitunda farkl iistlii ifadeleri tastyan ortalamalar arasindaki fark isatistiksel olarak onemlidir
(p<0.05).

HbAlc seviyeleri bakimindan gruplar karsilastirildiginda DYB-SIT ile HFD-SIT
gruplarinin kendi aralarinda ve diger gruplarla aralarinda istatistiki a¢idan herhangi
bir fark olusmadigi belirlenmistir. Benzer sekilde HFD ile DYB-KONT gruplari
arasinda da istatistiki bir fark gézlenmezken, bu iki grup ile KONT grubu arasindaki

fark istatistiki agidan anlamli bulunmustur.

Tablo 3.3’te de goriildiigli lizere gruplar arasi insiilin diizeyleri kiyaslandiginda
KONT grubu ile DYB-KONT grubu arasinda ve kontrol grubu disindaki diger dort
grup arasinda anlamli bir istatistiki fark olusmadigi anlagilmistir. KONT grubu ile
HFD, DYB-SIT ve HFD-SIT gruplar1 arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark
bulunmustur. Insiilin diizeylerinin KONT grubunda en az, HFD gruplarinda ise daha
yiikksek  oldugu goriilmiis, DYB-KONT grubuna gére DYB-SIT grubunda ise

sitagliptinin plazma insiilin diizeylerini artirdig1 belirlenmistir (Sekil 3.3).
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Plazma insiilin (ng/ml)
0.45
0.4
0.35
0.3
0.25

0.2 B insilin (ng/ml)
0.15
0.1
0.05 ':.
0 - T T T T

KOMNT HFD  DOYB— KOMT DYE —SIT  HFD - ST

Sekil 3.3. Ratlara ait plazma insiilin diizeyleri

3.4. Plazma ALT, AST ve LDH Enzim Aktivite Diizeyleri

Ratlarin plazma aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT) ve laktat

dehidrogenaz (LDH) enzim aktiviteleri Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.4. Plazma AST, ALT ve LDH aktivite diizeyleri

AST ALT LDH
KONT 129 £23°P 548+7,8 449 +59,42°
HFD 79+10° 51,4+72 407 +80,1°
DYB - KONT 78+9,6° 559 +43 522+ 133°
DYB -SiT 63+8,7° 56,1 £ 10 433 +£472%°
HFD - SiT 98 +3,1 &P 55,1 +7,2 23711372

&%, Aym siitunda farkli aistlii ifadeleri tastyan ortalamalar arasindaki fark isatistiksel olarak onemlidir
(p<0.05).

Deney gruplarinda ALT diizeyleri arasinda istatistiki oneme sahip herhangi bir fark
saptanamanugtir. AST diizeyleri karsilastirildiginda ise KONT ile HFD-SIT gruplar
arasinda ve KONT grubu disindaki gruplar arasinda istatistiki bir fark olugsmaz iken,
KONT grubuyla HFD, DYB-KONT ve HFD-SIT gruplar: arasinda istatistiki agidan

olusan farkin anlamli oldugu belirlenmistir.
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Gruplar arasinda LDH aktivite diizeyleri kiyaslandiginda DYB-KONT grubu ile
HFD-SIT grubu arasindaki fark istatistiki olarak anlaml1 bulunurken, diger gruplar
arasinda herhangi bir istatistiki fark saptanamamistir. Kisacas1t hem HFD grubu hem
de diyabetik ratlarda sitagliptinin karaciger enzimleri ALT, AST LDH aktivitelerine

herhangi bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir.

3.5. HOMA-B (Pankreatik Beta Hiicre Fonksiyonu) ve HOMA-IR (Insiilin

Direnci) indeksleri

Acglik glukoz ve insiilin diizeyleri kullanilarak hesaplanan pankreatik beta hiicre

fonksiyonu ve insiilin direnci indeksi verileri Tablo 3.5’te sunulmustur.

Tablo 3.5. Beta hiicre fonksiyonu ve insiilin direnci indeksleri

HOMA - B HOMA - IR
KONT 0,021 + 0,009 ? 0,355+0,14°
HFD 0,058 +£0,011° 2,391 +£0,42°
DYB - KONT 0,010 + 0,002 ° 2,250+ 0,56 °
DYB -SIiT 0,026 + 0,008 1,751 £0,65°
HFD - SIT 0,065 +0,013° 2,130 £0,37°

&P Ayni siitunda farkl iistlii ifadeleri tastyan ortalamalar arasindaki fark isatistiksel olarak nemlidir
(p<0.05).

Bu verilere gére KONT, DYB-KONT, DYB-SIT gruplarmin HOMA-B indeksleri
arasinda, benzer sekilde HFD ile HFD-SIT gruplarinin B indeksleri arasinda
istatistiki bir fark bulunamamistir. Fakat HFD ve HFD-SIT gruplari ile diger gruplar

arasindaki istatiksel farkin anlamli oldugu Tablo 3.5’ten anlasilmaktadir.

Insiilin direnci indeksi verilerine gore ise KONT grubu ile diger gruplar arasinda
onemli bir istatistiki farkin olustugu, KONT grubu haricindeki diger gruplar arasinda

ise istatistiki anlamda herhangi bir farkin olusmadigi goriilmektedir.
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3.6. Insiilin Tolerans Testi (ITT)

Insiilin tolerans testi sonucunda aglik kan glukoz seviyelerinde diismenin ¢ok az ya
da hi¢ goriilmemesi insiilin direncinin olustugunu ve diyabet modelinin tip 2
oldugunu ortaya koymaktadir (Woods ve ark., 2003; Zhang ve ark., 2008). ITT
uygulanan bir¢ok c¢aligmada; insiilinin glukoz disiiriicli etkisinin 30. dakikaya kadar
devam ettigi, fakat 30. dakikadan sonra glukoneogenez ve hepatik glikojenolizin
devreye girmesinden Otiirli diisen plazma glukoz seviyelerinde geri doniislerin
basladig1 rapor edilmistir. Bu nedenle insiilinin antihiperglisemik etkinligindeki pik
noktast 30. dakika olarak kabul edilmekte ve ITT i¢in 30. dakika verileri
kullanilmaktadir (Durham ve Truett, 2005). Bu baglamda ITT g¢alismalar1 esnasinda

30. dakika verileri kullanilmistr.

Caligmanin son haftasinda uygulanan ITT sonucunda belirlenen glukoz diizeyleri
Zang ve arkadaslariin (2008) calismalarinda uyguladiklar sekilde (sonucun daha iyi
anlasilabilmesi i¢in) insiilin enjeksiyonu Oncesi baslangic degeri 100 olarak kabul
edilerek glukoz diizeylerindeki degisimlerin donilisiimii yapilmis, sonrasinda

istatistiki analizlerle gruplar arasindaki farkliliklar ortaya konulmaya caligilmustir.

ITT sonucunda elde edilen 15. dakika verileri kiyaslandiginda KONT, HFD, DYB-
KONT, DYB-SIT gruplari arasinda ve DYB-SIT ile HFD-SIT gruplar1 arasinda
istatistiki bir fark olusmadigi saptanmistir. Ancak KONT, HFD, DYB-KONT
gruplar1 ile HFD-SIT gruplar1 arasinda &nemli bir istatistiksel fark olustugu
belirlenmistir. 15. dakika verilerine gore sitagliptin tedavisi uygulanan HFD grubu ve

diyabetik ratlarda insulin direncini diisiirdiigii goriilmiistiir (Tablo 3.6).
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Tablo 3.6. ITT uygulamasi sonucunda glukoz diizeylerinin 15, 30 ve 60. dakikalardaki

durumu

Baslangic 15. dakika 30. dakika 60. dakika
KONT 100 70+ 4° 51+£20¢ 58 +5°
HFD 100 70+ 4P 60+4°¢ 57+£3°P
DYB - KONT 100 71+6° 51 £40°¢ 48 + 620
DYB -SiT 100 58 £3%P 40 +£3° 36+3°
HFD - SIT 100 52442 48 £ 3P 57+6°

&0.¢. Ayni siitunda farkl iistlii ifadeleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark isatistiksel olarak
onemlidir (p<0.05).

30. dakika glukoz diizeyleri incelendiginde ise KONT, DYB-KONT, HFD-SIT
gruplar1 arasinda ve KONT, DYB-KONT, HFD-SIT gruplar1 arasinda ve DYB-SIT
ile HFD-SIT gruplar arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Buna
karsin KONT grubu ile DYB-SIT grubu arasinda, HFD grubu ile DYB-SIT, HFD-
SIT gruplari arasinda, DYB-SIT grubu ile DYB-KONT, HFD, KONT gruplart
arasinda istatiksel diizeyde onemli sayilabilecek bir fark oldugu belirlenmistir.

Sonugta sitagliptinin tedavi gruplarinda insulin direncini diistirdiigii gortilmustiir.

ITT sonuglarmin 60. dakika verileri karsilastirildiginda ise DYB-SIT grubu ile
KONT, HFD, HFD-SIT gruplar1 arasinda fark oldugu ama DYB-SIT grubu ile DYB-
KONT grubu arasinda istatistiki anlamda fark olmadigi belirlenmistir (Tablo 3.6).

ITT testi uygulamas: sonrasinda deney gruplarinda 30. dakikadan sonra glukoz
seviyelerinde geri doniisler yasanmaya basladigi Sekil 3.4’ten de anlasilmaktadir.
Grafikte de goriildiigii gibi sitagliptinin diyabet ve HFD gruplarinda insiilin direncini
diistirdligii boylelikle, insiilinin glukoz diizeylerini daha c¢ok diisiirmesine neden

oldugu anlasilmaktadir.
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Sekil 3.4. ITT uygulamasi sonucunda glukoz diizeylerindeki degisim

3.7. Plazma TAS ve TOS Diizeyleri

Kan plazmasinda oksidan antioksidan dengeyi belirlemek amaciyla yapilan total
antioksidan statii (TAS), total oksidan statii (TOS) analizleri ve oksidatif stres
indeksi (OSI) hesaplamasi sonucunda elde edilen veriler arasinda istatistiki dneme

sahip herhangi bir farka rastlanilamamistir (Tablo 3.7).

Tablo 3.7. Plazma TAS ve TOS diizeyleri

TAS TOS Oksidatif Stres

(umol Trolox (umol H,0, indelfsi

equivalent/ L) equivalent/L) (0SI)
KONT 1,38+ 0,17 3,18+0,74 251 +£52
HFD 1,53+0,14 5,08 £0,52 355+ 71
DYB - KONT 1,74 £ 0,12 4.85+1,12 288+ 71
DYB -SIT 1,51 +0,07 4,50 + 0,84 298 + 58
HFD - SIT 1,58 £ 0,30 5,20+ 0,13 384 +79
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3.8. Pankreas Dokusu TAS ve TOS Diizeyleri

Pankreas dokusu TAS ve TOS diizeyleri ve istatistiki analizleri Tablo 3.8’de

verilmistir.

Tablo 3.8. Pankreas dokusunda TAS ve TOS diizeyleri

TAS TOS Oksidatif Stres
(nmol Trolox (umol H,0, Indeksi
equivalent / L mg equivalent / L mg (0S8
protein) protein)

KONT 1,04 £0,07 *° 0,51 +0,05° 50+7°
HFD 1,36 +0,20 " 2,71+0,31°" 233+70%P
DYB - KONT 1,39+£0,27° 2,53+034° 240 + 88 P °
DYB -SiT 0,55+ 0,042 2,15+£0,19° 404 + 49 °°
HFD - SIT 0,91 +0,80*° 1,18 £ 0,262 125+63°¢

&P Ayni siitunda farkl iistlii ifadeleri tastyan ortalamalar arasindaki fark isatistiksel olarak nemlidir
(p<0.05).

TAS verileri agisindan KONT grubu ile HFD-SIT gruplarmm hem kendi aralarinda
hem de diger gruplarla aralarinda istatistiki olarak bir fark olmadig1 goriilmektedir.
Yine ayni sekilde HFD grubu ile DYB-KONT grubu arasinda da fark olmadigi, buna
karsin DYB-SIT grubu ile HFD, DYB-KONT gruplar1 arasinda istatistiki farkin
onemli oldugu tesbit edilmistir. Bu sonuglardan sitagliptinin tedavi gruplarinda TAS

seviyelerini diislirdiigli anlagilmistir (Sekil 3.5).

Pankreas dokusunda yapilan TOS analizlerinde kontrol ile HFD-SIT gruplar
arasinda ve HFD, DYB-KONT, DYB-SIT gruplar arasinda herhangi istatistiki farkin
olusmadig1 anlagilmaktadir. KONT ve HFD-SIT gruplarmin kendi aralarinda bir fark
olusmamis olmamasina karsin bu iki grupla diger gruplar arasinda fark olustugu
anlasilmaktadir. Kisacas1 sitagliptin tedavisi uygulanan HFD grubunda TOS
diizeyleri diiserken, tedavi uygulanan diyabet grubunda ise TOS diizeylerinin fazla

degismedigi belirlenmistir (Sekil 3.5).
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TAS ve TOS dizeyleri
3
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0 . . . . . Gruplar
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Sekil 3.5. Pankreas dokusu TAS ve TOS diizeyleri

Pankreas dokusu TAS ve TOS sonuglar1 kullamlarak hesaplanan OSI degerleri
karsilastirildiginda, KONT grubu ile HFD grubu arasinda; HFD, DYB-KONT ve
DYB-SIT gruplar arasinda, DYB-KONT, DYB-SIT, HFD-SIT gruplar1 arasinda
fark bulunamamistir. Buna karsin, KONT grubu ile DYB-KONT, DYB-SIT, HFD-
SIT gruplar1 arasinda, HFD-SIT grubu ile KONT ve HFD gruplar1 arasinda istatistiki
acidan Onemli sayilabilecek fark belirlenmistir. Sonug¢ olarak sitagliptin tedavisi
uygulanan HFD grubu ratlarinda OSI diiserken, tedavi uygulanan diyabetik ratlarin

OSI degerlerinde bir fark olusmadig1 goriilmiistiir.

3.9. Molekiiler Analizler

Sitagliptinin oksidan-antioksidan dengeye etkisini belirlemek amaciyla karaciger
dokusunda, antioksidan enzimler (CAT, SOD, GPx), NFkB ve iNOS genlerinin

MRNA ekpresyonlari incelendi.

RT-PCR’da 3 basamakli amplifikasyon isleminden sonra, analizi yapilan genlerin
(GPx, CAT, SOD, NFkB, iNOS) ve kontrol GAPDH geninin elde edilen
amplifikasyon egrilerine ait dongii esigi (Ct) degerleri belirlendi. mRNA ekspresyon
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diizeylerini hesaplamak icin formiilde kullanilan ortalama Ct degerleri Tablo 3.9°da

verilmigtir.

Tablo 3.9 Molekiiler analizi yapilan genlerin Real-time quantitative PCR (RT-PCR) Ct
sonuclari

Ortalama Ct Degerleri
GPx SOD CAT NFkB iINOS GAPDH
KONT 23,87 27,89 23,77 31,33 27,94 25,21
HFD 22,69 24,16 22,33 29,23 26,87 25,15
DYB-KONT 22,53 22,51 20,64 27,11 27,80 24,94
DYB-SIT 18,38 16,18 17,47 28,54 28,98 24,26
SIiT 14,24 14,96 14,57 19,99 23,80 21,94

GPx: glutatyon peroksidaz, SOD: siiperoksit dismutaz, CAT: katalaz, NFkB: Niikleer faktor kapa
beta, iNOS: indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, GAPDH: glukoz-6- fosfat dehidrogenaz

Analizi yapilan genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimleri 24!
metodu ile genlere ait Ct degerleri kullanilarak hesaplandi (Pfaffl, 2001) ve mRNA
ekspresyon diizeyleri, misli olarak azalma (-) ya da artis (+) seklinde belirlendi. HFD
ve DYB gruplarina ait mRNA diizeyleri misli olarak artis veya azalis seklinde
hesaplanirken KONT grubu baz almmis olup, DYB-SIT grubu mRNA
seviyelerindeki degisimler DYB ile, HFD-SIT grubu mRNA diizeyleri ise HFD
grubu ile kiyas yapilarak hesaplanmistir. Misli olarak bulunan ve Tablo 3.10’da
verilen sonuglarda eksi (-) degerler hedef genin baskilandigini, art1 (+) degerler ise

hedef genin uyarildigini ifade etmektedir.

Hesaplanan sonuglar 1s1ginda gruplar arast GPx verileri kiyaslandiginda, KONT
grubuna gére HFD ve DYB-KONT gruplarinin mRNA ekspresyonlariin yaklagik 2
misli baskilandig1 anlasilmaktadir. Diyabet grubuna goére DYB-SIT grubu GPx
mMRNA ekspresyonunun 10,63 misli; HFD grubuna gore ise HFD-SIT grubu GPx
MRNA ekspresyonunun 36,5 misli baskilandigi belirlenmistir (Tablo 3.10).




Tablo 3.10. Molekiiler analizi yapilan genlerin mRNA ekspresyonlarina gére uyartlma (+)

veya baskilanma (-) durumlari
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mRNA ekspresyonlarindaki degisimler (misli olarak)
GPx SOD CAT NFkB INOS
HFD ® -2,17 -12,73 -2,60 -4,29 -2.01
DYB-KONT *? -2,09 -2,13 -7,26 - 15,45 +0.91
DYB-SIT ° -10,63 | -9950 | -562 +4,31 +3,63
HFD-SIT ¢ - 36,50 -63,56 | -23,43 - 67,65 +1,10

mRNA ekspresyon diizyleri, misli olarak azalma (-) ya da artig (+) seklinde belirlendi. Endojen
kontrol olarak GAPDH (glukoz 6-fosfat dehidrogenaz) geni kullanildi ve her bir 6rnege ait GAPDH
gen diizeyine gore diger genlerin ekspresyon diizeylerinde diizeltme (normalizasyon) uygulandi. GPx:
glutatyon peroksidaz, SOD: siiperoksit dismutaz, CAT: katalaz, NFkB: Niikleer faktor kapa beta,
iNOS: indiiklenebilir nitrik oksit sentaz.

#: Kontrol grubuyla karsilastirilds.
®: DYB-KONT ile karsilastirildi.
¢: HFD grubu ile karsilastirilds.

Tablo 3.10’da verilen HFD ve DYB-KONT gruplarina ait SOD mRNA ekspresyon
diizeylerindeki azalis miktarlar1t KONT grubu ile karsilastirildiginda, HFD grubunun
12,73 misli, DYB-KONT grubunun ise 2,13 misli baskilandigi goriilmektedir.
Sitagliptin uygulanan diyabet grubu, DYB-KONT grubuyla kiyaslandiginda tedavi
uygulanan ratlarin mRNA ekspresyonlarinin ¢ok onemli miktarda (995 misli)
baskilandigy, tedavi uygulanan HFD grubunda ise mRNA ekspresyonlarinin 63,56

misli baskilandig1 belirlenmistir.

Kontrol grubuna gore HFD ve DYB-KONT grubu katalaz mRNA ekspresyon
diizeyleri karsilastirildiginda hem HFD grubu mRNA ekperesyonunun (2,60 misli),
hemde DYB-KONT mRNA ekspresyon diizeylerinin (7,26 misli) baskilandigi
belirlenmistir. HFD ve diyabet gruplarina sitagliptin uygulandiginda ise, HFD-SIT
grubu mRNA ekspresyonunun 5,62 misli, DYB-SIT grubu mRNA ekspresyonunun

ise daha da fazla 23,43 misli azaldig1 belirlenmistir.

Aktivasyon mekanizmalarindan biride oksidatif stresin artmasi olarak gosterilen,
NFKB genine ait kontrol grubu verileri ile HFD ve DYB-Kontrol grubu verileri
karsilastirildiginda, kontrol grubuna gére HFD ve DYB-Kontrol gruplar1 ekspresyon
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diizeylerinin sirastyla 4,29 misli ve 15,45 misli baskilandig1 belirlenmistir. Diyabet
grubu verileri ile diyabet-kontrol grubu karsilastirildiginda ise DYB-KONT grubu
mRNA seviyelerinin 4,31 misli uyarildigi, HFD grubu ile HFD-SIT grubu mRNA
diizeyleri kiyaslandiginda ise HFD-SIT grubu mRNA ekspresyonlarinin 67,65 misli

baskilandig1 anlasilmaktadir.

Tablo 3.10°da verilen iNOS’a ait veriler kiyaslanacak olursa kontrol grubuna gore
HFD grubu mRNA ekspresyon diizeylerinin 2,01 misli baskilandigi, diyabet grubu
ekspresyonlarinin ise 0,91 misli uyarildigr anlasilmaktadir. Diyabet grubu ile
diyabet-kontrol grubu kiyaslandiginda, DYB-KONT grubunun 3,63 misli, HFD
grubu ile sitagliptin uygulanan HFD grubu kiyaslandiginda ise HFD-SIT grubu
mRNA ekspresyon diizeylerinin 1,10 misli uyarildig: tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglardan sitagliptin tedavisinin hem HFD grubunda hem de diyabet
grubunda antioksidan enzim (SOD, CAT, GPx) mRNA gen ekspresyonlarini
baskiladig1 belirlenmistir. Bu sonuclara parallel olarak tedavi uygulanan diyabet

grubunda da NFkB ve iNOS mRNA gen ekspresyonlarinin uyarildigi saptanmustir.
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4. TARTISMA

Tip 2 diyabet yayginhig gittik¢e artan, énemli bir saglik sorunudur. Diinya Saglik
Orgiitiiniin verilerine gore, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde tip 2 diyabet giderek
artmakta, hastalik ve komplikasyonlar1 toplum sagliginda 6nemli bir sorun olmaya
devam etmektedir. Son 10 y1l i¢inde ii¢ kat artig gosteren diyabet, Amerika’da 6lim
nedenleri arasinda dordiincii sirada, Avrupa’da ise yirmi yas iistii korliik nedenleri

arasinda birinci sirada yer almaktadir (Kartal ve ark. 2008).

Tip 2 diyabetik hastalarda hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olan insulin direnci ve
insulin salgisindaki goreceli azalma, hem aglik hem de tokluk donemlerinde kan
sekeri degerlerinin yiiksek kalmasina yol a¢maktadir. Kullanilan giincel c¢ogu
antidiyabetik ilacin tokluk kan sekerleri iizerine etkisi sinirli olmaktadir. Bu
calismada hem insulin salgisini iyilestiren, hem de tokluk doneminde kan sekeri
yiiksekligini azaltan (glukagonun salgilanmasin1 baskilayarak), yakin zamanda
kullanima iilkemizde de baslanan DPP-4 enzim inhibitdrii olan sitagliptinin, oksidatif

stres lizerine etkileri agiklanmaya ¢alisilmistir.

Cesitli hastaliklarin patogenezinin anlagilmasi, hastaliktan korunmanin ve tedavi
olanaklarmin incelenebilmesi icin deneysel modellere ihtiya¢ vardir ve deney
hayvanlartyla yapilan bu modeller arastirmalarda oldukca yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Sunulan bu ¢alismada da sitagliptinin tip 2 diyabet hastaliginda
oksidan-antioksidan denge fiizerine etkisi arastirilirken deney hayvanlar1 (rat)
kullanilarak, deneysel tip 2 diyabet olusturulmustur. Deney hayvanlarinda deneysel
diyabet kimyasal ajanlarla veya viriisler yardimiyla yapilabilmektedir. Deney
hayvanlarinda bu amagla streptozotosin (STZ) ve alloksan, kimyasal ajan olarak

kullanilmaktadir (Ontiirk ve Ozbek, 2007).
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Sunulan ¢alismada diyabetojenik ajan olarak STZ kullanilmistir. Deneysel diyabet
modellerinde insanlardakine benzer diyabet olusturmak icin kullanilan N-nitroso
tiirevi D-glukozamin yapisindaki STZ’nin, oksidan maddeler meydana getirerek
Langerhans adaciklarini selektif olarak tahrip ettigi ve uygun olmayan NO cevaplari
vererek diyabeti baslattigi diisiiniilmektedir (Davidoff ve Rodgers, 1990; Das ve
Chainy, 2001; Altan ve ark, 2006).

STZ, insulin salgilayan beta hiicrelerine olan toksik etkisi nedeniyle tip 1 diyabet i¢in
deneysel diyabet modellerinde sik¢a kullanilmaktadir. Tip 2 diyabet ise deney
hayvanlarinda hastaligin fizyopatolojisi taklit edildikten sonra STZ enjeksiyonuyla
olusturulabilmektedir. Bu amagla deney hayvanlarina yiiksek doz siikroz, fruktoz

veya doymus yag igeren diyetler verilerek insulin direnci olusturulmaktadir (Vardi ve

ark, 2003).

Sunulan bu c¢alismada da tip 2 diyabet olusturmak i¢in STZ enjeksiyonu yapilmadan
once tip 2 diyabetin fizyopatolojisi taklit edilmeye c¢alisilmis, baska bir ifade ile
doymus yag iceren ve hazirlanisi calismanin metaryal-metot kisminda verilen yiiksek
enerjili diyetle insiilin direnci olusturulmaya calisilmistir. Ciinkii tip 2 diyabet
previlansinin en yiiksek oldugu populasyon obezler oldugu i¢in, son yillarda doymus
yaglar kullanilarak olusturulan yiiksek yag icerikli diyetlerin (HFD), insiilin
direncinin gelistirilmesi amaciyla deneysel diyabet modellerinde daha ¢ok
kullanilmaya baglandig1 belirtilmektedir. HFD ile beslenen deney hayvanlarinda 2.
haftadan itibaren agirlik artiglarinin fazlalagsmaya basladigy, ilerleyen donemlerde ise
plazma insulin ve leptin diizeylerinde 6nemli oranlarda artiglar oldugu bdoylelikle
hiperinsiilinemi, hiperlipidemiye bagli olarak insulin direnci olustugu ifade

edilmektedir (Lauterio ve ark, 1994; Woods ve ark, 2003; Karasawa ve ark, 2009)

Ratlarda yiiksek enerjili diyetin neden oldugu obezitenin arastirildig: bir ¢alismada,
tc farkli grup (yliksek enerjili diyet uygulanan grup; HFD, diisiik enerjili diyet
uygulanan grup; LFD, Normal yagsiz diet uygulanan grup; ND) olusturuldugu ve

olusturulan diyetlerin gruplara 10 hafta siireyle uygulandigi; gruplar arasindaki
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agirlik artiglarindaki farkliliklarin deneyin 2. haftasinda baglayip, 10. haftasina kadar
artarak devam ettigi, calisma sonunda HFD uygulanan ratlarda LFD uygulanan gruba
gore % 10, ND uygulanan gruba gore ise % 20 daha fazla agirlik artis1 gozlendigi
ifade edilmistir. Bununla birlikte HFD uygulanan ratlarda LFD uygulanan ratlara
gore viicut yag oraninin % 30-45 daha fazla arttig1, viicut yag oranindaki bu artisla
birlikte insiilin seviyelerindeki artisin korelasyon gosterdigi ve ratlarda insiilin

direnci olustugu ifade edilmistir (Wood ve ark, 2003).

Diyete bagli obezite gelistirilen ratlarda, enerji dengesi ve leptin duyarliliginin
arastirildigr bir ¢alismada yag oran1 % 60 olan HEFD kullanildigi, 5 hafta sonunda
HFD ile beslenen ratlarda % 5 daha fazla agirlik artis1 oldugu ifade edilmektedir
(Fam ve ark., 2007). Metabolik enerji diizeyi 5240 cal/kg olan ve % 60 yag igeren
HFD’in kullanildig1, geng ratlarda HFD ile obezite gelisiminin incelendigi baska bir
calismaya ise 3 haftalik ratlarla baslandigi, kontrol grubuna gére HFD verilen
ratlarda viicut yag kompozisyonu, viicut agirligi gibi ge¢ goriilen obezite
markirlarinin deneyin 6. haftasinda goriilmeye baslandigi rapor edilmekte, ratlardaki
en hizli agirlik artisinin 5-20 hafta/yas arasinda oldugu belirtilmektedir (Furnes ve
ark, 2009). Yapilan bu calismada da, STZ enjeksiyonu Oncesinde ratlarda obezite
olusturulmasi planlandig: i¢in, ¢alismanin yukarida belirtildigi gibi, ratlarin gelisim
donemleri icerisinde (5-20 hafta/yas) yapilmasina 6nem verilmistir. Bu amagla

calismaya 6-8 haftalik olan, hizli agirlik artis1 saglanabilecek ratlarla baglanmistir.

Hibrit BDF1 farelerinde HFD uygulanmasi sonucu obeziteye bagli tip 2 diyabet
modeli olusturmak amaciyla Karasawa ve arkadaslarinin (2009) yaptiklar1 ¢alismada,
kontrol grubuna normal pelet rat yemi, HFD grubuna ise rat peletlerinin toz haline
getirilip, igerisine domuz yag1 ilavesi yapilarak hazirlanmis ve igerigi % 52.1 yag,
% 35 karbonhidrat, % 12.6 protein, enerji diizeyi 4900 cal/kg olan yem verildigi
belirtilmektedir. Benzer sekilde bu tez calismasinda da deney hayvanlarina yag
igerigi % 57,3 ve enerji diizeyi 4930 kcal/kg olan bir diyet uygulanmistir. Tez
caligmasinin baglangicinda kontrol grubu ratlarinin agirliklart daha fazla olsa da
zamanla bu fark ortadan kalkmis ve HFD diyeti uygulanan ratlar lehine olmaya

baglamistir. Nitekim sunulan g¢alismanin 12. haftasinda HFD gruplar ile diger
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gruplar arasinda viicut agirhigr farkliliklarinin olusmaya basladigi gortilmiistiir (Tablo

3.1).

Karasawa ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan ve yukarida da bahsedilen
aragtirmada, HFD ile beslenen ratlarda kontrol grubuna goére agirlik degisimi
acisindan 4. haftadan itibaren istatistiki agidan anlamli farkliliklarin olugmaya
basladig1 ve bu farkin calismanin sonuna kadar artarak devam ettigi, obezitenin
gelismesiyle diyabetik bulgularin ortaya ¢ikmaya basladigi ifade edilmektedir. HFD
ile beslemenin 14. haftasinda, yani ¢alismanin sonunda HFD grubu ratlarda kontrol
grubuna gore plazma insiilin seviyelerinin (6 kat) arttigi ve insiilin direncinin
olustugu, plazma glukoz seviyelerinin ise kontrol grubunda 179 mg/dl iken HFD
grubunda ortalama 335 mg/dl oldugu ve HFD grubundaki farelerin % 69’unun
plazma glukoz seviyelerinin 300 mg/dl seviyelerini asarak hiperglisemik hale

geldikleri ifade edilmektedir (Karasawa ve ark., 2009).

Sunulan ¢alismada ise kontrol grubu ratlarinda aglik glukoz seviyeleri 24 hafta
boyunca 88-92 mg/dl diizeylerinde olglilmiis olup, HFD glukoz diizeyleriyse
baslangicta 93 mg/dl iken ¢alisma siiresince artig gostermis ve ¢alisma sonunda 135
mg/dl olarak Olgiilmiistiir. Benzer sekilde 3-4 aylik ortalama kan glukozu diizeyleri
hakkinda bilgi veren HbAlc seviyeleri karsilagtirildiginda KONT grubu HbA;.
degerleri 7,36 bulunurken, HFD grubunun HbAlc degerinin (8,70) aglik glukoz
diizeylerine paralel bir sekilde yiiksek ¢iktigi anlagilmaktadir. KONT grubu insiilin
diizeyi (0,09 ng/ml) ile HFD grubu verileri (0,39 ng/ml) karsilastirildiginda ise HFD
grubu insiilin diizeylerinin yaklasik dort kat fazla oldugu belirlenmistir. Elde edilen
bu bulgular literatiir bilgilerini destekler niteliktedir. Nitekim diyete bagli obezite
gelistirilen bagka bir calismada da benzer sonuclar elde edilmistir. Kim ve Park’in
yaptiklar1 s6z konusu ¢alismada (2008), HFD uygulanan ratlarda agirlik artis1 kontrol
grubuna gore daha fazla gozlenirken, ayn1 zamanda HFD ile beslenen ratlarin serum
glukoz (% 22) ve insiilin (% 214) seviyelerinin artis gosterdigi belirtilmektedir.
Yapilan bu ve buna benzer bir¢cok calisma gostermektedir ki, HFD ile beslenen
ratlarda kontrol grubuna gore agirlik artislarindaki farkliliklarin 2. haftadan itibaren

baslamadig1 (Lauterio ve ark, 1994; Wood ve ark 2003), sonraki haftalarda ise
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insiilin seviyelerinin artmasiyla, obeziteye bagli olarak insiilin direncinin gelistigi

ifade edilmektedir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda ise HFD grubu insiilin diizeylerinin kontrol grubuna
gore % 433 daha fazla, HFD glukoz diizeylerinin ise KONT grubuna goére % 45 daha
fazla oldugu anlasilmaktadir. Bununla birlikte aglik glukoz ve insiilin diizeylerinin
kullanilmasi ile saptanan insiilin direnci indeksi (HOMA IR) ve insiilin tolerans testi
(ITT) sonuglar1 incelenecek olursa, HFD uygulanan ratlarda insiilin direncinin
basartyla olusturuldugu anlasilabilecektir. Kontrol grubuna ait HOMA-IR indeks
degeri 0,355 iken, HFD grubuna ait indeks degeri (2,391) yaklasik 6.7 kat daha
fazladir. Benzer sekilde gruplar arasinda ITT uygulamasi sonrast 30. dakika glukoz
diisiis miktarlar1 karsilagtirildiginda HFD grubunda diisiisiin (60 mg/dl) en az olmasi

da calismada insiilin direncinin olustugunun bir gostergesidir.

Ayrica sunulan calismaya ait agirlik degisimleri ele alindiginda; baslangica gore
kontrol grubu agirlik degisimi % 183, HFD grubunun agirlik degisimi % 256, DYB-
KONT grubunun agirlik degisimi % 202, DYB-SIT grubunun agirlik degisimi % 188
ve HFD-SIT grubunun agirhik artist % 214 olarak gergeklestigi goriilmektedir.
Caligmanin 24. haftasina ait agirlik verileri incelendiginde (Tablo 3.1) ise, HFD
grubunda gozlenen agirlik artisinin diger gruplarin tamamindan daha fazla ve
istatiksel anlamda farkli oldugu anlasilmaktadir. Bununla birlikte yukarida
belirtildigi gibi, calismada kullanilan kontrol grubu ratlarla HFD grubu ratlarin
insiilin diizeyleri (Tablo 3.3) ve insiilin direnci verileri (Tablo 3.5 ve Tablo 3.6)
incelenirse, tez calismasinda kullanilan ratlarda literatiir bilgileri dahilinde olmasi

beklenen obezitenin olustugu anlasilmaktadir.

Insiilin direncinin yaninda tip 2 diyabetin diger énemli karekteristik 6zelligi beta
hiicre disfonksiyonudur. Deney hayvanlar1 HFD ile beslenerek insulin direnci
olusturulduktan sonra STZ gibi kimyasal ajanlarla beta hiicrelerinde hasar
olusturulmakta, boylelikle tip 2 diyabet olusturulabilmektedir. Ancak kullanilan

STZ’nin dozu olusan diyabetin tiirii i¢in belirleyici olmaktadir. Son yillarda yapilan
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calismalar deneysel tip 2 diyabetin olusturulmasinda kullanilabilecek STZ dozlari

icin diger caligmalara 151k tutar niteliktedir.

Bu arastirmalardan biri olan yagl diyet (HFD) uygulayarak ve STZ enjeksiyonu ile
ratlarda tip 2 diyabet modeli olusturmak amaciyla yapilan bir ¢alismada, 2 hafta
stireyle enerji degerinin % 40’1 yag olan diyetle beslenen ratlarda, STZ enjeksiyonu
oncesi glukoz seviyeleri kontrol grubu ile benzerken, HFD grubunda insiilin
seviyelerinin 2 kat daha yiiksek oldugu, ratlarda insiilin direnci gelistikten sonra STZ
enjeksiyonu yapilarak deneysel diyabet olusturuldugu belirtilmektedir (Reed ve ark,
2000). Srinivasan ve arkadaglarinin (2005) yaptiklart bir ¢alismada ise HFD
uygulanan ratlarda diisilk doz STZ enjeksiyonu ile tip 2 diyabet modeli olusturmak
amaciyla, yag oran1 % 58 olan HFD ile ratlarin 2 hafta beslendigi, 2 hafta sonunda
HFD ile beslenen ratlarin kontrol grubuna gore viicut agirliklari, plazma glukoz
seviyeleri, insiilin, trigliserit ve total kolesterol diizeylerinde artislar oldugu ifade
edilmektedir. Ayrica 2 hafta HFD ile beslenen ratlardan 4 grup olusturuldugu, her
bir gruba sirasiyla 25, 35, 45 ve 55 mg/kg dozlarinda sitrat tamponunda (pH = 4)
¢oziilen STZ’nin, i.p. enjeksiyonla verildigi belirtilmektedir. 45 ve 55 mg/kg
dozlarinda STZ enjekte edilen gruplarda Tip 1 diyabetin gelistigi, 25 mg/kg STZ
enjeksiyonunun ise ne Tip 1, ne de tip 2 diyabeti gelistiremedigi rapor edilmektedir.
35 mg/kg STZ uygulanan ratlarda ise ¢ogunlukla hiperinsiilinemi ile birlikte insiilin
direnci geligerek tip 2 diyabet modeli olusturulabildigi, plazma glukoz seviyesi 300
mg/dL ve lizeri olan ratlarin tip 2 diyabet grubu olarak ayrildig: belirtilmekte, fakat

basar1 oran1 verilmemektedir (Srinivasan ve ark, 2005).

Yagl diyet ve diisik doz STZ enjeksiyonu ile ratlarda tip 2 diyabet modeli
olusturmak amaciyla yapilan baska bir ¢aligmada, ratlarin 4 hafta siireyle HFD ile
beslendigi ve 4 rat grubuna 25, 30, 35, 45 mg/kg dozlarmin tek doz olarak, 2 grup
rata ise 25 ve 30 mg/kg dozlarimin ¢ift doz (birer hafta arayla) olarak uygulandig
belirtilmektedir. En yiliksek plazma glukoz seviyelerinin tek doz 45 mg/kg STZ
uygulamasinda 6l¢iildiigii, fakat insiilin tolerans testi (ITT) uygulandiginda, kontrol
grubu ratlarla HFD verilen ratlarin glukoz seviyelerindeki diisme diizeylerinin

birbirine yakin oldugu tespit edildigi, bu nedenle 45 mg/kg STZ dozunun insiiline
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bagimli (tip 1) diyabete neden oldugu, diger 25, 30 ve 35 mg/kg tek doz
uygulamalarinda ise tip 2 diyabet olusum oranlarinin diisiik (sirasiyla; % 10, % 35 ve
% 40) bulundugu rapor edilmektedir. HFD ile besleme sonrasinda ¢ift doz 25 mg/kg
STZ uygulamasinda da tip 2 diyabet olusma oram diisiik (% 25) saptandigi, fakat ¢ift
doz 30 mg/kg STZ uygulamasiyla yiiksek basart (% 8 5) oraninin elde edilebildigi
belirtilmektedir. Birer hafta arayla ¢ift doz halinde yapilan 30 mgkg STZ
enjeksiyonundan 4 ve 8 hafta sonra yapilan analizlerde plazma glukoz seviyelerinin
yiiksek ¢iktig1, ratlara insiilin verilmesi (ITT) sonucunda kontrol grubu ratlarda
glukoz seviyeleri hizla diiserken, ¢ift doz (30 mg/kg) STZ uygulanan ratlarda daha az
diistiigli, benzer sonuglarin intraperitonel glukoz tolerans testi (IPGTT)
uygulandiginda da elde edildigi belirtilmektedir. Bu sonu¢lar HFD uygulanarak obez
hale getirilen ratlarda, birer hafta arayla diisiik dozda (30 mg/kg) STZ enjeksiyonu ile
olusturulacak tip 2 diyabet modelinin, hiperglisemi ve insiilin direnciyle karekterize
tip 2 diyabet modeli olusturmak igin ideal bir model oldugunu gostermektedir.
Ayrica ratlarda olusturulan tip 2 diyabet modelinin, sadece insiilin direnci olusturarak
degil ayn1 zamanda kismi beta hiicre disfonksiyonu araciligiyla insiilin eksikligi de
olusturarak, en uygun deneysel tip 2 diyabet modeli olusturdugu ifade edilmektedir

(Zhang ve ark, 2008).

Kisacas1 yapilan son arastirmalar tek sefer diisiik doz (35 mg/kg) veya birer hafta
arayla dusik cift doz (30 mg/kg) STZ uygulamalarmin tip 2 diyabet modeli
gelistimede etkili oldugunu gostermektedir. Bu sekilde yapilan son enjeksiyondan bir
hafta sonra deney hayvanlarinda (6zellikle ratlar ve fareler) olgiilen plazma glukoz
seviyeleri 300 mg/dl ve lizerinde olmas1 durumunda tip 2 diyabet modelinin olustugu

kabul edilmektedir (Srinivasan, 2005; Zhang, 2008).

Sunulan ¢aligmada da Srinivasan ve arkadaglarinin (2005) yaptiklar1 gibi ratlara yag
orani yaklasik % 57-58 olan yagl diyet uygulanarak (8 hafta) 6nce obezite ve insiilin
direnci olusmasi saglanarak tip 2 diyabet 6ncesi durum taklit edilmeye c¢alisiimas,
sonrasinda birer hafta arayla 30 mg/kg dozunda STZ enjeksiyonuyla (Zang ve ark,
2008) beta hiicre hasar1 meydana getirilerek deneysel tip 2 diyabet olusturulmustur.

8. haftadan sonra yapilan STZ enjeksiyonlar1 sonrasinda, enjeksiyon uygulanan
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biitiin ratlarda kan glukoz diizeylerinin 300 mg/dl’yi gectigi gézlenmistir. 12. hafta
diyabet-kontrol grubunun ortalama aglik glukoz degeri 387 mg/dl iken sonrasinda
glukoz seviyeleri biraz daha diiserek STZ enjeksiyonundan 8 hafta sonra (¢calismanin
20. haftasi) dengelenebilmistir. Benzer sekilde Zang ve ark.’nin (2008) yaptiklari
calismada da STZ enjeksiyonu sonrasinda kan glukoz seviyelerinin ancak 8 hafta

sonra dengelenmeye basladigi ifade edilmektedir.

Sunulan c¢aligmada aglik glukoz ve insiilin diizeylerinden yararlanilarak hesaplanan
ve beta hiicre fonksiyonunun derecesini ifade etmede kullanillan HOMA-f indeksi
degerleri incelendiginde STZ enjeksiyonu ile beta hiicre hasarinin olusturulabildigi
anlasilmaktadir. Cilinkii kontrol grubu HOMA-f indeksi 0,021 iken, diyabet-kontrol
grubunun HOMA-B indeksi 0,010 bulunmustur. Ratlarda STZ enjeksiyonu ile tip 2
diyabet olusturulan ¢aligmalarda veya tip 2 diyabet hastalarindan elde edilen verilerle
belirlenen HOMA-f indeksi degeri diistiikge beta hiicre disfonksiyonunun arttigi bir
cok ¢alismada ortaya konmustur (Aschner ve ark, 2006; Xu ve ark, 2008).

STZ enjeksiyonuyla birlikte beta hiicre hasarinin olugsmasiyla pankreatik beta hiicre
Kitlesi azalmakta ve buna baglh olarak insiilin diizeyleri diismektedir (Tahara ve ark,
2008). Fakat sunulan ¢aligmada kontrol grubu insiilin diizeylerine gore (0,09 ng/ml)
DYB-KONT grubu insulin diizeyleri (0,16 ng/ml) 2,1 kat daha fazla bulunmustur.
Bunun nedeni HFD uygulanan ratlarda insiilin direncinin artmasi sonucu glukoz
diizeylerini dengeleyebilmek i¢in beta hiicrelerinin insiilin salgi miktarini artirmasi
seklinde acgiklanabilecektir. Nitekim Reed ve ark.’nin (2000) deneysel tip 2 diyabet
modeli olusturmak icin yaptiklart calismada da benzer sonuclarin elde edildigi
belirtilmektedir. Yapilan bu tez calismasimni yorumlarken, kontrol grubu disindaki
tim gruplara HFD uygulandig1 icin, insiilin diizeyleri karsilagtirillirken diyabet
grubuyla HFD grubunun karsilastirilmas: daha anlamli olacaktir. Bu baglamda HFD
grubu insiilin diizeyi (0,39 ng/ml) ile diyabet grubu insiilin diizeyleri (0,16 ng/ml)
karsilastinlldiginda da, STZ enjeksiyonu ile [ hiicre disfonksiyonunun

gerceklestirilebildigi anlagilacaktir.
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Tip 2 diyabettin karekteristik Ozellikleri olan insiilin direnci ve beta hiicre
disfonksiyonu ile ilgili bilgiler arttik¢a, ilaglarla (insiilin ve oral antidiyabetikler) ve
yasam tarzi degisiklikleri ile diyabetin etkin bir sekilde kontrol edilebilecegi

gosterilmistir.

Bu baglamda DPP 4 inhibitorleri olarak adlandirilan yeni bir yaklagim
gelistirilmistir. DPP 4 inhibisyonu, GLP-1’in aktivasyonunu engelleyerek insiilin
sekresyonunu artirmakta, glukagon sekresyonunu azaltmakta ve bdylelikle kandaki
glukoz seviyelerini dengelemektedir. Ayrica bu yeni tedavi yaklasiminin glukoz
dengesini ayarlarken, daha once mevcut olan tedavi yontemlerinde karsilasilan
sorunlart (doza bagli smirlamalar1 ve kilo artisi, hipoglisemi, sindirim sistemi
problemleri gibi yan etkileri) minumuma indirdigi ifade edilmektedir. Bu 6zellikleri
ile tip 2 diyabet hastalar1 icin gelistirilen ilk DPP 4 inhibitorii sitagliptin olup, 2006
yilinda iretici firma (Merck) tarafindan Januvia adiyla hastalarin kullanimina

sunulmustur.

Sitagliptin monoterapi seklinde uygulanabildigi gibi diger antidiyabetik ilaclarla
etkilesim gostermedigi igin (Mistry ve ark, 2008) kombinasyon terapilerinde de
kullanilabilmektedir. 18 ve 24 hafta sitagliptin (100 mg/giin) monoterapisi uygulanan
diyabet hastalarinda HbAlc, aglik ve tokluk plazma glukoz diizeylerinin distigi,
hastalarda onemli bir agirhk degisiminin olmadigr belirtilmektedir. Yapilan
aragtirmalarda sitagliptin monoterapisinin mide ve bagirsaklarla ilgili yan etkilerinin
onemsenmeyecek derecede oldugu, bununla birlikte solunumda, kas agrilarinda ve
idrar yolu enfeksiyonlarinda hafifce artislar olabilecegi ifade edilmektedir (Aschner
ve ark, 2006; Mistry ve ark, 2008; Mohan ve ark, 2009). Nonaka ve arkadaslar
(2008) tarafindan 151 hastaya uygulanan 12 haftalik benzer bir ¢alismada da,
olusturulan iki gruptan hig ilag verilmeyen grubun HbA1c diizeylerinde ortalama %
0.41 oraninda artis gozlenirken, 100 mg sitagliptin monoterapisi uygulanan
hastalarda HbAlc diizeylerinin % 0.65 oraninda azaldigi belirtilmektedir. Tedavi
uygulanan grubun verileri plesebo ile karsilagtirildiginda ise, HbAlc diizeyleri
arasinda -1.05%, aglik plazma glukoz seviyeleri arasindaysa -31.9 mg/dL’lik 6nemli

bir farkin olustugu goriilmektedir. Baska bir ¢alismada ise HbA 1c diizeyi ¢ok yiiksek
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(>%9) olan hastalarda ortalama % 1.52 azalma gorildigi rapor edilmektedir
(Vilsbell, 2008). 2009 yilinda 530 tip 2 diyabet hastasinda Mohan ve arkadaslarinin
uyguladigr 100 mg’lik sitagliptin terapisinde de benzer sekilde, plesebo ile tedavi
grubunun HbAlc diizeyleri arasinda -1.0% oraninda fark oldugu belirtilmektedir
(Mohan ve ark, 2009).

Yukarida belirtilen ¢aligmalar 6zetlenirse sitagliptin, hastaligin ilerleme durumuna
gore degisebilen % 0,65-1.52 oranlarinda HbAlc degerlerini diistirmektedir.
Sunulan bu ¢alismada kontrol grubu HbAlc degeri % 7,36 iken, HFD uygulamasi
sonucu HbAlc diizeyleri % 8,70; STZ uygulanarak tip 2 diyabet olusturulan grupta
ise % 9,16 olarak gerceklesmistir. HFD ile beslenen ratlara sitagliptin
uygulandiginda ise HbAlc degerleri % 8,7’den % 8,11°¢ gerilerken; diyabet grubu
ratlara sitagliptin uygulandiginda ise HbAlc degerinin % 9.16’dan % 8.32°ye

geriledigi gorilmiustiir. Elde edilen bu sonuglar literatiir bilgilerini desteklemektedir.

Sitagliptini diger oral antidiyabetik ajanlardan ayiran bir 06zelliginin de hasta
tizerinde olusturdugu yan etkilerin azlig1 olarak ifade edilmektedir. Yapilan bir ¢cok
aragtirma gostermektedir ki, sitagliptin kullanan hastalarda ALT ve AST diizeyleri
degismemektedir (Raz ve ark, 2006; Aschner ve ark, 2006). Sunulan galismada
gruplarin ALT diizeyleri arasinda higbir fark gézlenememistir. AST ve LDH enzim
seviyeleri arasinda ise gruplar arasinda istatistiki fark bulunmasina karsin, HFD ile
tedavi uygulanan HFD-SIT grubu kendi aralarinda karsilastirildiginda ve DYB-
KONT grubu ile DYB-SIT grubu kendi aralarinda karsilastirildiginda bir farkin
olusmadig1 goriilecektir. Bu veriler sunulan calismada sitagliptinin, aktiviteleri

Olciilen karaciger enzimleri lizerine herhangi bir etkisinin olmadigin1 gostermektedir.

Immunohistokimyasal ve RT-PCR yontemleriyle ratlarda yapilan galismalarda uzun
donem sitagliptin ile DPP 4 inhibisyonunun GLP-1 ve GIP aktivitelerini artirarak
glukoz toleransint olumlu yonde diizeltirken, viicut dengelerini bozmadig
belirtilmektedir. Sitagliptinin bu sekilde glisemik kontrolii saglamasinda, pankreas

alfa ve beta hiicrelerini korumasi ve bu hiicrelerde kitle ve fonksiyon artisina neden
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olmasindan kaynaklanabilecegi ifade edilmektedir (Liu ve ark, 2009; Mu ve ark,
2009).

Matveyenko ve ark.’nin (2009) transgenik ratlarda sitagliptinin pankreastaki
etkinliginin arastirildig1 bir ¢alismada ratlara HFD uygulanmasi sonucunda kontrol
grubu glukoz diizeyleri 108 mg/dl iken HFD uygulanan gruplarin glukoz
diizeylerinin 200 mg/dl’yi gectigi, buna karsin sitagliptin tedavisi uygulanan grupta
ise glukoz seviyelerinin HFD uygulanan gruba goére daha diisiik (154 mg/dl) oldugu
belirtilmektedir. Benzer sonuglarin elde edildigi Mu ve ark.’nin (2009) yaptiklari
baska bir ¢alismada da HFD ile beslenen ratlarda STZ enjeksiyonu ile tip 2 diyabet
modeli olusturulmus, ortalama 350 mg/dl olan diyabet grubu glukoz diizeylerinin 10
haftalik sitagliptin tedavisi sonucunda Onemli oranda diistiigii rapor edilmistir.
Sunulan bu aragtirmada da HFD ve STZ uygulamasina bagl olarak glukoz
seviyelerinin yiikseldigi ancak 12 haftalik sitagliptin tedavisi sonucunda HFD ve
diyabet gruplarinda (HFD-SIT ve DYB-SIT gruplari) glukoz diizeylerinde diisiislerin
oldugu c¢alisma sonu glukoz diizeyleri (kontrol grubu 91 mg/dl, HFD grubu 135
mg/dl, DYB-Kontrol 330 mg/dl, DYB-SIT 265 mg/dl ve HFD-SIT 128 mg/dl)

incelenerek ortaya konulmustur.

Sitagliptin uygulanan gruplarda glukoz diizeylerinin diismesinin altinda yatan temel
nedenin, sitagliptinin insiilin seviyelerini artiric1 etkisi olabilecegi diigiiniilmektedir.
Ciinkii sunulan c¢alismada insiilin diizeyleri HFD grubunda 0,39 ng/ml, diyabet
grubunda ise 0,16 ng/ml bulunurken, sitagliptin uygulanan HFD grubunda (HFD-SIT
grubu) insiilin seviyelerinin degismedigi ama sitagliptin uygulanan diyabet grubunda
ise insiilin seviyelerinin (0,39 ng/ml) 6nemli oranda artis gosterdigi belirlenmistir.
Mu ve arkadaglarinin (2009) yaptig1 caligmada da diyabetik ratlara sitagliptin
uygulanmasi sonrast insiilin diizeylerinin arttig1 rapor edilmektedir. Benzer sekilde
sitagliptinin insiilin diizeylerini artirict etkisi bir¢ok klinik ¢alismayla ortaya

konmaktadir (Mistry ve ark, 2008; Mohan ve ark, 2009; Mu ve ark 2009).
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Kliniklerde sitagliptin kullanan tip 2 diyabet hastalarindan elde edilen verilere gore
sitagliptinin tedavi siiresince kilo artisina neden olmadigi hatta bazen de az da olsa
kilo kaybina neden olabilecegi pek ¢ok ¢alismada rapor edilmistir (Aschner ve ark,
2006; Mistry ve ark, 2008; Mohan ve ark, 2009; Williams-Herman ve ark, 2010). Bu
tez calismasinda da ¢alisma siiresince HFD grubunda % 256, DYB-KONT grubunda
% 202 agirhik artisi gozlenirken, bu gruplara sitagliptin tedavisi uygulanmasi
durumunda HFD grubundaki agirlik artis1 % 256’dan % 214’e, diyabet grubundaki
agirlik artist ise % 202°den % 188’e diismiistiir. Benzer sekilde sitagliptinin agirlik
artigina etkisinin incelendigi baska bir arastirmada, HFD uygulanan ratlarda 12 hafta
icinde agirlik artisi % 100’1 gecerken, sitagliptin tedavisi uygulanan grupta ise

agirlik artisinin % 10 daha az oldugu ifade edilmektedir (Matveyenko ve ark, 2009).

Sitagliptinin yapilan bir ¢ok klinik ¢alismada pankreatik beta hiicre fonksiyonunu
belirlemek amaciyla olusturulan HOMA-B indeks degerlerini hastaligin derecesine
gore degisik oranlarda artirdig1 ifade edilmektedir (Raz ve ark, 2006; Hermansen ve
ark, 2007; Riche ve ark, 2009). Bu ¢alismada hesaplanan HOMA-f indeksi verileri;
kontrol i¢in 0,021, HFD grubu i¢in 0,058, DYB-KONT grubu icin 0,010, DYB-SIT
grubu igin 0,026 ve HFD-SIT grubu igin 0,065 olarak belirlenmistir. Veriler
incelendiginde diyabet gruplarinda sitagliptinin HOMA-B indeksini 2 kattan fazla
artirdigr anlasilmaktadir. Benzer sekilde sitagliptinin beta hiicre fonksiyonunu
artirdigin1 ifade eden ¢alismalarda, sitagliptin uygulanan grupta HFD grubuna oranla
insiilin duyarliliginin artarak 1. faz insiilin sekresyonunu tetikledigi (glukoza bagimli
insiilin sekresyonu) boylelikle beta hiicre fonksiyonunu artirdigi belirtilmektedir

(Matveyenko ve ark, 2009; Mu ve ark 2009).

Ayrica sunulan bu ¢alisma ratlarda HOMA-IR indeksi belirlenmis ve ITT
kullanilarak sitagliptinin insiilin direncine etkisi ortaya konulmaya g¢alisilmistir.
Bulgular boéliimiinde Tablo 3.5’te sunulan veriler incelenirse doymus yagla
hazirlanan HFD diyetinin insiilin direncini olusturmada etkili oldugu anlasilacaktir.
Ciinkii kontrol grubu HOMA-IR indeks degeri HFD uygulanan biitiin gruplardan
belirgin sekilde kiiciik ve istatiksel anlamda farklidir. Fakat HFD uygulanan diger
gruplar (HFD, HFD-SIT, DYB-SIT ve DYB-KONT) arasinda HOMA-IR degerleri
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bakimindan arasinda istatiksel anlamda bir fark bulunmamistir. Buna karsin insiilin
tolerans testi uygulanarak sitagliptinin insiilin direncine etkisi belirlenmeye
calisildiginda HFD ile HFD-SIT arasinda ve DYB-KONT ile DYB-SIT arasinda
istatiksel agidan anlamli bir fark olustugu, ITT testinin 30. dakika verilerine gore
sitagliptinin insiilin direncini azaltigi tespit edilmistir. Elde edilen bu bulgular
Ferreira ve ark.’nin (2010) yaptiklar1 benzer bir ¢alismay1 desteklemektedir.

Tip 2 diyabet hastalarinda instilin direnci ve beta hiicre disfonksiyonuna neden olan
faktorlerden biri olarak oksidatif stres gosterilmektedir. Ayn1 zamanda oksidatif
stresin tip 2 diyabet hastaliginin erken ve ge¢ donem komplikasyonlarinin
(mikroanjiyopati, noropati gibi) patogenezinde de Onemli rol oynadigi
belirtilmektedir. Ciinkli diyabetik hastalarin uzun siireli yiiksek kan glukoz
konsantrasyonlarina maruz kalmalar1 oksidatif stresi arttirmaktadir. Non enzimatik
glukozilasyonun glukozun oto-oksidasyonu ile iligkili oldugu ve yine glukozillenmis
proteinlerin  serbest radikal olusumunda ¢ok Onemli rol oynayabilecegi
diistintilmektedir.  Protein  glikasyonu ve glukoz oto-oksidasyonu, lipid
peroksidasyonuna neden olabilen serbest radikalleri olusturmaktadir. Serbest
radikallerin artmasiyla oksidatif stres artmakta buna paralel olarak da beta hiicre
apoptozisi ve insiilin direncinin arttig1 belirtilmektedir (Bonnefont-Rousselot ve ark,
2003; Altan ve ark, 2006)

Oksidatif stresin diger potansiyel mekanizmalar1 arasinda antioksidan savunma
sistemlerinin yetersizligi bulunmaktadir. Clinkii pankreatik beta hiicreleri diger doku
ve organlarla kiyaslandiginda daha diisiik kapasitede antioksidan savunma sistemine
sahiptir. Bu nedenle oksidatif stresin artmasi durumunda bundan ilk etkilenen
dokular arasinda beta hiicreleri yer almakta ve viicut glukoz dengesi bozulmaya
baslamaktadir. Bu nedenle diyabet tedavisinde kullanilacak olan antidiyabetik ilacin
plazma glukoz seviyelerini diisiiriicii etkisinin yaninda oksidatif strese olan etkisinin
de bilinmesi gerektigi diisiiniilmektedir. Bu baglamda sunulan ¢alismada
sitagliptinin; plazma ve pankreas TAS ve TOS diizeylerini nasil etkiledigi,
karacigerde ise NFkB’nin ve enzimatik antioksidanlarin (SOD, GPx ve CAT) gen

ekspresyonlarinin  oksidan antioksidan dengeyi nasil etkiledigi belirlenmeye
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calisilmigtir.

Diyabetle oksidatif stres iliskisi yapilan bircok caligmada ortaya konmustur. Bu
caligmalardan biri olan ve tip 2 diyabet hastalarinda glisemik kontrol ile oksidatif
stres arasindaki iliskiyi arastiran Whiting ve ark. (2008), HbAlc diizeyleri arttik¢a
oksidan madde diizeyini gostermede kullanilan TBARS seviyelerinin de arttigini,
TAS diizeylerinin ve antioksidanlardan vitamin E ile GPx seviyelerinin diistiiglinii
ifade etmektedirler. Kardiyovaskiiler komplikasyonlarin gelistigi tip 2 diyabet
hastalarinda antioksidan parametrelerin incelendigi baska bir ¢alismada hastalarin
glukoz diizeylerinin artis ile SOD, GPx antioksidanlarinin ve TAS seviyelerindeki
artis arasinda negatif bir korelasyon oldugu ifade edilmektedir (Colak ve ark, 2005).
Buna benzer bir c¢ok calismada da tip 2 diyabet hastalarinda antioksidan
paremetrelerin (TAS, GPx, SOD, CAT gibi) ¢ogunun kontrol grubu verilerine goére
diistis gosterdigi, oksidan parametrelerinin ise (TOS, MDA, TBARS gibi) yiikseldigi
rapor edilmektedir (Vantyghem ve ark, 2000; Dordevic ve ark, 2008; Maharjan ve
ark, 2008).

Bununla birlikte tip 2 diyabette bazi antioksidan diizeylerininin artigin1 rapor eden
caligmalar da bulunmaktadir. Celik ve Erdogan’nin (2008) ratlarda tip 2 diyabet
modeli olusturarak yaptiklar1 bir caligmada, kontrol grubuna gore diyabetik ratlarda
MDA, NO gibi oksidan maddelerle birlikte CAT, SOD, GPx diizeylerinin de
yiikseldigi, GSH seviyelerinin ise diistligli rapor edilmektedir. Tip 1 ve tip 2 diyabet
hastalarindaki oksidatif stresi arastirmak amaciyla yapilan baska bir ¢aligmada ise tip
2 diyabet hastalarinda TAS, eritrosit GSH ve plazma a-tokoferol diizeyleri diiserken;
SOD, GPx ve rediikte GSH seviyelerinin ise yiikseldigi rapor edilmektedir
(Seghrouchni ve ark, 2002). Diyabetik nefropati ile total antioksidan statii arasindaki
iligkiyi inceleyen Aslan ve ark. (2007), diyabetik nefropati gelisen hastalarda TAS
seviyelerinin distiigiini, TOS seviyelerinin ise yiikseldigini, fakat diyabet- kontrol
grubu hastalar ile kontrol grubu hastalarin TAS ve TOS diizeyleri arasinda istatiksel
acidan onemli bir farklilik olmadig: belirtilmektedir. Benzer sekilde, sunulan bu tez
calismasinda da elde edilen plazmalarda gergeklestirilen kontrol, HFD ve diyabet

gruplart TAS ve TOS analiz sonuglari arasinda ve hesaplanan OSI degerleri arasinda
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istatistiki anlamda bir fark tespit edilememistir. Sunulan g¢alismada sitagliptin
uygulanan gruplarin TAS ve TOS diizeyleri arasinda da fark bulunamamis olmasi,
sitagliptinin plazma oksidan/antioksidan dengesi {izerine herhangi bir etkisi
olmadigin1  disiindiirmektedir.  Sitagliptin  tedavisi sonrasinda serum MDA
diizeylerine bakilan baska bir ¢calismada da MDA diizeylerinde 6nemli bir degisiklik

olmadiginin goriilmesi (Ferreira ve ark, 2010) bu diisiinceyi destekler niteliktedir.

Pankreas dokusunda yapilan analizlerde deney gruplar1 arasinda hem TAS hem de
TOS seviyeleri arasinda farkliliklarin olustugu goriilmiistiir.  TAS diizeyleri
incelendiginde DYB-KONT grubu 1,39 pmol Trolox equiv./L mg protein iken,
tedavi grubu (DYB-SIT) TAS diizeyinin 0,55 umol Trolox equiv./L mg protein
oldugu goriilmektedir. Calismadan elde edilen bu bulgular sonucunda sitagliptinin
diyabetik ratlarda TAS diizeylerini diisiirdiigli sdylenebilir. Benzer sonuglar sunulan
tez calismasiyla es zamanli olarak yapildigi diisiiniilen, pankreas dokusunda TAS

diizeylerine bakan Ferreira ve ark.’nin (2010) ¢calismasinda da elde edilmistir.

Pankreas dokusunda analizi yapilan TOS diizeyleri irdelendiginde, kontrol grubuna
gore DYB-KONT grubunda TOS seviyelerinin artis gosterdigi, bununla birlikte
DYB-KONT grubu ile diyabet-sitagliptin grubu verileri kiyaslandiginda ise TOS
diizeyleri arasinda fark olmadigi anlagilmaktadir. Ancak HFD grubu ile sitagliptin
tedavisi uygulanan HFD grubu TOS verileri kiyaslanirsa, sitagliptinin HFD grubunda
TOS diizeylerini diislirdiigli, yani oksidatif stresi azalttigi sonucuna varilmaktadir.
Bagka bir oksidan diizeyi markiri olan MDA’ ’nin pankreas dokusunda 6l¢iildiigii
farkli bir ¢alismada ise pankreas dokusunda MDA diizeylerinin, sitagliptin tedavisi

sonrasinda diistiigii rapor edilmektedir (Ferreira ve ark, 2010)

Pankreas dokusunda sitagliptin uygulanan diyabet grubunda TAS seviyelerinin
diismesine ragmen, TOS seviyelerinin degismemesi oksidan molekiiller lehine bir
durum olup oksidatif sitresi artiric1 yonde etki etmesi beklenebilir. Buna karsin; HFD
uygulanan gruplarda sitagliptinin, TAS diizeylerini degistirmeksizin TOS diizeylerini

diistiriiyor olmasi, antioksidan sistem lehine bir durum olup oksidatif stresi azaltici



86

etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim hesaplanan oksidatif stres indeksi
verileri incelendiginde sitagliptinin pankreas dokusunda, HFD grubunda istatistiki
acidan 6nemli sayilabilecek oranda oksidatif stresi azalttigl, fakat diyabet grubunda
ise etkili olmadig1 anlasilmaktadir. Bu durum, sitagliptinin diisiik glukoz toksisitesi
durumlarinda antioksidan sistemi destekledigi, yliksek glukoz toksisitesi
durumlarinda, yani diyabet hastalarinda ise oksidan sistemi destekleyerek oksidatif

stresi artirdig1 seklinde yorumlanabilir.

Etkin bir maddenin veya hastalik gibi bir durumun viicudun degisik organlarinda
benzer etkiler gosterebilecegi gibi farkli etkiler de gosterebilecegi bilinmektedir. Bu
baglamda sunulan ¢alismada sitagliptinin oksidatif strese etkisini belirlemek i¢in, tek
bir organ veya doku yerine, diyabet i¢in Onemli bulgularin belirlenebilecegi
diisiniilen; kan plazmasi, pankreas ve karaciger dokularinda analizler

gerceklestirilmistir.

Karaciger dokusunda antioksidan enzimlerden CAT, SOD, GPx ve aktive oldugu
zaman oksidan molekiillerin iretimlerini artiran mekanizmalar1 uyararak oksidatif
strese etki eden NFkB ve iNOS genlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri saptanarak,

sitagliptinin karacigerde oksidatif strese etkisi belirlenmeye ¢alisiimistir.

Gilinitimiize kadar karaciger dokusunda antioksidan enzimlerin diizeyleri ve mRNA
ekspresyon seviyelerinin diyabette distiigiinli, degismedigini bazen de azaldigim
ifade eden birgok c¢alisma yapilmigtir. Bu c¢alismalardan biri olan zucker obez
ratlarda Chang ve ark.’nin (2004) yaptiklart bir ¢alismada; zayif ve obez ratlarda
karaciger antioksidan enzim aktiviteleri belirlenmeye calisilmis, zayif ratlara oranla
(kontrol grubu) obez ratlarda Mn-SOD, GPx ve GSH seviyelerinin daha diisiik
oldugu, Cu-Zn SOD seviyelerinin ise degismedigi belirlenmistir. Ayn1 c¢aligmada
western blotting ve northern blotting yontemleri ile mRNA ekspresyon diizeyleri
belirlendiginde de benzer sonuglarin elde edildigi rapor edilmektedir. Literatiirde
belirtildigi gibi, yapilan bu tez ¢alismasinda da, kontrol grubuna gdre obez grubun
(HFD grubu); GPx (2.17 misli), SOD (12.13 misli) ve CAT (2,60 misli) mRNA
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diizeylerinin baskilandig1 belirlenmistir.

Matsunami ve ark. (2010) deney hayvanlar (rat) ile yaptiklar1 ¢alismada, kontrol
grubuna gore diyabetik grubun eritrosit, pankreas, iskelet kasi ve karacigerlerinde
CAT, SOD ve GPx mRNA diizeylerinin analiz edildigi, karacigerde ve diger
organlarda ¢ikan sonuglarin birbirine benzer oldugu, CAT ve SOD (Cu-Zn SOD)
ekspresyon diiseylerinin diiserken, GPx ekspresyon diizeylerinin ise arttigi ifade

edilmektedir.

Deneysel tip 2 diyabet modeli olusturulan ratlarda, STZ enjeksiyonundan 4 ve 6
hafta sonraki karaciger antioksidan mRNA diizeylerinin arastirildigi bir ¢alismada,
Mn-SOD mRNA seviyelerinin diyabetin 4. haftasinda yiiksek bulunurken, 6.
haftasinda diisiis gosterdigi; 6. hafta GPx ve CAT mRNA seviyelerinin de benzer
sekilde diislik ¢iktig1 belirtilmektedir (Otsuka, 2002). Karaciger dokusunda yapilan
baska bir calismada ise diyabetin erken donemlerinde GPx ve Cu-Zn SOD
seviyelerinin  yiikselirken  katalaz  aktivitesinin  distigli, diyabetin  geg
donemlerindeyse tam tersi durumun olustugu, yani GPx ve Cu-Zn SOD seviyelerinin
diiserken CAT diizeylerinin yiikseldigi belirtilmekte, ayni zamanda antioksidan
enzim aktivitelerinin kalp, bobrek, beyin ve karacigerde farkli farkli olabilecegi dile

getirilmektedir (Alicigiizel ve ark, 2003).

STZ enjeksiyonu ile diyabet olusturulan ratlarin karacigerinde Mn-SOD ve GPx’in
ekspresyon diizeylerine antioksidanlarin etkisini aragtiran Sadi ve Giiray (2009),
kontrol grubu ile diyabet grubu ratlar arasinda anlamli bir fark bulunamadigini,
benzer sonuglarin doku siipernatantlarinda yapilan analizde de gorildigiini
belirtmektedirler. Katalaz ve Cu-Zn SOD diizeylerinin arastirildig1 bir ¢alismada ise
kontrol grubu rat verilerine gore, diyabetik ratlarin verileri karsilagtirildiginda,
karaciger dokusunda CAT aktivitesinin % 57, Cu-Zn SOD aktivitesinin ise % 32
azaldigl, benzer sekilde CAT ve Cu-Zn SOD mRNA ekspresyon diizeylerinin de
azaldig1 rapor edilmektedir (Sadi ve ark, 2008). Hamden ve ark.’nin (2008) yaptiklar

bagka bir calismada ise kontrol grubuna gore diyabet olusturulan ratlar
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karsilastirildiginda, hepatik SOD, CAT ve GPx diizeylerinin ii¢liniin de diistiigil ifade
edilmektedir. Sunulan bu g¢alismada da literatiir bilgileri dahilinde, kontrol grubuna
gore diyabet grubu antioksidan enzimleri (GPx, SOD, CAT) mRNA ekspresyon
diizeylerinin baskilandigr saptanmistir. Ancak KONT grubu haricindeki biitiin
gruplara arastirma siiresince HFD uygulandigi i¢in, DYB-KONT grubu verilerinin
HFD grubuyla kiyaslanmasi daha dogru olacaktir. Bu baglamda veriler incelenirse,
HFD grubuna gore DYB-KONT grubunun GPx mRNA seviyeleri arasinda fazla bir
fark olusmadigi, SOD mRNA diizeylerinin DYB-KONT grubunda HFD’ye oranla az
baskilanmasmin aslinda uyarilmasi1 anlamina geldigi anlasilabilecektir. CAT
ekspresyonlar1 incelendiginde ise DYB-KONT grubu mRNA eksperesyon
diizeylerinin HFD grubuna gore daha ¢ok baskilandigi goriilmektedir.

Sitagliptinin diyabetik olan veya olmayan deney modellerinde, tip 2 diyabet
hastalarinda antioksidan enzim seviyelerinin mRNA ekspresyon diizeylerini aragtiran
herhangi bir ¢aligmaya raslanilamamistir. Sunulan ¢alismada yapilan aragtirmalar
sonucunda ise, DYB-KONT grubu verileri ile DYB-SIT grubu verileri
karsilastirilarak sitagliptinin diyabetiklerde etkisi belirlenmeye calisilmistir.

DYB-KONT grubuna gére DYB-SIT grubu mRNA seviyeleri kiyaslanirsa; SOD
seviyelerinin ¢ok fazla olmak iizere GPx ve CAT ekspresyon seviyelerinin li¢iiniin de
baskilandig1 anlagilmaktadir. Sitagliptinin HFD gruplarindaki etkisi incelendiginde
de antioksidan enzimlerin {giiniin de mRNA seviyelerinin baskilandig1
goriilmektedir. Bu baglamda hem diyabetik grupta hem de HFD grubunda
sitagliptinin antioksidan enzim diizeylerini diisiirerek antioksidan sistemi olumsuz

etkiledigi anlasilmaktadir.

Proteinlerin yliksek glukoz konsantrasyonlar ile karsilastiklarinda, glukozun bir
enzim araciligina gereksinim duymadan proteine baglanarak kontrolsiiz glukasyon
reaksiyonlarina neden oldugu ve bdylelikle kontrolsiiz glukasyona ugramis proteinler
(AGEs) olustugu tezin giris kisminda belirtilmisti. Diyabette hiperglisemi diizeyine

bagli olarak oksidatif stresin artmasinin en 6nemli nedenlerinden birisi, kontrolsiiz
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olusan AGEs iirlinlerinin molekiiler oksijene bir elektron vererek serbest oksijen
radikali olusumunu artirmasidir. Bu sekilde hiperglisemiye bagli olarak artan
glukotoksisite, antioksidan enzimlerin inaktive olmasina, transkripsiyon faktorii
NFkB’nin aktivasyonunu artirarak iNOS araciligiyla nitrik oksit (NO) seviyelerinin
yiikselmesine, boylelikle oksidatif stresin artmasina neden oldugu belirtilmektedir
(Maritim ve ark., 2003; Melloul, 2008 ). Ancak oksidatif stresin artmasiyla NFkB ve
INOS disinda baska genlerin de aktive olarak diyabetin komplikasyonlarini

olusturabilecegi belirtilmektedir.

McMillian ve ark.’nin (2005) ilag etkisiyle oksidatif stresin artmasina paralel hangi
mekanizmalarin aktive olabilecegini (rat karacigerinde) arastirdiklari g¢alismada,
oksidatif stresin artmasiyla sadece NFkB’nin degil; p53, STAT-3, ATF-6 ve
kaspazlar gibi birgcok mekanizmanin da aktive olabilecegini, boylelikle daha da artan
oksidatif stresle birlikte apoptoz, inflamasyon gibi klinik sonuglarin gelisebilecegine
dikkat ¢ekmektedirler.

Yapilan bu tez calismasina benzer sekilde diyabet gelistirilen diisiik doz, ¢coklu STZ
enjeksiyonunun NFkB aktivasyonuna etkisinin de arastirildigi baska bir ¢alismada,
STZ’ye bagl olarak gelisen oksidatif stresin NFkB’yi pankreas dokusunda aktive
ettigini, fakat karaciger dokusunda NFkB aktivasyonunun gergeklesmedigi rapor

edilmektedir ( Ho ve ark, 2000).

Sunulan bu ¢alismada da Ho ve ark.’nin (2000) bulduklariyla benzer sonuglar elde
edilmis olup, HFD grubuna STZ enjekte edilmesiyle karaciger dokusu NFkB mRNA
ekspresyon diizeylerinin baskilandig1 tespit edilmistir. Ciinkii diyabette oksidatif
stres diizeylerinin artis1t NFkB aktivasyonuyla oldugu gibi, farkli organlarda NFkB
aktivasyonu disinda mekanizmalarla da gergeklesebilecegi belirtilmektedir. Bu
mekanizmalar arasinda sorbitol birikmesi, glukoz aracili protein kinaz C’nin
aktivasyonuna neden olan Mn-SOD aktivasyonunun azalmasi, elektron transpot
zinciri kaynakli serbest radikal liretiminin artmasi, iNOS’un NFkB’den bagimsiz

aktivasyonu gibi mekanizmalarin olabilecegi ifade edilmektedir (Aktan, 2004; Dey
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ve Swaminathan, 2010).

Sunulan tez ¢alismasinda kontrol grubuna gére HFD ve DYB-KONT gruplarinda
NFkB ekspresyon diizeylerinin baskilandigi disiiniilirse HFD ve diyabet
gruplarindaki oksidatif stresin artisina NFkB geninin neden olamayacagi
anlasilmaktadir. Buna karsin HFD grubuyla karsilagtirilan HFD-SIT grubu NFkB
ekspresyon diizeylerinin, diger gruplara oranla daha fazla (67 misli) baskilanmasi,
HFD grubunda sitagliptinin oksidatif stresin azalmasinda etkili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu yorumun olusmasinda, HFD grubu pankreas dokusunda
sitagliptinin TOS diizeylerini diistirerek oksidatif stresi azaltmasi da etkili

olmaktadir.

Ferreira ve ark.’min (2010) calismalarinda, diyabet olusturulan obez ratlarda
sitagliptin tedavisinin, NFkB’nin aktive olmasina neden olabilecek inflamatuar
stokinlerden TNF-o diizeylerini artirdigi rapor edilmektedir. Sitagliptinin TNF-a
diizeylerini yiikseltmesinin Onemli bir yan etki olabilecegini dile getiren
arastirmacilarin  bulgularini tamamlar nitelikteki sonuglar ise sunulan bu tez
calismasiyla elde edilebilmistir. Ciinkii sunulan bu ¢alismada, DYB-KONT grubuyla
kiyaslanan DYB-SIT grubu NFkB mRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda,
DYB-SIT grubu NFkB ekpresyonunun uyarildigi (yaklasik 4 misli) saptanmustir.
Sitagliptin uygulanan diyabet grubunda NFkB’nin aktivasyonunun uyarilmasi,
sitagliptinin oksidatif stresi artirdigin1 ve bunu da NFkB araciligi ile gergeklestirdigi
anlamina gelmektedir. Muhtemelen, bulgular kisminda belirtildigi gibi, sitagliptin
uygulanan diyabetik ratlarin pankreasinda yapilan analiz sonucunda oksidatif stresin
artmasina neden olan TAS diizeylerinin azalmast da, NFkB araciligi ile
olugmaktadir. Ciinkii NO’nun sentezini artiran iNOS enziminin gen ekspresyon
diizeyleri, hiicre sitoplazmasinda aktive olarak ¢ekirdege giren ve burada DNA’ya
lokalize olan NFkB aracilifi ile uyarilmaktadir. Bu uyarilma sonucunda asiri
miktarda olusan nitrikoksitin, siiperoksit radikali ile birleserek en etkili reaktiflerden
biri olan peroksinitriti meydana getirdigi belirtilmekte (Ceriello, 2003), iNOS etkisi
ile olusan peroksinitritin ise antioksidan enzim inhibisyonuna neden oldugu

(MacMillan-Crow ve Thompson, 1999) ifade edilmektedir.
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Nitekim sunulan calismada daha Oncede tartisildigi gibi, karaciger dokusunda
bulunan antioksidan enzimlerin (GPx, CAT ve SOD) ekspesyon diizeylerinin
baskilanmis olmas1 iNOS ekspresyonuna paralel olarak NO seviyelerinin artmasiyla
iliskilendirilebilecegini géstermektedir. Bu baglamda deney gruplarina ait elde edilen
iINOS ekspresyonlar1 karsilagtirildiginda, DYB-KONT grubuna oranla sitagliptin
uygulanan diyabet grubunda (DYB-SIT) iNOS mRNA ekspresyon diizeylerinin
uyarildigi (3,6 misli) belirlenmistir. DYB-SIT grubunda iNOS ekspresyonlari
uyarilirken, ayn1 zamanda NFkB ekspresyonlarinin da yaklasik bir degerde (4,3
misli) uyarilmis oldugunun saptanmasi, DYB-SIT grubu ratlarinda iNOS geninin

NFkB araciligiyla aktive olabilecegini ortaya koymaktadir.

HFD grubu ile HFD-SIT grubu karsilastirildiginda da obez ratlara (HFD grubu)
sitagliptin uygulanmasi sonucunda, DYB-SIT grubunda oldugu gibi iNOS gen
ekspresyonlarinin uyarildigi, biiyiik bir ihtimalle de buna bagli olarak antioksidan
enzimlerden GPx’in 36,5 misli, SOD’un 63,5 misli ve CAT 1n mRNA ekspresyon
diizeylerinin ise 23,4 misli baskilandig1 tespit edilmistir. Fakat HFD-SIT grubunda
INOS mRNA ekspresyonlar1 artarken NFkB ekspresyon diizeylerinin baskilandig:
belirlenmistir. Bu veriler, sitagliptin uygulanan HFD grubunda iNOS ekspresyon
seviyelerinin NFkB aktivasyonuna bagli olmaksizin gergeklesebilecegini ortaya

koymaktadir.

HFD-SIT grubunda tespit edilen NFkB aktivasyonuna bagli olmaksizin iNOS mRNA
ekspresyonunun artmasi, iNOS ekspresyonlarinin baska mekanizmalarla uyarilmisg
olabilecegini gostermektedir. Olas1 bu mekanizmalarin IFN-y araciligi (Rao, 2000;
Chong ve ark, 2002) ile veya NO seviyelerine bagli feedback mekanizmasinin
(Connelly ve ark, 2001; Aktan, 2004) aktive olmasiyla, iNOS gen ekspresyonunu
diizenleyebilecegi rapor edilmektedir. Sunulan bu ¢aligmayla sitagliptinin HFD
grubundaki INOS gen ekspresyonuna etki mekanizmasina dair elde edilen verilerin
gelecekte yapilacak calismalarla aydinlatilabilecegine, bunun ise hem diyabetik
populasyon icin hem de obezite i¢in tedavide yeni agilimlar olusturabilecegine

inanilmaktadir.



92

Ayni zamanda sunulan ¢alismada sitagliptinin obez ratlarda ve diyabet olusturulan
obez ratlarda oksidatif stresi nasil etkiledigine iliskin elde edilen ve tartisilan
bilgilerin, diyabetik tedavide ileri ¢alismalara 1s1k tutabilecegi, sitagliptinin tedavide
en etkin kullaniminin saglanabilmesi adina, olas1 terapik kombinasyonlarin

olusturulmasina katk1 saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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4. SONUC

Diyabet, ozellikle de obezite ile iliskili olan diyabet (diyabezite) siklig1 tiim diinyada
hizla artmaktadir. 1990 yili sonrasi yapilan aragtirmalar glukagon geninin
ekspresyonu ile olusan, biyolojik olarak aktif hormonlar grubunda yer alan son
derece onemli ve Onceden varligi bilinmeyen bir hormon kompleksini agiga
cikarmigtir. Bu yeni kesiflerin 15181nda, diyabet patogenezinde pro-glukagon kaynakli
peptitlerin biyolojik fonksiyon ve 6nemi iizerinde duran tamamen yeni bir bakis agis1
ortaya ¢cikmistir. Pro-glukagonun postranslasyonel yollardan islenmesi ile pankreatik
a hiicrelerinden glukagon hormonu, bagirsaktaki L hiicrelerinden de glukagon
benzeri peptidler iiretilmektedir. Daha 6nce de deginildigi gibi inkretin hormonlari
ad1 verilen peptit yapili bu hormonlar, 6zellikle gida alimindan sonra (GLP-1 ve GIP)
siklik adenozin monofosfat ((CAMP) olusumunu artirarak  hiicrelerinden glukoza
bagimli insiilin salinimini artirmaktadir (Yalin, 2008) . inkretinlerin yani GLP-1’in
bu antidiyabetik etkileri, GLP-1’in  terepatik  potansiyeline  dikkatleri
yogunlastirmistir. Diyabet tedavisinde, 0Ozellikle de adipojenik diyabet veya
diyabezite olarak adlandirilan obezite iliskili diyabet tedavisi i¢in iimit veren
inkretine dayali tedaviler; GLP-1 analoglart (extendin gibi) ve DPP-4
inhibitorlerinden (sitagliptin gibi) olugsmaktadir.

Sunulan ¢aligmada HFD uygulamasi sonucunda agirlik artigina paralel olarak instilin
direncinin olusmasi, plazma glukoz ve insiilin seviyelerinin artmasiyla karekterize
obezite olusturulmustur. Obezite meydana geldikten sonra langerhans adaciklart STZ
enjeksiyonu ile selektif olarak tahrip edilerek beta hiicre disfonksiyonu gelismesi
saglanmis, boylelikle tip 2 diyabetin fizyopatolojisi (insiilin direnci ve beta hiicre
disfonksiyonu) basariyla taklit edilerek, ratlarda deneysel tip 2 diyabet modeli
olusturulmustur. Calisma sonucunda kontrol grubu ratlarda plazma aglik glukoz
seviyelerinin 91 mg/dl, HbAlc diizeylerinin % 7,36, diyabet grubunda ise aglik
glukoz seviyelerinin 330 mg/dl ve HbAlc seviyelerinin % 9,16 olmasi bunun bir

gostergesi olarak diigiintilmelidir.
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Diyabezite olusturulan ratlarin sitagliptinle tedavisi sonucunda aclik glukoz
diizeylerinin ortalama 75 mg/dl, HbAlc diizeylerini ise 0,84 oraninda diistiigl
belirlenmistir. Tartisma kisminda deginilen ¢alismalarda oldugu gibi sunulan bu
caligmada da sitagliptin, GLP-1 peptidini inaktive eden DPP-4 enzimini inhibe
ederek GLP-1 diizeylerinin normal diizeylerde kalmasini saglamakta ve glukoz

seviyelerini diistirmektedir.

Bu tez ¢alismasinda sitagliptinin diyabet grubunda % 22 oraninda, HFD grubunda ise
% 20 oraninda insiilin direncini azalttig1 belirlenmistir. Bulgular kisminda verilen
insiilin seviyeleri incelendiginde insiilin diizeyi en az olan grup kontrol grubu iken,
HFD ile beslenen diger gruplarin tamaminda insiilin diizeyi daha yiiksektir. Ama
HFD ile beslenen ratlarda ylikselmis insiilin diizeyleri doku ve hiicrelere glukoz
alimin1 saglayamamakta oldugu plazma glukoz seviyelerinden anlasilmaktadir.

Bunun nedeni su sekilde 6zetlenebilir.

Glukolitik yolda glukozun metabolize edilmesiyle olusan piirivik asit bir¢cok
metabolik yolda kullanilabilmektedir. Piirivattan piirivat dehidrogenaz katalizinde
asetil-CoA (As-CoA) olusmakta, olusan As-CoA’lar TCA dongiisiine girerek
metabolize olmakta ve bu metabolizma sonucu iiretilen NADH’ler kullanilarak
elektron transport zincirinde ATP iretilmektedir. hltramitokondriyal As-CoA,
NADH ve ATP miktarlar1 artarsa piirivat dehidrogenaz enzimi kuvvetli bir sekilde
inhibe edilir. Boylelikle piirivat As-CoA iiretiminde kullanilmadigi i¢in, plirivatin
kullanildig1 baska bir yol olan, oksalasetat olusumu daha fazla ger¢eklesmektedir. Bu
durum 6zellikle HFD ile beslemede ve diyabetik hastalarda, yag asidi oksidasyonu
sonucu olusan As-CoA ile asir1 olusan oksalasetatin sitrat sentatazin katalizledigi bir
reaksiyonla sitrat diizeylerinin artmasina neden olur. TCA ddngiisiiniin bir ara tirtini
olan ve miktar1 artan sitrat, glukolitik yolun kontroliinii saglayan enzimlerden biri
olan fosfofruktokinazin allosterik inhibitoriidiir. Ciinkii sitrat, iki gecidi (glukoliz ve
TCA) birlestiren ve regiilasyonu saglayan bir 6zellige sahiptir (Baysu Sozbilir ve
Baysu, 2008). Fosfofruktokinazin inhibisyonu glukolitik yolda glukoz-6-fosfat

birikimine neden olur. Glukoz-6-fosfat birikimi ise karacigerde glokokinazi, diger
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dokularda ise hekzokinazi inhibe ederek, glukozun hiicre icinde kullanimini
engellemektedir. Boylelikle insiilin seviyeleri artsa bile glukozu kullanamaz duruma
gelen hiicrelere glukoz alimi azaltmakta, yani insiilin direnci olusmaktadir. Bu
calismada da yukarida anlatilan mekanizmaya benzer bir mekanizmayla, kontrol
grubu haricindeki biitiin gruplara HFD uygulanarak insiilin direncinin olusturulmasi

basariyla saglanmistir.

Diger oral antidiyabetiklerle kiyaslandiginda sitagliptinin tedavide bazi avantajlara
sahip oldugu, bunlar arasinda agirlik artisina olan etkisinin de oldugu tezin giris ve
tartisma kisimlarinda ele alinmigti. Nitekim bu ¢alismada da sitagliptinin diyabet
grubunda agirlik degisim miktarina etki etmedigi, HFD grubunda ise kilo kaybini
destekledigi goriilmektedir. Tip 2 diyabet popiilasyonunun ¢ogunlugunun obez
oldugu diisiiniiliirse ilacin bu 0Ozelliginin, tedavide goz ard1 edilemeyecegi

disiiniilebilir.

Sitagliptin  tedavisi uygulanan diyabetik ratlarla (DYB-SIT), sitagliptin
uygulanmayan  diyabetik  ratlarmn  (DYB-KONT)  karaciger  enzimleri
karsilastirildiginda herhangi bir fark gozlenmemesi, sitagliptinin yan etkileri

bakimindan da avantajl bir antidiyabetik olabilecegi kanisin1 uyandirmaktadir.

HFD ile besleme sonrasi olusturulan diyabet modelinde plazma serbest yag asitleri
(lipotoksisite) ve glukoz diizeylerindeki artislarla (glukotoksisite) NFkB, NHj-
terminal Jun kinazlar, bazi protein kinazlar (MAPK vb.) gibi sinyal yolaklarinin
stirekli aktive olmaya baslamasi, insiilin direnci ve bozulmus insiilin sekresyonuna
neden olmaktadir. Yapilan ¢calismalar glukotoksisite ve lipotoksisiteye paralel olarak
oksidatif stres artisinin, insiiline olan yanitta azalma ve bozulmus insiilin
sinyalizasyonu ile sonuglandigini gostermektedir (Rudich ve ark, 1997). Bu
baglamda sitagliptinin insiilin direncini azaltmasina paralel olarak, oksidatif stresi de
azaltabilecegi  diisiiniilebilir.  Cilinkii  insiilin  direncinin  azalmasi  demek

glukotoksisitenin ve lipotoksisitenin azalmasi anlamina gelmektedir.
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Fakat sunulan g¢alismada sitagliptinin plazmada oksidan antioksidan dengeyi énemli
derecede etkilemedigi belirlenmistir. Plazmada yapilan analizler pankreas dokusunda
da yapildiginda ise sitagliptinin, tedavi uygulanan diyabet grubunda (DYB-SIT) total
antioksidan statliyli (aktiviteyi) azalttigi, total oksidan statiiyli (TOS) ise fazla
etkilemedigi gorilmiistiir. Tedavi uygulanan diyabetik ratlarda TAS diizeylerinin
diismesinin nedeni olarak yukarida da belirtildigi gibi glukoz seviyelerinin
azalmasina bagli olarak lipotoksisite ve glukotoksitenin azalmasi gosterilebilinir.
Bununla birlikte, sitagliptinin diyabetik rat pankreas dokularinda TAS diizeylerini
diistiriirken, TOS diizeylerine etki etmemesi, oksidan/antioksidan dengeye katkisinin

oksidanlar lehine oldugunu, yani oksidatif stresi artirdigini ortaya ¢ikarmaktadir.

Pankreas dokusu analiz sonuglarmma goére HFD gruplarinda ise farkli bir durum
gozlenmektedir. Sitagliptin uygulanan HFD grubunda TOS diizeyleri diiserken, TAS
diizeylerinde 6nemli bir degisiklik goriilmemektedir. Bu nedenle HFD uygulanan
ratlara sitagliptinin uygulanmast sonucunda, oksidan/antioksidan dengenin

antioksidanlar lehine degistigi, boylelikle oksidatif stresin HFD grubunda azaldigi

belirlenmistir.

Sitagliptinin oksidatif strese etkisini belirlemek amaciyla karacigerde yapilan
caligmalarda ise, sitagliptinle tedavi uygulanan hem HFD, hem de diyabet
gruplarinda antioksidan enzim (GPx, SOD, CAT) gen ekspresyonlarinin
baskilanmasi, iNOS gen ekspresyonlarinin ise uyarilmas: sonucunda oksidatif stresin

artt11 tespit edilmistir.

Ayrica sunulan ¢alismayla diyabetik ratlarda sitagliptinin oksidatif stresi artirmasinin
altinda yatan muhtemel mekanizmalarda aydinlatilmaya calisilmistir. Bu baglamda
aktive olmasi sonucunda, trettigi radikallerin ileri triinleriyle (peroksinitrit gibi)
antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarini inhibe eden iNOS’un, sitagliptin
etkisinde mRNA ekspresyonu i¢in olasi mekanizmasi belirlenebilmistir. Tartisma
bolimiinde de ifade edildigi gibi diyabetik ratlarda sitagliptin, inflamatuar
stokinlerden TNF-a araciligiyla hiicre i¢i oksidatif stresi tetikleyerek, NFkB’yi aktive
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etmekte, aktif NFkB’nin ¢ekirdege translokasyonu ve DNA zincirinin ilgili
domeinine baglanmasiyla iNOS’un gen aktivasyonu gergeklesmektedir. Aktivasyonu
gerceklesen iNOS etkisiyle uzun siireli ve yiiksek seviyelerde NO {iretilmekte, bunun
etkisiyle olusan daha toksik radikaller ve bu radikallerin antioksidan enzimleri inhibe

etmesi sonucunda, sitagliptin uygulanan obez ratlarda oksidatif stres artmaktadir.

Sitagliptin uygulanan obez ratlarin (HFD grubu) karacigerinde de oksidatif stresin
arttig1, fakat oksidatif stresin artmasina neden olan iNOS gen aktivasyonunun NFkB
aktivasyonundan bagimsiz bir sekilde gerceklestigi belirlenmistir. Sitagliptinin obez
ratlardaki oksidatif strese etki mekanizmasinda, iNOS gen ekspresyonlarinin hangi
mekanizma ile uyarildiginin belirlenmesi i¢in daha ileri c¢aligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Hem plazmada, hem de dokuda biyokimyasal veya molekiiler metotlarla Slgiilen
oksidan-antioksidan diizeylerinin degisik nedenlerle farkli ¢ikabilecegi tezin tartisma
boliimiinde belirtilmisti. Bu nedenler arasinda plazma veya dokuda glukoz
konsantrasyonunun diizeyi, deney kosullari, yas, agirlik, diyabet hastaliginin siiresi,
uygulanan diyet sayilabilmektedir. Ama sunulan ¢aligmada ratlara ait plazmalara ve
pankreas dokularina ayni yontemler (TAS, TOS) uygulanarak 6lgiilen oksidatif stress
diizeyleri farkli farkli bulunmustur. Sitagliptinin kan plazmasinda oksidatif stresi
etkilemez iken, pankreas ve karaciger dokusunda oksidatif stresi artirdig
belirlenmistir. Bu nedenlerle oksidatif stres diizeylerinin belirlenmesinde plazmadan
elde edilecek verilerin yeterli olamayabilecegi, ¢alisilan hastalikla ilgili dokularda da
analiz yapilmasi gerektigi anlagilmaktadir. Ayrica oksidan-antioksidan dengeyi
belirlemek i¢in, kan parametrelerinin tek basma yeterli olup olamayacagin
sorgulayan c¢alismalarin yapilmasi, oksidatif stres ¢alismalarina farkli bir bakis agisi

gelistirmeye yardimci olacaktir.

Kan plazmasinda ve cesitli dokularda yapilan c¢alismalar genellenirse diyabetin
ilerlemesinde ve patogenezinde, oksidatif stresin artmasiyla birlikte antioksidan

defans mekanizmalarinin bozulmasina paralel olarak, total antioksidan aktivitenin
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azalmasi 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle uygulanan antidiyabetik tedavinin
glisemik kontrolii saglamanin yaninda, oksidan-antioksidan dengeyi de desteklemesi
gerekmektedir. Bu acgidan sunulan ¢alismada uygulanan sitagliptin tedavisi
degerlendirilirse; sitagliptinin plazmada oksidatif stresi etkilemedigi, diyabetik
pankreas ve karaciger dokularinda ise oksidatif stresi artirdigi, bu yilizden de
antioksidan sistemi desteklemeyen antidiyabetik bir ila¢c profili ortaya koydugu

anlasilmaktadir.

Glukoza bagimli insiilin salinimini ve sentezini uyarmasi sebebiyle doz problemi ve
hipoglisemi riski olmaksizin kullanilabilecek olmasi ve [ hiicrelerindeki
proliferasyona etkisi nedeniyle, diger antidiyabetiklere oranla ¢ok daha avantajli
oldugu belirtilen sitagliptinin, oksidan/antioksidan dengeye olan olumsuz etkisi
dikkate alinirsa, etkinliginin daha da artirilabilmesi i¢in ¢esitli antioksidanlarla
kombine kullanimi 6nerilebilir. Ciinkii antioksidan takviye ile insiilin direncine de
etki eden oksidatif stres diizeyi azalacagi icin, sitagliptinin daha etkin bir sekilde

glukoz kontroliinii saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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OZET

Oral Antidiyabetik ilac Sitagliptin’in Oksidan-Antioksidan Denge Uzerine
Etkisinin Deneysel Tip 2 Diyabet Modeli Olusturulan Ratlarda Arastirilmasi

Diinya c¢apinda hizla yayilan diyabet, kronik bir metabolizma hastaligidir. Diyabetin
patogenezinde ve komplikasyonlarinda bir ¢ok mekanizma One siirlilmiistiir.
Komplikasyonlarin temel nedeni olarak serbest radikaller, en c¢ok kabul gdren
mekanizmalar arasindadir. Bu ylizden tedavide kullanilacak ilag, antidiyabetik
etkisini saglarken, antioksidan dengeyi de desteklemelidir. Bu baglamda sunulan
caligmanin amaci, bir oral antidiyabetik ilag olan sitagliptinin oksidan-antioksidan
denge lizerine etkisinin deneysel tip 2 diyabet modeli olusturulan ratlarda
arastirilmasidir.

Sitagliptin, dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) enziminin oral olarak aktif, etkili bir
inhibitoriidiir. Tip 2 diyabet tedavisi i¢in son zamanlarda gelistirilen tedavi yaklagimi
olarak DPP-4 inhibisyonu, bioaktif peptitlerin korunmasi siirecine dayanmaktadir.
Glukagon like peptit-1 (GLP-1) bu bioaktif peptitlerden en 6nemlisidir. Sitagliptin ile
DPP 4 inhibisyonu sonucunda, tip 2 diyabet hastalarinda GLP-1 aracilifiyla glisemik
kontrol saglandig1 bir ¢cok ¢aligmada gosterilmistir. Bu tez ¢alismasinda, obezite ile
birlikte insanlarda goriilen tip 2 diyabet modeli, yag orant % 57,3 olan yiiksek
enerjili yagl diyet (HFD) ve ikili diisik doz (30 mg/kg) STZ enjeksiyonu
kullanilarak gelistirilmistir.

Ratlardan su sekilde 5 grup olusturulmustur: Kontrol grubu (ratlara 24 hafta
stiresince standart yem verildi), HFD grubu (Ratlar 24 hafta boyunca yagh diyetle
beslendi), HFD-SIT grubu (12 hafta yagh diyetle beslenen ratlara sonraki 12 hafta
sitagliptin tedavisi uygulandi), DYB-KONT grubu (8 hafta HFD uygulamasindan
sonra ¢ift ve diisik doz streptozotosin injeksiyonuyla diyabet olusturulan grup),
DYB-SIT grubu (son 12 hafta sitagliptin tedavisi uygulanan diyabetik grup). Calisma
stiresince (24 hafta), her hafta rat agirlik artislari, 4 haftada bir plazma glukoz
seviyeleri belirlenmistir. Calisma sonunda plazmada; HbAlc, insiilin, ALT, AST,
LDH, TAS ve TOS diizeyleri dl¢lilmiis ve total protein, TAS ve TOS diizeyleri
pankreasta da degerlendirilmistir. Sitagliptinin insiilin direncine etkisi ise insiilin
tolerans testi ile saptanmustir.

Ayrica bu ¢alismada sitagliptinin oksidan-antioksidan dengeye etkisini belirlemek
amaciyla, streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarin karaciger dokusunda,
antioksidan enzimler (CAT, SOD, GPx), NFKB ve iNOS’un mRNA ekspresyon
diizeyleri belirlenmistir.
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Bu calismada sitagliptin, diyabetik ratlarda glukoz, HbAlc ve IR seviyelerinin
diismesini saglamistir. Fakat, sitagliptinin diyabetik rat plazmalarinda oksidatif stresi
etkilemedigi, pankreas dokusunda ise TAS seviyelerini diisiirerek oksidatif stresi
artirdigl bulunmustur.

Ayrica bu g¢alisma ile sitagliptinin NFkB ve iNOS gen ekspresyonlarin1 uyararak

antioksidan enzimlerin mRNA ekspresyonlarini baskiladigi, boylelikle oksidatif
stresi diyabetik rat karacigerinde de artirdig tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sitagliptin, Oksidatif stres, Tip 2 diyabet, NFkB, INOS
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SUMMARY

Investigation of the Effect of Oral Antidiabetic Agent Sitagliptin on Oxidant-
Antioxidant Balance in Rats with Type 2 Diabetes Mellitus

Diabetes is a chronic metabolic disorder and increasing rapidly worldwide. Many
underlying mechanisms have been suggested in the pathogenesis and complications
of diabetes. Free radicals that are main cause of the complications most accepted
mechanisms. For this reason used drug for therapy, should support the antioxidant
balance while providing the antidiabetic effect. In this context, the purpose of study
is to investigate the effect of oral antidiabetic agent Sitagliptin on oxidant-antioxidant
balance in rats with type 2 diabetes mellitus

Sitagliptin is a potent and an orally-active inhibitor of the dipeptidyl peptidase 4
(DPP-4) enzyme. Inhibition of DPP-4 as a recent therapy for type 2 diabetes is based
on inactivation process of bioactive peptides. Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) is the
most important bioactive peptide for diabetes. Recent studies have been shown that
inhibition of DPP-4 with sitagliptin improves glycemic control in patients with type
2 Diabetes by effecting on GLP-1.

In this thesis a combination of twice low-dose streptozotocin (STZ, 30 ug/kg)
injection and high-fat diet (HFD, % 57,3 of energy as fat) were used for generating a
model mimicking human type 2 diabetes. Rats were divided into 5 groups as follows:
Control group (rats fed regular diet for 24 weeks), HFD group (rats fed with high-fat
diet for 24 weeks), HFD-SIT group (rats fed with high-fat diet for 12 weeks and then
treated sitagliptin for 12 weeks), DYB-Control group (rats fed with high-fat diet for 8
weeks and then of low-dose streptozotocin by twice intraperitoneal injection) and the
last group DYB-SIT (diabetic rats were treated with sitagliptin for last 12 weeks).
Rat weight gains were recorded every week and plasma glucose levels were
measured every four week during the study (24 weeks). At the end of the study
HbAlc, insulin, ALT, AST, LDH, total protein, TAS and TOS were assessed in
plasma. Total protein, TAS and TOS were also evaluated in samples obtained from
pancreas of rats. Additionally the effect of sitagliptin on insulin resistance (IR) was
determined by insulin tolerance test.

Moreover for effect of sitagliptin on oxidant-antioxidant balance in the
streptozotocin-induced diabetic rat liver tissues were determined by assessing
antioxidant enzymes (SOD, CAT, GPx), NFkB and iNOS on mRNA expression
level.

In this study sitagliptin in diabetic rats promoted decreases in the level of glucose,
HbAlc and IR. It was found that sitagliptin did not effect on oxidative stress at
diabetic rat plasma and it increases oxidative stress while decreasing levels of TAS in
pancreas tissue.
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Moreover, present study showed sitagliptin supression in mRNA expressions of
antioxidant enzymes while stimulating NFkB and iNOS gen expressions, it was
found also that sitagliptin increases oxidative stress liver of diabetic rats as well.

Key Words: Sitagliptin, Oxidative stress, Type 2 diabetes, NFKB, iNOS
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