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ONSOZ

Diyabete bagl olarak kardiyovaskiiler hastalik gelisme riskinin 6nemli dlciide
arttigr  bilinmektedir. Ozellikle endotel aracili gevseme yanitlarnin azalmasi
diyabetik bireylerde endotel disfonksiyonu gelismesini tetiklemektedir. Uzun siireli
diyabete bagli olarak gelisen endotel disfonksiyonunun temel nedeni NO
seviyelerindeki diisiise bagh olarak damar gevseme yanitlarinda goriilen azalmadir.
DPP4 inhibitorlerinin damar gevseme yamtlarin diizelterek vaskiiler sistem iizerinde
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir. Ne var ki, DPP4 inhibitorlerinin kullaniminin
damar endotelinde bulunan ve gevseme yanitlarina araciik eden beta 3
adrenoseptorleri nasil etkiledigine iliskin caligma literatiirde yer almamaktadir. Bu
nedenle, planladigimiz ¢alisma ile sitagliptinin diyabetik sican aortasindaki olasi

etkileri beta 3 adrenoseptorler iizerinden degerlendirilmistir.
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1. GIRiS

1.1 Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus insiilin eksikligi ya da direncine bagh olarak gelisen, kronik
hiperglisemi ile seyreden ve buna bagli olarak da goz, sinir sistemi, bobrekler, kalp
ve damarlarda ilerleyici kronik hasara yol agan metabolik bir hastaliktir (Al-Awar ve
ark., 2016; Deng ve Wang, 2016). Diyabette goriilen komplikasyonlarin basinda
noropati, nefropati ve retinopati gelmektedir, buna ek olarak, kardiyovaskiiler
hastalik goriilme riski de diyabetik hastalarda artmaktadir (Danaei ve ark., 2011).
Diyabetik bireylerde obezite, ateroskleroz, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon ve
dislipidemi gibi hastaliklarin goriilme siklig1 ve s6z konusu hastaliklarin ilerleme hizi
yiiksektir (Alexandru ve ark., 2016; Deng ve Wang, 2016; Kozakova ve Palombo,
2016). Diyabetin baslica bulgulari; polifaji (¢ok yeme), polidipsi (¢cok su i¢gme) ve
politiridir (¢ok sik idrara ¢ikma). Bu klinik bulgular, elbette ki, insiilin diizeyi ya da
etkinliginde meydana gelen azalma sonucu ortaya ¢ikan hipergliseminin sonucudur

(van Belle ve ark., 2011).

Amerikan Diyabet Birligi (ADA) 2014 verilerine gore Diabetes Mellitus tani
ve smiflandirma komitesi diyabet kriterleri acisindan bireyleri su sekilde
siniflandirmaktadir: En az 8 saat acliktan sonra dlciilen plazma glukozunun 100-125
mg/dl arasinda olmasi1 “bozulmus aclik plazma glukozu (BAPG)” olarak kabul
edilmektedir ve bu degere sahip bireyler “prediyabetik” olarak tanimlanmaktadir.
Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) yapilan bireylerde 2.saatte Olciilen plazma
glukozunun 140-199 mg/dl arasinda bulunmasi durumu da “bozulmus glukoz
toleransi (BGT)’seklinde ifade edilmektedir ve bu bireyler de benzer sekilde
“prediyabetik” olarak kabul edilmektedir. Bu degerlere sahip bireyler klinik olarak
diyabet tanis1 almasalar da, ilerleyen donemde diyabet tanis1 almalar1 olasidir ve
buna ek olarak, kardiyovaskiiler hastalik bakimindan da risk grubundadir (ADA,
2014).



Tiim diinyada 347 milyon diyabet hastas1 oldugu tahmin edilmektedir ve bu
sayinin 2030 yilinda ikiye katlanacagi ongoriilmektedir (WHO, 2009). Uluslararasi
Diyabet Federasyonu (IDF)’nun 2015 verilerine gore ise diinyada 415 milyon insan
diyabet hastasidir ve bu saymin 2040 yilinda 642 milyona ulagsmas1 beklenmektedir.
Kiiresel saglik harcamalarinin %12’sini diyabet nedeniyle yapilan harcamalar
olusturmaktadir ve bu tutar 673 milyar dolar degerindedir (IDF, 2015). Yine ayni
verilere gore Tiirkiye’de diyabet prevalanst %12,5 olarak bulunmustur. Toplumda 6
milyon 339 bin kisi diyabet hastasidir ve diyabet nedeniyle yapilan saglik harcamasi
kisi basina ortalama 846 dolardir (IDF, 2015).

Diyabet, esas olarak tip 1 diyabet (T1D) ve tip 2 diyabet (T2D) olarak
siniflandinlmistir. Tip 1 diyabet genel olarak insiilin iireten pankreas beta
hiicrelerindeki harabiyet nedeniyle olusmaktadir ve bu harabiyetin immiin bir
bileseninin de oldugu diisiiniilmektedir (Bluestone ve ark., 2010; Todd, 2010).
Dolayisiyla daha yaygin olarak cocuklarda ve genclerde goriillen T1D otoimmiin bir
hastalik olarak degerlendirilmektedir (Bluestone ve ark., 2010; Todd, 2010; van
Belle ve ark., 2011). Pankreas Langerhans adaciklarindaki beta hiicreler glukoza
duyarhidir ve kan glukoz seviyesini fizyolojik aralikta tutmak {izere insiilin
saliverilmesini diizenlemektedir. Beta hiicrelerin harabiyeti durumunda TID
hastalarinda kan glukoz diizeyi fizyolojik aralikta tutulamadigi icin ketoasidoz gibi
akut komplikasyonlar ile kalp hastaliklari, bobrek hasar1 ve korlitkk gibi ikincil

komplikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (Bluestone ve ark., 2010).

Ote yandan, T2D, daha cok ileri yaslarda ortaya cikan, insiilinin hem
saliverilmesindeki hem de duyarliligindaki bozukluga bagli gelisen diyabet tiiriidiir
(Kahn, 2003; van Belle ve ark., 2011). Cesitli organlar T2D patofizyolojisinde
onemli rol oynamaktadir. Pankreas, karaciger, iskelet kasi, adipoz doku, hatta
gastrointestinal sistem ve santral sinir sistemi arasindaki iliskinin bozulmast glukoz
homeostazinin bozulmasma ve dolayisiyla T2D olusumuna neden olmaktadir
(Scheen, 2003). Insiilinin ¢esitli fonksiyonlar1 arasinda glukoz metabolizmasindaki

rolii olduk¢a Onemlidir. T2D hastalarinda ozellikle karaciger ve iskelet kasinda



insiilin aracili glukoz kullanminin biiyiik Olciide azaldigi bulunmustur (Scheen,
2003). Ayrica hepatik glukoz iiretiminin insiilin ile diisitk oranda inhibe olmasi
miiskiiler ve hepatik insiilin direncinin varligim gostermektedir (Scheen, 2003). T2D
hastalarinda insiilin direnci, glukoz ve lipid metabolizmasi ile proinflamatuar
diizeyde gozlenen bozukluklarin ve hipertansiyon gelisiminin altinda yatan temel
etkendir (Forst ve ark., 2016). Ayrica insiilin direncinin derecesine bagli olarak bu tip

diyabette hiperinsiilinemi durumu ortaya ¢ikmaktadir (Marchetti ve ark., 2008).

Insiilin direnci, hem T1D’te hem de T2D’te ortak olarak gozlenmektedir ve
kardiyovaskiiler komplikasyonlarin gelismesinde belirgin bir rol oynamaktadir. 6
yildan daha uzun siiredir T1D olan hastalarda insiilin direncinin mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlarin goriillme riskini arttirdigi belirtilmistir (Sun ve
ark., 2016). Obeziteye bagh olarak gelisen insiilin direnci kas ve adipoz hiicrelerinin
normal diizeydeki insiiline duyarliliginin azalmasina yol agmaktadir. Genellikle T2D
hastalarinin kilolu ya da obez olmasi, T2D gelisiminde viicut yag dagiliminin da

onemli rolil olduguna isaret etmektedir (Scheen, 2003; van Belle ve ark., 2011).

Normal bir pankreasta glukagon iireten alfa (o) hiicreleri, insiilin iireten beta
(B) hiicreleri, somatostatin iireten delta (3) hiicreleri ve pankreatik polipeptid (pp)
tireten hiicreler gibi cesitli endokrin islevleri olan 1 milyona yakin Langerhans
adacigt bulunmaktadir (Forst ve ark., 2016; Marchetti ve ark., 2008). Artan kan
glukoz diizeyi beta hiicrelerinden insiilin saliverilmesini uyarirken alfa hiicrelerinden
glukagon saliverilmesini baskilar. Kan glukoz seviyesindeki azalma ise tersine
glukagon saliverilmesini uyarirken insiilin saliverilmesini baskilamaktadir. Bu
fizyolojik dongiide insiilin/glukagon orani hepatik glukoneogenezis, glikojenolizis ve

yag asidi oksidasyonunun kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir (Forst ve ark., 2016).

Insiilin saliverilmesinde temel uyarici glukoz olmasina karsin bazi besinler,
hormonlar, norotransmitter maddeler ve ilaglar da bu hormonun saliverilmesini
indiikleyici ve/veya arttiric1 etki gosterebilmektedir (Marchetti ve ark., 2008).

Glukoz ile indiiklenen insiilin saliverilmesinin mekanizmasi su sekilde ozetlenebilir;



Glukoz tastyicilart (GLUT 1, daha c¢cok GLUT 2) araciligiyla glukoz hiicre
membraninin iki tarafinda dengelenir ve glukokinazlar tarafindan fosforillenir.
Boylece glikoliz yoluyla metabolik akis sekillenir. Azalan bilesikler mitokondride
trikarboksilik asit dongiisiiyle karbohidratlardan ve yaglardan iiretilir. Bu sentezlenen
bilesikler elektron transfer zinciri (ETZ)’ne girer. ETZ’den iiretilen enerji,
mitokondri i¢ membranindan protonlarin pompalanmasi icin kullanilir ve bu
protonlar transmembran elektrokimyasal gradiyentini olusturur. Bu gradiyent, ADP
ve fosfor (P)’un birlesmesiyle ATP olusumunu saglar. Boylece sitozolde ATP/ADP
oraninin artmasiyla ATP aracih K* kanallart kapanarak hiicre membraninda
depolarizasyona neden olur. Bunun sonucunda hiicre icine ekstraseliiler Ca**

girisiyle ekzositoz aktivasyonu saglanir ve insiillin graniillerinden insiilin

saliverilmesi gerceklesir (Sekill.1) (Marchetti ve ark.,
2008).
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Sekil 1.1. Glukoz ile indiiklenen insiilin saliverilmesi sematik gosterimi (Marchetti ve ark.,
2008).

Insiilin ile iliskili hedef hiicrelerde bulunan insiilin reseptorlerinin
aktivasyonuyla farkli intraseliiler yolaklarda sinyal kaskadi baglamaktadir. Kas
hiicrelerinde fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K) yolaginin aktive olmasiyla glukoz
transporter 4 (GLUT 4) hiicre membrani icine dogru yerleserek hiicre i¢ine glukoz

molekiillerinin alinmasin1 saglar. Endotelyal hiicrelerde ise PI3K yolaginin



aktivasyonu nitrik oksit (NO) saliverilmesine ve bununla beraber vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde gevsemeye neden olur. Buna ek olarak; NO; VCAM-1, ICAM-1, E-
Selektin gibi vaskiiler adhezyon molekiilleri ile etkilesime girer, platelet
agregasyonunu ve proinflamatuar aktiviteyi azaltir. Bu intraseliiler yolak ile insiilin
endotel hiicrelerinde anti-aterojenik ve vazoprotektif etki gosterir (Forst ve ark.,
2016; Hsueh ve ark., 2004; Loscalzo, 1995). Ote yandan yiiksek insiilin
konsantrasyonlar1 endotelyal hiicrelerde MAPK/ERK sinyal yolagi, karacigerde
sterol diizenleyici eleman baglayici1 protein (SREBP)-1c yolag: gibi alternatif sinyal
yolaklarini aktive ederek endotelyal disfonksiyona ve birtakim lipid anormalliklerine

neden olmaktadir (Montagnani ve ark., 2002; Shimomura ve ark., 2000) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Intraseliiler insiilin sinyal kaskadinin gesitli dokulardaki sematik gosterimi. (Akt:
Protein kinaz B, aPKC: atipik protein kinaz C, eNOS: endotelyal nitrik oksit sentaz, ERK:
Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz, ET-1: Endotelin 1, FOXO1: Forkhead box protein
O1, GLUT4: Glukoz transporter 4, GSK3: Glikojen sentaz kinaz 3, IR: Insiilin reseptorti,
IRS: Insiilin reseptor substrati, MAPK: Mitojen aktive edici protein kinaz, MEK: Mitojen
aktive edici protein kinaz, NO: Nitrik oksit, PDK: Fosfoinositid bagimli kinaz, PI3K:
Fosfotidilinositol 3 kinaz, RAF: Proto-onkojen, SHC: Adaptor protein, SREBP 1c: Sterol
diizenleyici eleman baglayici protein 1c) (Forst ve ark., 2016).



Tip 2 diyabette kardiyovaskiiler komplikasyonlarin goriilme riski diger risk
faktorlerinden bagimsiz olarak 2 kat daha fazladir (Sarwar ve ark., 2010). Bu risk
genel olarak hiperglisemi ve damar iizerindeki oksidatif stres nedeniyle olusmaktadir
(Avogaro ve ark., 2011). Ayrica prediyabetik durumda gozlenen bozulmus aglik
glukozu ve glukoz tolerans1 da kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirmaktadir
(Kirpichnikov ve Sowers, 2001). Bu bulgular gostermektedir ki, karbonhidrat
metabolizmasindaki bozukluklar kardiyovaskiiler sagligi olumsuz etkilemektedir.
Koroner arter hastaligi, periferik vaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar gibi
ateroskleroz, konjestif kalp yetmezligi, inme gibi kardiyovaskiiler sorunlar diyabet
hastalarinda siklikla gozlenmektedir (Avogaro ve ark., 2011; Kirpichnikov ve
Sowers, 2001). Tip 2 diyabet i¢in ideal farmakoterapinin amaci yalnizca kan glukoz
seviyelerini diisiirmek degil, aym1 zamanda kardiyovaskiiler komplikasyonlarin
goriilmesini engellemek olmalidir (van Poppel ve ark., 2011). Hipergliseminin
indiikledigi vaskiiler hasar lipoproteinler dahil pek c¢ok wvaskiiler proteinin
glikasyonu, endotelyal disfonksiyon ve oksidatif stresten kaynaklanmaktadir
(Kirpichnikov ve Sowers, 2001). Aterosklerotik prosesin temelinde endotelyal

disfonksiyon oldugu diistiniilmektedir (Avogaro ve ark., 2006).

1.1.1. Diabetes Mellitus’un Vaskiiler Komplikasyonlari

Diyabetin viicutta kronik donemde yol a¢tig1 komplikasyonlar vaskiiler sistem
izerinde oldukca etkilidir. Glukoz aliminin insiilin aktivitesinden bagimsiz oldugu
bobrek, retina, vaskiiler endotelyum gibi dokularda mikrovaskiiler komplikasyonlarin
goriilme egilimi ozellikle fazladir, ciinkii bu dokularin glukoza maruziyeti kandaki
glukoz seviyeleri ile yakindan iligkilidir. Diyabette goriilen metabolik hasar kan
akisimin, endotel gecirgenliginin, ekstravaskiiler protein birikiminin  ve
koagiilasyonun degismesine yol acarak organ fonksiyon bozukluklarina, dolayisiyla

mikrovaskiiler komplikasyonlarin gelismesine neden olmaktadir (Khalil, 2016).

Hiperglisemiye bagli olusan hasarin hedef hiicreleri; 6zellikle retinada bulunan

kapiller endotelyal hiicreler, bobrek glomeriiliinde bulunan mezengial hiicreler,



noronlar ve periferal sinirlerdeki Schwan hiicreleridir. Glukoz transport
mekanizmalar sayesinde internal glukoz oranim sabit tutabilen hiicrelerin aksine s6z
konusu hiicrelerde hiicre i¢i glukoz miktar1 hiperglisemi nedeniyle yiikselmektedir ve
bu hiicre ici hiperglisemik ortam mikrovaskiiler hasarin gelisimine yol agcmaktadir

(Khalil, 2016).

Vaskiiler hasar olusumunda esas kriter olan endotelyal disfonksiyon deneysel
diyabet modellerinde ve klinik calismalarda ayrintili olarak incelenmistir. Diyabetik
makrovaskiiler hastaliklar hem morfolojik hem de fonksiyonel olarak
kardiyovaskiiler risk faktorlerinin basinda gelen aterosklerotik lezyonlarla benzerlik
gosterir. Ote yandan, retinopati, nefropati, noropati ve alt ektremitede vaskiiler
anomaliler gibi komplikasyonlarla kendini gosteren diyabetik mikrovaskiiler
hastaliklar sirastyla gérme bozukluklarina, bobrek yetmezligine, inmeye, diyabetik
kardiyomiyopatiye ve alt ekstremite disfonksiyonuna yol ag¢maktadir (Shi ve

Vanhoutte, 2017).

Diyabetik  mikrovaskiiler —hastaliklarda endotelyal disfonksiyon NO
saliverilmesinde azalma, inflamatuar faktorlerin iiretiminde ve oksidatif streste artis,
fizyolojik smirin {istiinde anjiyogenezis ve endotelyal tamir mekanizmalarinda
meydana gelen bozukluk ile karakterizedir. Diger yandan, diyabetik makrovaskiiler
hastaliklarda endotelyal disfonksiyonun temel karakteristikleri arasinda NO
biyoyararlanmiminda azalma, buna eglik eden kompensatuvar prostasiklin ve endotel
kaynakli hiperpolarizasyon faktorii (EDHF) iiretiminde artis ve endotel kaynakli
vazokonstriktorlerin iiretiminde veya aktivitelerinde goriilen artis sayilabilir (Shi ve

Vanhoutte, 2017).

Diyabet ve metabolik sendrom gibi patolojilerde ¢esitli vaskiiler yataklarda
endotelyuma bagimli gevseme yanitlarinin bozuldugu bildirilmistir (Bonetti ve ark.,
2003; De Vriese ve ark., 2000; Shi ve Vanhoutte, 2009; Shi ve Vanhoutte, 2017;
Verma ve Anderson, 2002). Diyabette olusan hiperglisemi, serbest yag asitlerinin

asirt saliverilmesi, insulin direnci, kompensatuvar hiperinsiilinemi gibi metabolik



dengesizlikler, NO sentezini ya da yikimimi diizenleyen molekiiler mekanizmalari
bozarak endotelyumu etkilemektedir. Bu durumda endotelyumun diizenleyici
roliiniin kaybolmas1 diyabetik vaskiiler hastaliklarin gelismesinde baslica onemli
faktor olarak goriinmektedir (De Vriese ve ark., 2000; King, 1996; Zeydanli ve ark.,
2010). Bu nedenle vaskiiler hasarin olusumunun Onlenmesi veya tedavisi igin

endotelyal disfonksiyon konusu iizerine yogunlagsmak énem tasimaktadir.

1.1.2. Endotelyal Disfonksiyon

Furchgott ve Zawadzki’nin 1980 yilinda vaskiiler duvari icten saran bir tabaka
olan endotelyumun lokal vaskiiler tonusun diizenlenmesinde etkin roliiniin oldugunu
gostermelerinden bu yana, hem fizyolojik hem de patolojik durumda endotelyumun
onemi iizerine calisiimaktadir (Furchgott ve Zawadzki, 1980; Shi ve Vanhoutte,
2017). Endotelyumun damarin gevsemesini saglayan aracilar1 salivererek
vazoprotektif ve homeostatik etki gostermek, vaskiiler tonusu ve aktiviteyi
diizenlemek gibi gorevleri bulunmaktadir. Ne var ki, farkli patofizyolojik durumlarda
endotelyal fonksiyonun irdelenmesi agisindan hem kolay uygulanabilir olmasi hem
de tekrarlanabilir bir parametre olmasi nedeniyle, endotelyal fonksiyon genellikle
endotelyum aracili gevseme yanitlar tizerinden degerlendirilmektedir (De Vriese ve

ark., 2000).

Saglikli bireylerde kan damarlari; endotel hiicreleri (tunica intima), damar diiz
kas hiicreleri (tunica media) ve ekstraseliiler matriks (tunica adventitia) olmak iizere
ic tabakadan olugmaktadir. Endotelyum, vaskiiler liimeni saran tek katlh hiicrelerden
olusmaktadir ve vaskiiler diiz kas hiicreleri ile kan arasinda bir ara ylizey gibi
davranmaktadir. Arterlerde, venlerde ve beyin, kalp, kas, cilt, akcigerler gibi pek ¢cok
organin kapilerlerinde endotelyum tabakasi bulunmaktadir (Delbin ve Trask, 2014;

Feletou, 2011; Lau ve ark., 2015).



Endotel hiicreleri, fizyolojik durumda vaskiiler homeostazin devamliligini
saglayan parakrin, endokrin ve otokrin islevleri yerine getirir. Genel olarak; vaskiiler
tonusun ve vaskiiler gecirgenligin diizenlenmesi, endotelyum kaynakl vazoaktif
maddelerin saliverilmesi, endojen ve ekzojen maddelerin metabolizmasi, platelet
agregasyonunun ve lokosit adhezyonunun Onlenmesi, hiicre proliferasyonunun
gerceklestirilmesi gibi gorevlerin yerine getirilmesinden sorumludur (Aird, 2007;
Bonetti ve ark., 2003; Delbin ve Trask, 2014; Feletou, 2011; Feletou ve ark., 2008;
Shi ve Vanhoutte, 2017; Vallance, 2001). Endotelyum kaynakli gevseme veya
kasilma faktorlerini salivermek suretiyle vaskiiler tonusun ayarlanmasinda;
prokoagiilan, antikoagiilan, fibrinolitik ve inflamatuar faktorleri salivermek suretiyle
de hemostazin, trombozun ve inflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde rol oynar
(Feletou ve ark., 2008; Lau ve ark., 2015). Normal sartlar altinda endotelyal hiicreler,
diger mediatorlere nazaran endotel kaynakli gevseme faktorlerini ve antikoagiilan
faktorleri salivermeyi tercih eder; ancak patofizyolojik durumlarda oksidatif stresin
etkisiyle  endotelyum  fenotipinde  gozlenen  modifikasyonlar  nedeniyle
vazokonstriksiyon, inflamasyon ve tromboz olusturmaya daha yatkin hale gecer (Lau

ve ark., 2015).

Endotelden saliverilen endotelin-1, prostaglandinler, anjiyotensin II,
tromboksan A2, reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi mediatorler damar kasilma
yanitlarina aracilik ederken; nitrik oksit (NO), prostasiklin (PGI2), endotel kaynakli
hiperpolarizasyon faktorii (EDHF) gibi mediatorler damar gevseme yanitina yol
acarlar (Lau ve ark., 2015; Vanhoutte ve Mombouli, 1996). Bunun yan sira endotel
hiicreleri, vazoaktif 6zellikte olsun ya da olmasin pek ¢ok polipeptid hormon, amin,
lipoprotein,  niikleotid gibi  dolasim  faktorlerinin  aktivasyonu  veya
metabolizasyonunda da rol oynar. Bu faktorlerden bazilar1 monoamin oksidaz
(MAO), anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE), katekol-o-metil transferaz (COMT),
endotelin doniistiiriici enzim (ECE), dipeptidil peptidaz IV (DPP-IV) olarak
siralanabilir (Feletou, 2011).



Endotelyum son derece dinamik bir doku olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Cesitli
biyokimyasal ve biyomekanik verileri alarak onlara kanda koagiilasyon, lokosit
transvaskiiler migrasyonu gibi; damar c¢eperinde ise diiz kas kasilma tonusunu
ayarlamak, vaskiiler remodeling ve gecirgenligi diizenlemek, ekstraseliiler matriks
bilesimini degistirmek gibi cesitli biyokimyasal sinyallerle yanit vermektedir (Mas,
2009). Ozellikle 1980°1i yillarda endotelyum aracili gevseme yanitlarindan sorumlu
ana mediatdriin nitrik oksit (NO) oldugunun bulunmasi ve endotelyal disfonksiyonun
onemli bir patolojik mekanizma oldugunun anlasilmasi endotelyum iizerine yapilan

calismalarda doniim noktasi olmustur (Mas, 2009).

Nitrik oksit (NO); ozellikle arterlerde endotelyumdan saliverilen ana
vazodilator elementtir. Hiicre membranindan kolayca difiize olabilen gorece stabil
bir gazdir (Stankevicius ve ark., 2003). Cesitli hiicre ici molekiillerle etkilesime
girerek hemostaz, fibrinolizis, arter ¢eperi ile 16kosit/plateletlerin etkilesimi, vaskiiler
tonusun diizenlenmesi, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu, kan basinci
homeostazi gibi pek ¢ok fizyolojik olayda 6nemli rol oynar (Napoli ve Ignarro, 2009;
Stankevicius ve ark., 2003). Ayrica NO, mitokondride gerceklesen oksidatif
fosforilasyonu sinirlayarak oksidasyon/rediiksiyon dengesini de diizenler (Moncada

ve Erusalimsky, 2002).

Kardiyovaskiiler sistemde endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS), noronal nitrik
oksit sentaz (nNOS) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) olmak iizere ii¢ cesit
nitrik oksit sentaz enzimi bulunmaktadir. Bu enzimlerden eNOS Ca** bagimli olarak
etki gosterirken, iNOS etkisini Ca*?dan bagimsiz olarak gosterir (Jin ve ark., 2011;
Rameshrad ve ark., 2016). Viicutta NO iiretilmesine aracilik eden pek cok farkli
uyaran bulunmaktadir. eNOS enzimi, fizyolojik kosullarda esas olarak kesme
gerilimi (shear stress) ile aktive olan ve NO iiretimine aracilik eden bir enzimdir.
Bunun disinda, asetilkolin, P maddesi, bradikinin, histamin, vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii (VEGF), insulin, serotonin gibi sinyal molekiilleri de en ¢ok bilinen
uyaranlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Govers ve Rabelink, 2001; Rameshrad ve

ark., 2016). Endotelyumda PI3/Akt sinyal yolag: ile aktive olan eNOS enzimi, L-
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arjininin oksidasyonunda rol oynamaktadir ve bu reaksiyon sirasinda NADPH, FAD,
tetrahidrobiopterin (BH4) gibi kofaktorlerin varliginda L-arjinin L-sitriiline
doniigiirken reaktif bir gaz olan NO aciga ¢ikmaktadir (Furchgott ve Zawadzki, 1980;
Griffith ve Stuehr, 1995; Jin ve ark., 2011; Rameshrad ve ark., 2016).

NO, Ca**/kalmodulin bagimli ya da bagimsiz sinyal yolaklar ile etkisini
gosterebilir (Jin ve ark., 2011). Uretilen NO endotelyal hiicrelerden damar diiz kas
hiicrelerine difiize olur ve burada ¢oziiniir guanilil siklazin (sGC) hem kismina
baglanarak GTP’nin siklik guanin monofosfata (¢cGMP) doniismesine aracilik eder,
boylece protein kinaz G (PKG) aktivasyonu saglanir (Munzel ve ark., 2003;
Rameshrad ve ark., 2016). PKG, hiicre icine Ca* girigini inhibe ederek hiicre igi
Ca* seviyelerinde azalmaya neden olur. Bu azalma sonucu kontraktil elementlerin
Ca*™a olan afinitesi azalr ve Ca* kontraktil elementlerden ayrilir. Boylece
vazodilatasyon gerceklesir. Diger yandan PKG, sarkoendoplazmik retikulum Ca*
ATPaz (SERCA) fosforilasyonu ile sitozolik Ca* seviyelerini azaltir (Rameshrad ve
ark., 2016). cGMP ile aktive olan myosin hafif zincir fosfatazlar (Moncada ve Higgs,
1993) ve ATP aracili potasyum (K-ATP) kanallar1 (Sasaki ve ark., 2000) araciligiyla
da vazodilatasyon gerceklesir. NO, hem ATP aracihi hem de Ca** ile aktive olan
potasyum (K*) kanallarim1 acarak hiicre membraninda hiperpolarizasyona neden
olmaktadir. Bdylece voltaj bagimli Ca* kanallari iizerinden hiicre i¢ine Ca** girisini
azaltarak dogrudan vazodilatasyon gerceklestirir (Sekil 1.3.) (Rameshrad ve ark.,
2016). Ayrica hiicre ici cGMP seviyelerinin artmasi nitro-oksidatif strese karsi

koruyucu etki gostermektedir (Rameshrad ve ark., 2016).
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Sekil 1.3. Endotel kaynakli NO ile vaskiiler tonusun diizenlenmesi sematik gosterimi. o
o adrenerjik reseptor, SHT: Serotonin, SHT1D: Serotoninerjik reseptor 1D alttipi, ACh:
Asetilkolin, Angl-7: Anjiyotensin 1-7, APR: Adiponektin reseptorii, AVP: Arjinin
vazopressin, B: Bradikinin reseptorii, E: Epinefrin, EP4: Prostaglandin E2 reseptor 4, ER:
Nongenomik Ostrojen reseptorii, ET: Endotelin, ETB: Endotelin B tipi reseptorii, GLP:
Glukagon benzeri peptid 1 reseptorii, GPR55: G protein kenetli reseptor 55, H: Histamin
reseptorii, IP: Prostasiklin reseptorii, IR1: insiilin reseptorii, M: Muskarinik reseptor, Mas:
Mas reseptorii, MC: Melanokortin reseptorii, NE: Norepinefrin, P: Piirinerjik reseptor, PAR:
Proteaz aktive edici reseptor, SP1: Sfingozin 1 fosfat, TRP: Transient potansiyel reseptor V4,
V: Vazopressin reseptorii, VEGFR: vaskiiler endotelyal bilyiime faktorii reseptorii, VDR:
Vitamin D reseptorii (Vanhoutte ve ark., 2016).

NO biyoyararlanimi, saglikli vaskiiler fonksiyonun belirtecidir (Creager ve
ark., 2003). Endotelyal disfonksiyon; endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)
aktivitesinin azalmasi, NO sentezi icin gereken kofaktorlerin eksikligi, NO
saliverilmesinde diisiis veya NO degredasyonunda artis goriilmesi gibi durumlarla
NO biyoyararlaniminin azalmasi sonucu vaskiiler tonusun diizenlenmesinde
bozukluk meydana gelmesi ile karakterize edilmektedir (Creager ve ark., 2003;
Radenkovic ve ark., 2013). Hiicresel ve deneysel diyabet modellerinde, ayrica
hipertansiyon, obezite, hiperkolesterolemi gibi patolojilerde endotelyal disfonksiyon,

ateroskleroz vb. klinik kardiyovaskiiler belirtilerin gozlendigi acgikca ortaya
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konmustur (Creager ve ark., 2003; Radenkovic ve ark., 2013). Bu bulgularin yani
sira, pek cok klinik caligmada da tip-1 ve tip-2 diyabet hastalarinda endotelyum
kaynakl1 vazodilatasyon yanitlarinda anormallik goriildiigii bildirilmistir (Creager ve

ark., 2003).

Endotelyal disfonksiyon 6zellikle diyabetik vaskiiler komplikasyonlarin
basinda gelmektedir. insiilin direnci, glukotoksisite ve lipotoksisite pro-inflamatuar
ve oksidatif yolaklarla degisen endotelyal fonksiyonu beraberinde getirmektedir
(Potenza ve ark., 2009). Endotel kaynakli NO’nun azalmasi, degisen glukoz ve lipid
metabolizmasi nedeniyle ROS {iiretiminin artmasina bagli olarak NO sentezinin,
saliverilmesinin ya da biyoyararlaniminin azalmasindan kaynaklanir (Potenza ve
ark., 2009). Deneysel diyabet modellerinde insiilin duyarliligindaki diisiis ile NO
biyoyararlaniminin azalmasi arasinda patofizyolojik bir iliski oldugu bulunmustur.
NO biyoyararlaniminin azalmasi ve siiperoksit anyonlarinin (O;) iiretiminin artmasi

diyabetik durumda vaskiiler hasarin isaretidir (De Vriese ve ark., 2000).

Hiperglisemi, cesitli hiicresel olaylarla endotel hiicrelerinden iiretilen bir
siiperoksit olan reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumunu indiiklemektedir. Bu
indiiksiyon mitokondriyal elektron tagima zinciri iizerinden baglamaktadir ve olusan
siiperoksit anyonlar1 cesitli elementlerle baglanarak endotelyal kaskada dahil
olmaktadir (Creager ve ark., 2003; Nishikawa ve ark., 2000a). Hipergliseminin neden
oldugu vaskiiler hasar1 agiklamak igin poliol yolagimin aktivasyonu, enzimatik
olmayan glikasyon, redoks olasilikli degisimler, diagilgliserol (DAG)- protein kinaz
C (PKC) yolaginin uyarilmasi gibi farkli hipotezler olusturulmustur (Hink ve ark.,
2001).

Poliol teorisi ile siganlarda sorbitol iiretiminin ve akiginin artmasinin diyabetik
komplikasyonlara neden oldugu gosterilmistir (Ishii ve ark., 1998). Enzimatik
olmayan glikasyon teorisi, glukozun proteinlerin primer aminleriyle kovalent
baglarla etkilesime girmesi sonucu glikasyon (iiriinleri olusturmasi temeline

dayanmaktadir. Olusan glukoz protein kompleksleri direkt olarak ya da oksidayon
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irtinleri olusturarak vaskiiler anomalilere neden olmaktadir (Ishii ve ark., 1998).
Diyabetle iliskilendirilen vaskiiler komplikasyonlar1 aciklamada gii¢lii bir rolii
oldugu diisiiniilen DAG-PKC yolagi da odaklanilan bir diger hipotezdir (Hink ve
ark., 2001; Ishii ve ark., 1998). Hiperglisemiye bagli olarak DAG iiretiminde artig
gozlenmekte ve olusan DAG, PKC aktivasyonuna neden olmaktadir. Aktive olan
PKC, fosfatidilinositol 3 kinaz yolagim inhibe ederek Akt kinaz aktivasyonunu ve
sonrasinda NOS’un fosforilasyonunu sinirlandirarak NO {iretiminin azalmasina yol
acmaktadir (Creager ve ark., 2003). Glukoz ile aktive olan protein kinaz C (PKC),
membrana kenetli NADPH-bagimli oksidazlar1 aktive etmekte ve devaminda
siiperoksit anyonlar1 olusmaktadir. Olusan ROS ile endotelden saliverilen NO’nun
reaksiyonu sonucu kararsiz bir molekiil olan sitotoksik peroksinitrit (ONOQ")
meydana  gelmektedir.  Peroksinitrit, NOS  enziminin  kofaktorii  olan
tetrahidrobiopterini okside ederek enzim kenetlenmesini bozmakta (uncoupling)
boylece siiperoksit anyonlarinin seviyeleri daha da artmakta ve NO inaktive
olmaktadir (Creager ve ark., 2003). Hipergliseminin indiikledigi oksidatif stres ayni
zamanda NOS’un kompetitif antagonisti olan asimetrik dimetilarjininin (ADMA)
metabolize olmasimi engelleyerek ADMA seviyelerinde artisa neden olmaktadir

(Creager ve ark., 2003; Lin ve ark., 2002).

NO seviyelerinin azalarak peroksinitrit seviyelerinin artmasi damar gevseme
yanitlarinin  bozulmasina ve sonu¢ olarak kardiyovaskiiler komplikasyonlarin
gelismesine neden olmaktadir (Mason ve ark., 2012; Mason ve ark., 2011). Bu
nedenle, NO seviyelerindeki azalmanimn Onlenerek endotel fonksiyonunun
iyilestirilmesi, vaskiiler hasarin diizeltilmesinde Onemli bir yaklasim olarak

goriinmektedir.

1.1.3. Nitrik Oksit Saliverilmesini Arttiran Faktorler

Endotelyumdan NO saliverilmesini arttiran cesitli faktoérlerden bulunmaktadir.
Bunlardan ilkini damarlardan akan kanin endotel hiicrelerde olusturdugu gii¢ olarak

tanimlayabilecegimiz kesme gerilimi olusturmaktadir. Shear stres eNOS olusumunu
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ve aktivitesini arttirarak NO saliverilmesinde artisa, bdylece akis aracili

vazodilatasyona neden olmaktadir (Vanhoutte ve ark., 2017).

NO prekiirsorii olan L-arjininin akut uygulanmasiyla insanlarda endotelyum
bagimli gevseme yanitlarinin arttigi gosterilmistir (Perticone ve ark., 2005). Diger
yandan NO olusumunda esansiyel kofaktér olan tetrahidrobiopterinin (BH4)
eksikligi ya da seviyelerinin diisiikk olmasi NO aracili endotelyum bagimli gevseme
yanitlarinda azalmaya neden olmaktadir (Vanhoutte ve ark., 2017). BH4 verilen
sicanlarda vaskiiler NO/cGMP sinyal yolagimin aktivasyonunda artis gozlenmistir

(Kang ve ark., 2011).

Bir diger faktor olarak insiilin, eNOS ekspresyonunu arttirarak NO aracili
vazodilatasyonu arttirmaktadir (Fisslthaler ve ark., 2003). Bundan baska GLP-1, hem
endotelyum bagimli NO aracili gevseme yanitlarim iyilestirmekte hem de eNOS
protein ekspresyonunu ve aktivitesini arttirmaktadir (Ding ve Zhang, 2012; Osto ve
ark., 2015). Buna paralel olarak GLP-1’in yikimindan sorumlu olan DPP4 enziminin
inhibisyonu da endotelyal disfonksiyonu diizeltmektedir (Liu ve ark., 2012;
Matsubara ve ark., 2012; Salheen ve ark., 2015).

1.2. inkretin Mimetikler

Inkretin mimetikler, GLP-1, GIP gibi inkretin hormonlan taklit ederek etki
gosteren yeni antidiyabetik ila¢ sinifidir. DPP4 inhibitorleri, GLP-1’in de yer aldigi
inkretinlerin parcalanmasini 6nleyerek, bu hormonlarin biyoaktivitelerini arttirmakta,

boylece inkretin etki gostermektedirler (Nielsen, 2005).

Inkretin mimetikler etkilerini; glukoz bagiml insiilin saliverilmesini arttirarak,
glukagon sekresyonunu baskilayarak, gastrik bosalmay1 yavaslatarak, besin alimini

azaltarak gostermektedir (Nielsen, 2005).

15



Oral yolla bolus glukoz verildikten sonra pankreas beta hiicrelerinden
saliverilen insiilin seviyelerinin, aymi miktar intraven6z bolus glukoz
injeksiyonundan sonra gozlenen insiilin seviyelerinden fazla olmasi, postprandial
insiilin saliverilmesinde bagirsak hormonlarinin roliinii giindeme getirmistir (Holst
ve Gromada, 2004). Bagirsak hormonlarinin insiilinotropik etkileri ‘inkretin etki’’

olarak kabul edilmistir (Holst ve Gromada, 2004; Nielsen, 2005).

Tip 2 Diyabet hastalarinda genel olarak GIP’e bagh glukoz diisiiriicti etki
izlenememektedir, ancak GLP-1"in insiilinotropik etkisi goriilmektedir. Bu nedenle

terapotik hedefler GLP-1 iizerinde yogunlasmistir (Nielsen, 2005).

1.2.1. GLP-1 Analoglar1

Glukagon benzeri peptid (GLP-1), ince bagirsak L hiicrelerinden saliverilen bir
proglukagon peptiddir. GLP-1(7-36) amid ve GLP-1(7-37) amid olmak iizere iki
formu bulunan bu hormonun, yemek sonrasi dolasimda bulunan formu GLP-1 (7-
36)’dir (Drucker ve Nauck, 2006). Yemekten sonra plazma GLP-1 diizeyleri hizla
artmaktadir (yaklasik 10 dk), ancak, GLP-1, DPP4 enzimi ile kisa siirede (2 dk)
parcalanmakta ve inaktif form olan GLP-1(9-36)’ya doniismektedir, bu nedenle
etkisi kisa siirmektedir (Drucker ve Nauck, 2006; Holst ve Gromada, 2004; Nielsen,
2005).

GLP-1’in hizla parcalanmasi sorunu DPP4 enzimine direncli olan ya da
farmakokinetik 6zelliklere uygun olarak daha biiyiik molekiillii olan GLP-1 reseptor
agonistlerinin gelistirilmesine yol a¢cmustir. Kertenkele venomundan elde edilen
parcalanmaya direncli exenatid ve DPP4’ e direncli liraglutid bilinen GLP-1
analoglaridir (Drucker ve Nauck, 2006).

GLP-1R agonistleri, G protein kenetli reseptdr ailesinden olan GLP-1
reseptorlerine (GLP-1R) baglanarak etki olusturmaktadir (Drucker ve Nauck, 2006).
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GLP-1R’leri pankreas o ve [ adacik hiicrelerinde, santral ve periferal sinir
sisteminde, kalpte, akcigerlerde, bobreklerde, gastrointestinal kanalda (Drucker ve
Nauck, 2006), ayrica vaskiiler diiz kas hiicrelerinde (Ban ve ark., 2008)
bulunmaktadir. GLP-1R aktivasyonu Gs proteini iizerinden adenilat siklazin
aktivasyonuyla gerceklesmekte cAMP/PKA sinyal yolagiyla biyolojik yanit
goriilmektedir (Ban ve ark., 2008; Drucker ve Nauck, 2006).

1.2.2. Dipeptidil Peptidaz 4 (DPP4) inhibitorleri

Dipeptidil peptidaz 4 (DPP4), viicutta ya plazmada ¢6ziiniir formda bulunan ya
da endotelyal hiicreler dahil pek ¢ok hiicre membraninda bir transmembran proteini
olarak yerlesen, serin peptidaz fonksiyonu sergileyen bir glukoproteindir (Holst,
2004; Matheeussen ve ark., 2011; Son ve Kim, 2015). CD26 veya adenozin
deaminaz baglayici protein (ADAbp) olarak da bilinmektedir (Durinx ve ark., 2000).
Sicanlarla yapilan calismada bobrek, ince bagirsak ve akciger membranlarinda
yilksek miktarda, karaciger membraninda orta miktarda, kalp ve dalak
membranlarinda az miktarda bulundugu gosterilmistir (Hong ve ark., 1989). DPP4,
hiicre membramn ile iliskili hiicrei¢i sinyal transdiiksiyon yolaklarinin aktivasyonu,
hiicre-hiicre etkilesimi, enzimatik aktiviteler gibi cesitli biyolojik fonksiyonlarda rol

oynamaktadir (Drucker ve Nauck, 2006).

DPP4’iin en cok calisilan substratlar1 glukagon benzeri peptit-1 (GLP-1) ve
glukoza bagiml insiilinotropik peptid (GIP)’dir. DPP4’iin inhibisyonu, GLP-1 ve
GIP gibi inkretinlerin par¢alanmasini Onleyerek dolasimdaki inkretin seviyelerini
arttiir.  Artan inkretin seviyeleri, yemek sonrasi insiilin etkinliginin uzamasini
saglamaktadir (Rohrborn ve ark., 2015). Bu etkisiyle DPP4 inhibitorleri giintimiizde
diyabet tedavisi i¢cin kullanilmaktadir (Drucker ve Nauck, 2006; Kubota ve ark.,
2012; Rohrborn ve ark., 2015; Shah ve ark., 2011b).
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DPP4, peptidlere N wucundan 2.pozisyondaki alanin veya prolin
aminoasitleriyle baglanmaktadir (Thornberry ve Gallwitz, 2009; Ussher ve Drucker,
2012; Ussher ve Drucker, 2014). Benzer sekilde GLP-1’e baglanarak birka¢ dakika
icinde onu inaktive etmektedir. Bu hizli baglanma ve inaktivasyon nedeniyle
parenteral verilen GLP-1’in diyabet tedavisinde devamli kullanimi pek makul
gorinmemektedir. Boylece DPP4 inhibitorleri alternatif tedavi segenegi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. DPP4 inhibitorleriyle biyolojik olarak aktif GLP-1 plazma
seviyeleri artarken aym1 zamanda GIP ve glukoz homeostazini diizenleyen bazi
peptidlerin de parcalanmasi Onlenmektedir. Béylece DPP4 inhibitorlerinin ekstra
yararl etkileri oldugunu diistinmek miimkiindiir (Thornberry ve Gallwitz, 2009).
Bununla birlikte oral olarak uygulanmasi, inkretin mimetiklere gore DPP4

inhibitorlerinin kullanimini kolaylastirmaktadir (Drucker ve Nauck, 2006).

Sitagliptin, vildagliptin, alogliptin ve saksagliptin DPP4’e yiiksek affinitesi
olan yarismali inhibitorlerdir. Insanlarda farmakokinetik/farmakodinamik 6zellikler,
etkililik, giivenlilik bakimindan daha ¢ok sitagliptin ve vildagliptin ile ¢alismalar
yapilmistir (Ahren, 2008). Klinik c¢alismalarda DPP4 inhibitorlerinin iyi tolere
edildigi, hipoglisemiye neden olmadigi ve kilo aldirmadigi gosterilmistir (Ahren,
2008). Sitagliptin, FDA tarafindan 2006 yilinda hem monoterapi olarak, hem de
metformin veya tiazolidindion ile kombine tedavi olarak kullanim i¢in onay almistir.
Sonrasinda bu ilaclarin siilfoniliire ve siilfoniliire + metfomin tedavilerine eklenmesi

karar1 onaylanmistir (Thornberry ve Gallwitz, 2009).

Cesitli preklinik calismalar ve baz1 gozlemsel calismalar sonucunda DPP4
inhibitorlerinin kardiyovaskiiler (KV) risk faktorleri ve kardiyovaskiiler patolojilerin
mekanizmasi lizerinde olumlu etkileri olabilecegi gosterilmistir (Son ve Kim, 2015).
DPP4 inhibitorlerinin GLP-1 bagimli KV etkileri, plazma glukoz ve lipid diizeylerini
azaltmasiyla ya da kardiyomyositler ve vaskiiler ceper iizerindeki direkt etkisiyle
olusmaktadir. Ancak GLP-1’in yam sira DPP4 inhibitorleri, stromal hiicre kaynakli

faktor 1o, B tipi natriiiretik peptid (BNP), néropeptid Y, P maddesi, bradikinin gibi
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vazoaktif ve muhtemel kardiyoprotektif etkili peptidlerin seviyelerini arttirarak da

KV etkilerini gosterebilmektedir (Son ve Kim, 2015).

1.2.2.1. DPP4 inhibitorlerinin Vaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

DPP4, yalnizca inkretinleri degil; inflamasyon, immiinite ve vaskiiler
fonksiyonlar1 diizenleyen cesitli sitokinleri, kemokinleri ve noéropeptidleri de inaktive
etmektedir (Fadini ve Avogaro, 2011). Dolayisiyla glukoz homeostazinin
diizenlenmesi yaninda inflamasyon, immiinite, vaskiiler ve kardiyak fonksiyonlar
tizerinde de DPP4 enziminin fizyolojik rolii vardir (Fadini ve Avogaro, 2011;
Vanderheyden ve ark., 2009). Bu bilgilerden yola ¢ikarak, DPP4 inhibitorlerinin
cesitli organlardaki anti-diyabetik Ozelliklerinden bagimsiz etkileri iizerinde de
arastirmalar devam etmektedir (Rohrborn ve ark., 2015). Bu calismalar DPP4
inhibitorlerinin anti-inflamatuar, anti-aterosklerotik ve damar gevseme yanitini
arttiric1 etkileriyle vaskiiler sistem tiizerinde koruyucu o6zelligi oldugunu ortaya
koymustur (Matsubara ve ark., 2012; Shah ve ark., 2011a). DPP4 inhibitorleri bu
koruyucu etkileri GLP-1’e bagimli ya da GLP-1’den bagimsiz olarak
gerceklestirmektedir (Silva Junior ve ark., 2015).

DPP4 inhibisyonu ile endotel disfonksiyonunun ve aterogenezin azalmasi
iliskili bulunmustur (Hu ve ark., 2013). GLP-1 analogu exendin-4 ile yapilan damar
calismalarinda exendin-4 infiizyonunun aortik endotel hiicrelerinde monosit
adhezyonunu ve TNF alfa, MCP-1 gibi oncii inflamatuar sitokinleri azalttii
(Arakawa ve ark., 2010), ayrica insan koroner arter endotel hiicrelerinde e-NOS,
protein kinaz A (PKA), PI3K/Akt sinyal yolaklar iizerinden proliferasyonu uyardigi
(Erdogdu ve ark., 2010; Fadini ve Avogaro, 2011) gosterilmistir.

Aorta halkalariyla yapilan deneyde alogliptinin doz bagimli olarak gevseme
yanitlarina aracilik ettigi goOsterilmistir (Shah ve ark., 2011b). Gozlenen bu

gevsemenin GLP-1’den bagimsiz olarak gergeklestigi, yanitin endotel kaynakli NO
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ve EDHF aracili mekanizmalar ile saglandigi bildirilmistir (Shah ve ark., 2011b).
Diger yandan apoE-eksik farelerde des-fluoro sitagliptinin GLP-1 aktivitesini
arttirarak cAMP/PKA yolagi tizerinden eNOS fosforilasyonunu sagladigi, boylece
endotelyal disfonksiyonu diizelttigi gosterilmistir (Matsubara ve ark., 2012). Cigek
ve ark. (2014), hiperglisemi nedeniyle gozlenen vaskiiler hasara kars1 sitagliptinin
koruyucu etkileri oldugunu, ayrica akut sitagliptin uygulamasinin baskilanan aortik
gevseme yanitlarim reseptor aracilit NO yolagi {izerinden diizelttiini gostermistir

(Cicek ve ark., 2014).

Yapilan calismalarda endotel hiicrelerinde yiiksek oranda DPP4 bulundugu
tespit edilmistir (Drucker ve Nauck, 2006; MclIntosh, 2008; Moritoh ve ark., 2008).
Obezite ve diyabet gibi patolojilerde DPP4’{in asir1 iiretiminin endotel fonksiyon
hasarini tetikleyebilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim, Sanchez-Ferrer ve ark. (2013)
yaptiklar1 calismada c¢oziiniir formdaki DPP4’iin (sDPP4) direkt olarak endotel
aracili asetilkolin (ACh) gevseme yanitlarinda doz bagimli hasar olusturdugunu
gostermistir (Sanchez-Ferrer ve ark., 2013). Bu bilgiler 1s18inda endotel hasarimin
onlenmesi veya tedavisi amaciyla DPP4 inhibitorlerinin kullanilmasi mantikli bir

yaklagim olarak goriinmektedir.

1.3. B Adrenerjik Reseptorler

Adrenerjik reseptorler, Ahlquist tarafindan alfa (o) ve beta () adrenoseptorler
(AR) olarak smiflandirilmistir. Bunu takiben 1967 yilinda Lands ve ark. beta
adrenoseptorleri B; ve P, olmak iizere alt tiplere ayirmustir (Arch ve Kaumann,
1993). Bu ayrimdan sonra yapilan calismalarda ;-AR ve [,-AR aminoasit

dizilimlerinin birbirinden farkli oldugu tespit edilmistir (Arch ve Kaumann, 1993).

Kardiyovaskiiler sistemde beta adrenerjik reseptorler 6nemli rol oynamaktadir.
Kalpte baskin olan ;-AR’ler kalp atim hizimt (pozitif kronotropi) ve kalp kasilma

giiclinii (pozitif inotropi) arttirmakta, ayni zamanda gevseme oraninda da artisa
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(pozitif lusitropi) neden olmaktadir (Queen ve Ferro, 2006). Vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde ve plateletlerde bulunan ,-AR’ler ise sirasiyla vazodilatasyona ve
platelet agregasyonunun inhibisyonuna aracilik etmektedir (Queen ve Ferro, 2006).
Ayrica vaskiiler endotelyal hiicrelerde ve daha az olmak iizere myokardiyumda da

B>-AR’ler bulunmaktadir.

G protein kenetli reseptor ailesinden olan 3 adrenoseptorlerin klasik sinyal
yolagi vaskiiler diiz kas hiicrelerinde tanimlanan Gs proteini, adenilil siklaz (AC),
siklik adenozin monofosfat (cAMP) ve protein kinaz A’y1 kapsamaktadir. Buna ek
olarak, mitojen aktive edici protein kinaz (MEK), p42/p44 mitojen aktive edici
protein kinaz (p42/p44 MAPK ya da ERKI1/2 yolag), Gi protein kenetli
fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3)/ protein kinaz B (Akt) sinyal yolaklar1 ile de
uyarilabilmektedir (Queen ve Ferro, 2006).

Klasik sinyal yolaginda B-AR uyarilmasiyla Gs proteininin o iinitesi AC ile
birleserek ATP’nin cAMP’ye doniisiimiinii saglamaktadir. cAMP’nin aktive ettigi
PKA cesitli proteinleri fosforillemektedir. Ornegin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
PKA, myozin hafif zincir kinazi fosforilleyerek bu proteinin kalmoduline olan
affinitesini azaltmakta ve [,-AR aracil vazodilatasyon gergeklestirmektedir.
Kardiyak myositlerde ise aktive olan PKA, L tipi Ca®* kanallari uyararak hiicre
icine Ca®* girisini arttirmakta ve Pi;-AR/B,-AR aracili kardiyak kasiimaya yol
acmaktadir (Queen ve Ferro, 2006).

[Ik literatiir bilgileri katekolaminlerin beta adrenoseptor aracili etkilerini klasik
B; ve P, adrenoseptorlerin (AR) aktivasyonu ile iligskilendirmisse de, beyaz ve
kahverengi yag dokusu, sindirim kanali gibi dokularda lipoliz, yag dokularinin
oksijen tiiketimi, sindirim sistemi diiz kaslarinin gevsemesi gibi yanitlarin bu
reseptorlerle baglantili  olmadigi bulunmustur. Boylece, olast 3 adrenerjik
reseptorlerin varligi hipotezi ortaya atilmistir (Arch ve Kaumann, 1993; Berlan ve

ark., 1995). Bs-AR aracili etkiler; yag hiicrelerinde oksijen tiiketiminin artisi,

21



lipolizin uyarilmasi, adenilat siklazin aktivasyonu, cAMP birikmesi gibi metabolik
yanitlarin farmakolojik analizi temeli iizerinden degerlendirilmistir (Berlan ve ark.,

1995).

1.3.1. B3 Adrenerjik Reseptorler

Yapilan caligmalar sonucunda klasik B-AR antagonistlerine diisiik affinitesi
olan ve yeni atipik B-AR agonistleriyle (BRL37344) selektif olarak uyarilan
adrenoseptorler B3-AR’ler olarak kabul edilmistir (Arch ve Kaumann, 1993). Insan,

fare ve sicanlardan klonlanan B3-AR’lerin tiimii bahsedilen 6zelliklere sahiptir.

Bs-AR’lerin sigan, fare, hamster, kopek ve tavsan beyaz ve kahverengi
adipositlerinde, guinea pig ileumunda ve sican gastrik fundusunda yerlestigi
bulunmustur (Arch ve Kaumann, 1993). B3;-AR’lerin adipositler, ileum, distal kolon
gibi dokularda yerlestigi gosterildikten sonra diger dokulardaki varligi iizerine
calismalar yapilmistir. Sooch ve Marshall (1997), sicanlarda aorta, pulmoner ve
mezenterik arterlerle yaptiklart ¢alisma sonucunda bu damarlarda [;-AR’lerin
bulundugunu ve bu adrenoseptorlerin gevseme yanitlarina aracilik ettigini
gostermistir. Klasik B1-AR ve B,-AR’lerin yam sira ticiincii alttip olan B3-AR’lerin
kalp dokusunda da bulundugu ve negatif inotropik etkiye aracilik ettigi bulunmustur
(Moens ve ark., 2010). Sonraki donemde, B3-AR’ler ile yapilan ¢alismalar artmis, bu
reseptorlerin yag hiicreleri, gastrointestinal kanal, kalp, vaskiiler sistem disinda safra
kesesi, beyin, prostat, idrar torbasi detriisorii ve myometrium ¢evresinde de

bulundugu bildirilmistir (Gauthier ve ark., 2011).

Sican ve kopek yag hiicreleriyle yapilan calismalarda B3-AR’leri uyarmak igin
gereken katekolamin konsantrasyonunun [3;-AR ve [,-AR’leri uyarmak icin
gerekenden daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Berlan ve ark., 1995). B3-AR’lerin

uyarilmak i¢in yiiksek katekolamin konsantrasyonuna ihtiyagc duymasi, bu

22



reseptorlerin katekolaminerjik tonusun arttigi olaganiistii stres durumlarinda etki

gosterebilecegini diisiindiirmiistiir (Berlan ve ark., 1995; Gauthier ve ark., 2011).

1.3.2. Kardiyak Sistemde B3 Adrenoseptorlerin Rolii

Beta adrenerjik sistem, kardiyovaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Giinlimiizde kardiyovaskiiler sistemde 3 tip beta
adrenoseptoriin - (B;-AR, PB,-AR, PB3-AR) var oldugu ve bu reseptorlerin
kardiyovaskiiler fonksiyonlar1 diizenledigi kabul edilmektedir (Gauthier ve ark.,

2011).

Kalpte bulunan [3-AR’lerin elektrofizyolojik etkileri oldugu yapilan
calismalarda gosterilmistir. Gauthier ve ark. (2011), tavsan kardiyomyositlerinde
uyarilan B3-AR’lerin NO yolagini aktive ederek Ca* transiyentini ve L tipi Ca®
akisgim1 azaltip K* akigim (Ixs) arttirdigini  gozlemlemistir. Ote yandan insan
atriumunda B3-AR’lerin uyarilmasi diisiik sicakliklarda L tipi Ca® kanallarindan
Ca®™ akisini arttirarak kasilma yanitina aracilik ederken, fizyolojik sicakliklarda bu
akisa etki etmemektedir (Gauthier ve ark., 2011). Ventrikiillerde B;-AR’lerin
uyarilmasinin negatif inotropik etkili oldugu, P;-AR agonistleriyle gozlenen
konsantrasyon bagimli negatif inotropik etkinin Ca®' transiyenti ve L tipi Ca*
akisindaki azalmayla iliskili oldugu, bu yanitin Gy proteini ve NO yolaginin
aktivasyonu sonucu olustugu bildirilmistir (Audigane ve ark., 2009; Gauthier ve ark.,
2011). Sonug olarak transplant insan kalplerinde yapilan ¢aligmalarda [;-AR’lerin

atrium ve ventrikiillerde farkli yanitlara aracilik ettigi gézlenmistir (Gauthier ve ark.,

2011).
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1.3.3. Vaskiiler Sistemde 33 Adrenoseptorlerin Rolii

Sican torasik aortasinda yapilan ¢alismalar endotel hiicrelerinde PB3;-AR’lerin
varligini ortaya koymustur. Trochu ve ark. (1999) si¢an torasik aortasinda 3-AR
agonisti olan SR58611 ile konsantrasyona bagimli gevseme yanitlar1 gézlemlemistir.
Bu gevseme yamti nadolol varliginda degismemis, [3;-AR antagonisti olan
SR59230A varliginda ise ortadan kalkmistir. Bu veriler 1s1ginda sican torasik
aortasinda gozlenen gevseme yanmtinin 1-AR ya da B,-AR aracili degil, B3-AR
tizerinden gerceklestigi sonucuna varilmistir (Trochu ve ark., 1999). Ayni ¢alismada,
endotel tabakasi tahrip edildiginde g6zlenen gevseme yanitinin ortadan kalkmasi, 33-

AR’lerin endotelyumda lokalize oldugunu vurgulamaktadir (Trochu ve ark., 1999).

Bs3-AR’lerin uyarilmasi endotelyal NO sentaz (eNOS) aktivasyonu sonucu
damarda gevseme yanitina aracilik etmektedir (Rautureau ve ark., 2002; Trochu ve
ark., 1999). Ignarro ve ark. (2002), nebivolol ile yaptiklari caligmada gevseme
yanitinin  kopek pulmoner arter halkalarinda endotel araciliyken, sican aorta
halkalarinda hem endotel aracili hem de endotelden bagimsiz olarak gerceklestigini
gostermistir. Endotel aracili gevseme yanitlarinin NO/cGMP sinyal yolagi iizerinden,
endotelden bagimsiz olan yanitin ise alternatif bir yolak iizerinden oldugu ©ne
siriilmustiir (Ignarro ve ark., 2002). Benzer olarak Flacco ve ark. (2013), sican
aortasinda yaptiklari ¢calismada endotel hiicrelerinde B3-AR’lerin varligin1 gostermis
ve endotel tabakasi ¢ikarilmis aorta halkalarinda B3;-AR aracili vazodilatasyonun
ortadan kalktigim1 bulmustur. Ayrica aortada gozlenen 3-AR aracili vazodilatasyon
yanitinin NO/cGMP sinyal yolag: iizerinden gerceklestigi bildirilmistir (Flacco ve
ark., 2013).

1.4. Amacg

Diyabet ve metabolik sendrom gibi patolojilerde vaskiiler endotel

fonksiyonunun bozuldugu gosterilmistir (Bonetti ve ark., 2003; Verma ve Anderson,
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2002). Bu bozukluk ise diyabetik vaskiiler hastaliklarin gelismesinde kilit rol
oynamaktadir (Zeydanli ve ark., 2010). Ozellikle diyabetik bireylerde endotel
disfonksiyonu gelismesi endotel aracili gevseme yanitlarimin azalmasim
tetiklemektedir. Giiniimiizde kullanilan DPP4 inhibitorlerinin  anti-diyabetik
etkinliklerine ek olarak damar gevseme yanitlarim1 da arttirdigi, boylece vaskiiler
sistem iizerinde koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir. Ote yandan, damar endotel
hiicrelerinde fonksiyonel B3-AR’lerin varligi ve eNOS aracili vazodilator etkileri
bulunmustur. Bu bilgilerden yola cikarak, yiiksek lisans tezi kapsaminda diyabete
bagh olarak gelisen vaskiiler hasarin 6nlenmesinde bir dipeptidil peptidaz 4 (DPP4)
inhibitorii olan sitagliptinin olas1 etkinliginin metabolik etkisinden bagimsiz olarak,
diyabetik sican aortasindaki beta 3 adrenoseptor (B3-AR) aracili gevseme yanitlar

izerinden aragtiritlmasi amaglanmstir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Geregler

2.1.1. Malzemeler

Kan sekeri ol¢iim cihazi (Contour Plus, Bayer)

Kan sekeri ol¢iim stripleri (Contour Plus, Bayer)

Su banyosu (MAY, Commat Ltd. Ankara, TURKTYE)

General transducer amplifier (MAY, Commat Ltd. Ankara, TURKIYE)
Izole organ banyosu sistemi (MAY, Commat Ltd. Ankara, TURKIYE)

Veri kayit ve analiz sistemi (MP30 Data Acquisition System, Biopac-

System Inc, Santa Barbara-California, ABD)

9%95 Oksijen, %5 karbondioksit iceren gaz karisim tiipii

Santrifiij (Hettich, EBA 12, Tuttlingen, ALMANYA)

Santrifiij (Hettich Rotina 35R , Tuttlingen; ALMANYA)

Otoklav (ALP, Japonya)

Inkiibator (PHO50A, ART Laborteknik)

Kaba terazi (Scaltec, SBA 61 Heiligenstadt, ALMANYA)

Hassas terazi (KERN ABJ)

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler (Eppendorf, Hamburg, ALMANYA)

Vorteks (Scilogex, ABD)
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Pipet uglan (Standart ve RNase free 6zellikte)

pH metre (ISOLAB)

Hizli santrifiij (HERMLE, ALMANYA)

-80°C Derin dondurucu (NUVE)

4°C Buzdolabi (Arcelik)

Likit nitrojen tanki

Buz makinasi (Hosizaki Ice Maker, JAPONYA)
Cesitli cam ve plastik malzemeler (Standart ve DNAse Free 6zellikte)
Cerrahi makas ve pensler

Elektroforez aleti (Bio-Rad, ABD)

Gii¢ kaynagi (Bio-Rad, ABD)

Rontgen filmi (Retina X-Ray)

Manyetik karistirici (isolab)

3 boyutlu ¢alkalayici (Yellow Line)

Image J analiz programi (versiyon 1.46, ABD)
Histolojik kesit alma aleti (Microm HM 325, Almanya)
Isik mikroskobu (Leica DMRB, Almanya)

Doku takip sistemi (Shandon citadel, Almanya)
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2.1.2. Kimyasal Maddeler

¢ Sican Yemi (Purina, Gebze, Tiirkiye)

e Streptozotosin (Sigma Chemical Co, ABD)

o Sitagliptin JANUVIA 100 mg/28 film tablet, Merck Sharp & Dohme)
¢ Sodyum sitrat (Sigma Chemical Co, ABD)
e HCI (Sigma Chemical Co, ABD)

e Eter (Sigma Chemical Co, ABD)

e NaCl (Merck Co, ABD)

¢ KCI (Sigma Chemical Co, ABD)

e (CaCl,.2H,0 (Sigma Chemical Co, ABD)
® MgSO,4.7H,0 (Sigma Chemical Co, ABD)
e KH,PO, (Sigma Chemical Co, ABD)

e NaHCO; (Sigma Chemical Co, ABD)

¢ (CgH206.H,0 (Sigma Chemical Co, ABD)
e [L-Fenilefrin (Sigma Chemical Co, ABD)
e Asetilkolin (Sigma Chemical Co, ABD)

¢ Izoprenalin (Sigma Chemical Co, ABD)

e (L 316,243 (Sigma Chemical Co, ABD)

e [-NAME (Sigma Chemical Co, ABD)
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Gliserol (Fluka)

%7,5 TGX Fast Cast Akrilamid Jel Kiti (Bio-Rad, ABD)
SDS (Bio-Rad, ABD)

TEMED (Bio-Rad, ABD)

PVDF membran (Bio-Rad, ABD)

Tris baz (Merck)

Glisin (Bio-Rad, ABD)

Metanol (Sigma 24229)

Protein belirteci (Neb)

Anti-f3-AR antikoru (abcam, ab59685)

Anti-eNOS antikoru (cell signaling technology, 9572S)
Anti-peNOS antikoru (cell signaling technology, 95715)
Anti-tavuk sekonder antikor (anaspec, 29710)
Anti-tavsan sekonder antikor (cell signaling technology, 7074)
BSA (Sigma, A7030)

TBS (Bio-Rad)

Tween 20

ECL kiti (Thermo, ABD)

Hematoksilen ve eozin boyasi (Merck, Almanya)
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¢ immunoperoksidaz streptavidin/biotin immunoperoxidaz kiti (Thermo

Fischer, ABD)
® Protein bloke edici serum (Thermo, ABD)

e Aminoetil karbasol kromojeni (Thermo, ABD)

2.1.3. Deney Hayvanlari

Bu ¢aligmada Bilkent Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Merkezinden
saglanan 200-250 g agirliginda 8 haftallk erkek Sprague-Dawley sig¢anlar
kullanilmistir. Calisma siiresince siganlar her kafeste dorder sican olacak sekilde
toplu kafeslerde tutulmus, sicakligt (22+12C) ve 1siklandirilmasi (07.00-19.00
saatleri arasi aydinlik, 19.00-07.00 saatleri arasi karanlik) kontrol altinda tutulan
Ankara Universitesi Eczacilik  Fakiiltesi Deney Hayvanlari  Unitesinde
barindirilmustir. Bu ¢aligma igin Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulundan izin alinmstir.

2.2. Kullanilan Yontemler

2.2.1. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Calismamizda kontrol (K), diyabetik (D) ve sitagliptin tedavili diyabetik (S)
olmak iizere ti¢ farkli deney grubu olusturulmustur. Diyabet olusturulduktan sonra
kardiyovaskiiler komplikasyonlarin gelismesi i¢in 10 hafta beklenmistir. Bu siire
sonunda sitagliptin tedavisine baglanmistir. Sitagliptin tedavisi 10 mg/kg/giin olarak
4 hafta boyunca oral olarak yapilmistir, bunun icin 1 tablet (100 mg sitagliptin ihtiva

eder) havanda ezilerek distile su iginde siispansiyon haline getirilmistir. Tedavi
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yapilmayan sicanlara oral olarak yalnizca distile su verilmistir. Siganlarin beden

agirliklan ve kan sekerleri haftalik olarak izlenmistir.

14 haftalik deney siiresi sonunda, sican aortalar1 izole edilerek B3 AR aracili
gevseme yanitlari incelenmis, ayrica sigan aorta dokularinin bir kismu likit nitrojende

dondurularak western blot deneyleri icin -80 °C’de saklanmugtir.

2.2.2. Deneysel Diyabetin Olusturulmasi

Diyabet tek doz intraperitoneal (i.p) streptozotosin (STZ, 35 mg/kg)
uygulamasi ile olusturulmustur. Bunun icin pH: 4,5 olan 0,1 M sitrat tamponu i¢inde
hazirlanan STZ c¢ozeltisi kullanilmistir. STZ uygulamasini takiben 72 saat sonra
kuyruktan kan alinarak glukoz stikleri yardimiyla kan sekeri olciilmiis, kan sekeri

250 mg/dI’nin altinda olan sicanlar deneye dahil edilmemistir.

Sitrat tamponu hazirlanmasu:

2,94 g Na sitrat tartilarak distile su iginde c¢oziilmiis ve hacmi 100 ml’ye

tamamlanmistir. 1IN HCl ile pH’s1 4,5’a ayarlanmig ve +4°C’de saklanmustir.

2.2.3. izole Organ Banyosu Deneyleri

2.2.3.1. Torasik Aorta Halkalarmin (Ringlerinin) Hazirlanmasi

Sicanlar eter ile anestezi altindayken gogiis kafesi agilarak aorta ¢ikarilip soguk
Krebs ¢ozeltisi (120 mM NaCl; 4,8 mM KCI; 1,25 mM CaCl,.2H,0; 1,25 mM
MgS0,4.7H0; 1,2 mM KH,POy4; 25 mM NaHCO; ve 10 mM glukoz monohidrat)
icine alinmistir. Yag ve bag dokusundan temizlenen aortalar 3-5 mm’lik halkalara

ayrilmistir. Krebs c¢ozeltisi igeren dikey organ banyosuna asilan aorta halkalarina, 2

31



g’lik gerim uygulanmigtir. %95 O, ve %5 CO, iceren gaz karbojen karisimi ile
siirekli havalandirilan ve sicakligi 36 °C’de sabitlenen banyolarda asili olan halkalar,
15 dakikada bir yikanarak 1 saat siireyle inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda
halkalar 10° M fenilefrin ile kastirilmus, kasilma platoya ulastiktan sonra 10° M
asetilkolin ile gevsetilerek endotel tabakasinin saglam (intakt) olup olmadig1 kontrol

edilmistir.

2.2.3.2. Torasik Aorta Halkalarinda Kasilma-Gevseme Yamtlarmn Olciilmesi

Endotel tabakasinin saglam oldugu anlasilan aorta halkalarinda a-AR aracili
kasilma yanmitin1 6lgmek iizere a;-AR agonisti fenilefrin (10®-10° M) kullanilarak
konsantrasyon-yanit egrisi ¢ikarilmistir. Elde edilen degerler 1s18inda her bir damar

icin submaksimal (maksimum yanitin %70’1) kasilma dozu hesaplanmistir.

Bazal seviyeye inen damarlar submaksimal fenilefrin dozu ile kastirildiktan
sonra B-AR aracili gevseme yanitlar1 degerlendirilmek iizere selektif olmayan B-AR

agonisti izoprenalinin (10°-10” M) konsantrasyon-yamt egrisi ¢ikarilmustir.

Bazal seviyeye inen damarlar submaksimal fenilefrin dozu ile kastirildiktan
sonra 3-AR aracili gevseme yanitlar1 degerlendirilmek iizere selektif B3-AR agonisti

CL 316,243 (10"'-10° M) ile konsantrasyon-yanit egrisi ¢ikarilmistir.

CL 316,243 ile gozlenen gevseme yanitinin NOS aracili olup olmadigini
belirlemek iizere, bu agonist ile elde edilen gevseme yanit egrileri eNOS inhibitorii

L-NAME (10™ M, 30 dakika inkiibasyon) varliginda tekrarlanmustur.
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2.2.4. Western Blot Deneyleri

-80°C’de saklanan aorta halkalar likit nitrojen ile toz edilip RIPA ¢ozeltisi ile
ultrasonik homojenizatér yardimiyla homojenize edilmistir. Protein konsantrasyonu
BCA (bikinkoninik asit) yontemiyle olctilmiistiir. 6X Laemli c¢ozeltisi ile 30 dakika
37°C’de denatiire edilen protein Ornekleri jele yiikklenmek {iizere -20°C’de

saklanmustir.

%7,5 TGX Fast Cast Akrilamid Kiti ile hazirlanan jeller, elektroforez tankina
yerlestirilerek iizerine 1X TGS c¢ozeltisi eklenmis ve her bir kuyuya 60 pg numune
yiiklenmistir. Elektroforez tanki giic kaynagina baglanarak 50 Voltta 15 dk,

sonrasinda ise 120 Voltta 80 dk olacak sekilde elektroforez islemi uygulanmstir.

Ayrilan numuneler c¢izelge 2.1°de belirtilen formiil ile hazirlanan transfer
¢ozeltisi icinde PVDF membrana 100 Voltta 4 saatlik siirede transfer edilmistir.
Daha sonra membranlar 5 dk TBST c¢ozeltisi ile yikanmis, ardindan %5 BSA TBST
¢ozeltisi ile 1 saat siireyle bloklanmistir. Blok ¢ozeltisinden alinan membranlar 10’ar

dakikada bir cozelti degistirilmek suretiyle 3 kere TBST ¢ozeltisi ile yitkanmistir.

Cizelge 2.1. Transfer Cozeltisi Hazirlama Formiilii

Tris baz 232¢g
Glisin 11,6 g
Metanol 160 ml
Bidistile su 640 ml

Sonrasinda membranlar primer antikor ile bir gece boyunca +4°C’de muamele
edilmistir. B3-AR, total-eNOS ve fosforile-eNOS protein diizeylerine bakmak i¢in
primer antikor olarak sirasiyla anti-B3 (1:250), anti-eNOS (1:500) ve anti-fosfo-
eNOS (ser1177) (1:1000) ve anti- ¢ tubulin (1:5000) antikorlar1 kullanilmaistir.
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Ertesi sabah primer antikordan alinan membranlar 10’ar dakikada bir ¢ozelti
degistirilmek suretiyle 3 kere TBST cozeltisi ile yikanmistir. Sonrasinda sekonder
antikor ile 90 dakika siireyle muamele edilen membranlara kemiluminesans 6zellikli
HRP substrati (ECL, Biorad) uygulanmis, ve membranlardaki sinyal goriintiileri
rontgen filmine aktarilmistir. Sekonder antikor olarak her bir protein i¢in sirasiyla
anti-tavuk antikoru (1:3000), anti-tavsan antikoru (1:1000), anti-tavsan antikoru

(1:1000) ve anti-tavsan antikoru (1:2000) kullanilmastir.

Protein bantlar1 Image] programi yardimiyla analiz edilmis, elde edilen
degerler kontrol (housekeeping) gen olan o-tubulin ile elde edilen degerlere

oranlanarak orneklere ait protein ekspresyon diizeyleri hesaplanmistir.

2.2.5. Histopatoloji ve Immunohistokimya Deneyleri

Calismamizda aorta duvarinda diyabet ile goriillen endotelyal disfonksiyona
bagli hasar olup olmadigin1 degerlendirmek ve P3-AR, total-eNOS proteinlerinin
fizyolojik ve patolojik durumlarda aortadaki lokalizasyonunu belirlemek amaciyla

histopatoloji ve immunohistokimya deneyleri yapilmistir.

Histopatolojik analizler i¢in aorta dokulart %10’luk tamponlu formol
sollisyonu i¢inde en az 24 saat tespit edilmistir. Tespit olan aortalar rutin patoloji
doku takip sistemi ile takip edilmistir. Kisaca, dokular formol soliisyonu i¢inden
cikarilarak akar cesme suyunda 6 saat boyunca yikandiktan sonra sirasiyla %50,
%70, %96 ve absolii alkol serilerinde 2 saat siireyle tutulmus, sonrasinda 2 saat
boyunca Ksilen ile muamele edilen dokular en son parafine getirilerek 2 saat
parafinde bekletilip parafin bloklara gomiilmiistiir. Parafin bloklar mikrotom ile 4-5
mikron kalinliginda kesilerek adeziv lam iizerine alinmistir. Kesitler seri olarak
almip, her bir hayvana ait aorta dokularinin farkli bolgelerinden alinan numuneler
saklanmistir. Kesitler, histopatolojik analizlerin yapilmasi i¢in rutin Hematoksilen ve

eozin boyamasi ve mevcut kollajen yapisinda artisin olup olmadiginin arastirilmasi
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icin Masson Trikrom boyamasi yapilarak goriintiillenmistir. Aortanin media katmani
Hematoksilen ve eozin boyamas1 yapilan kesitlerde 1s1k mikroskobu altinda ¢ekilen
dijital resimler iizerinde Imagel] yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir. Degerler
kalibre edilen yazilim ile mikrometre cinsinden istatistiksel analizler igin
kaydedilmistir. Masson Trikrom boyama ile fibrozis ya da kollajen artisinin olup
olmadig 151k mikroskobu altinda cekilen dijital resimlerin ayni1 yazilim ile yiizde (%)
boyanma alanlar bulunarak yapilmistir. Her bir kesitte farkli bolgelerden ¢ekilen en

az imaj lizerinde yapilan analizin ortalamas1 alinarak gruplar arasi fark arastirilmistir.

Immiinohistokimyasal analiz icin aorta dokularinda eNOS ve PB3-AR
antijenlerinin ~ gOsterilmesi  amaciyla  ticari  indirekt = immunoperoksidaz
streptavidin/biotin immunoperoxidaz kiti kullanilmistir ve tiim uygulamalar kit
protokoliine uyularak gergeklestirilmistir. Buna gore; kesitler ii¢ ksilol serisinde 5’er
dakika deparafinize edilerek absolii alkol, % 96, % 70 ve %50’lik alkol serisi ve
distile suda 5’er dakika tutularak rehidre edilmistir. Dokular metanolde hazirlanmis
% 3’lik hidrojen peroksitte 10 dakika tutularak endojenaz peroksidaz aktivitesi
giderilmistir. Sitrat tamponu (pH:6) ile mikrodalga firin icinde kontrollii olarak
antijen geri alma islemi gergeklestirilmis sonrasinda protein bloke edici serumda 10
dakika bekletilmistir. Daha sonra her bir kesit; eNOS ve B3-AR ile gece boyunca
inkube edilmistir. Biotinle isaretli sekonder antikorla 25 dakika, streptavidin-
peroksidaz enzimi ile 25 dakika tutulduktan sonra renk reaksiyonu i¢in aminoetil
karbasol (AEC) kromojeni ile kontrollii olarak 15-20 dakika, karsit boyama i¢in de
Mayer’in hematoksileni ile 1-2 dakika siireyle boyamalan yapildiktan sonra su bazl

yapistirici ile kapatilmigtir.

2.2.6. istatistiksel Analiz

Belli sayida (n) deney sonucundan elde edilen veriler ortalama+standart hata
olarak gosterilmistir. Istatiksel analiz i¢in One-way ANOVA Bonferroni ¢oklu
karsilastirma  testi uygulannmustir.  Istatiksel anlamhilik p<0,05 diizeyinde

degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Sicanlarin Genel Ozellikleri

Sprague-Dawley si¢anlara uygulanan 35 mg/kg (i.p) STZ injeksiyonundan 72
saat sonra yapilan olgiimlerde kan glukoz diizeyleri 250 mg/dL’nin iizerinde olan
sicanlar diyabetik olarak kabul edilmistir. 14 haftanin sonunda alinan 6liim an1 kan
orneklerinde yapilan Olgiimlerde, diyabetik sicanlarin kan glukoz diizeylerinin
anlamli bir bicimde yiikseldigi, sitagliptin tedavili grupta ise diyabetik gruba gore
anlamli bir farklilik olmadig1 gozlenmistir (K: 102,17+5,76 mg/dL; D: 491,85+19,48
mg/dL; S: 439,75+21,22 mg/dL) (Sekil 3.1A).

Ote yandan, aym donem sonunda diyabetik sicanlarin beden agirliklari
kontrollere oranla anlaml olciide diisiik kalmistir. Sitagliptin tedavisinin beden
agirliklan iizerinde istatistiksel olarak anlaml bir etkisi olmamistir (K: 380,7+12,8 g;

D: 31648.,2 g; S: 316,4+6,3 g) (Sekil 3.1B).

A B
1K (n=28) =1 K (n=28)
D (n=21) D (n=24)
£3S (n=16) S (n=19)
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Sekil 3.1. Sigcanlarin genel o6zellikleri A) Sicanlarin 14 hafta sonunda 6liim ani1 kan sekeri
degerleri. B) Siganlarin 14 hafta sonunda o6liim an1 beden agirliklari. *** K grubuna gore
istatistiksel anlamlilik, p< 0,001.
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3.2. izole Organ Banyosu Deney Sonuclari

3.2.1. Fenilefrin Konsantrasyon-Yamt Egrileri

Sicanlardan alinan torasik aortalarla yapilan organ banyosu deneylerinde o;-
AR agonisti olan fenilefrinin 10%-10° M doz araligindaki damar kasilma yanitlari
gozlenmistir (Sekil 3.2A). Maksimum etki, 10° M fenilefrin varliginda gozlenmistir
(K: 1373+52 mg; D: 1795495 mg; S: 1524488 mg) (Sekil 3.2B). Beklenildigi iizere
diyabetik grubun kasilma yanitlar1 kontrole gore artmistir. Artan kasilma yanitlar

sitagliptin tedavisi ile bir miktar azalsa da, degerler kontrol grubunkine

yaklasmamustir.
A B
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Sekil 3.2. Aortada fenilefrin yanitlari A) Fenilefrin konsantrasyon-yanit egrisi. B) 10° M
fenilefrin varliginda goriillen maksimum etki. ** K grubuna gore istatistiksel anlamlilik, p<
0,01.

3.2.2. izoprenalin Konsantrasyon-Yamt Egrileri

Sicanlardan alinan torasik aortalarla yapilan organ banyosu deneylerinde

selektif olmayan P-AR agonisti izoprenalinin 10°-10° M doz arahigindaki damar
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gevseme yamtlar gozlenmistir (Sekil 3.3A). Maksimum etki, 10° M izoprenalin
varhiginda gozlenmistir (K: %71,4+2,9; D: %48,5+3,3; S: %47,843,2) (Sekil 3.3B).
Diyabetik grubun gevseme yanitlar1 kontrole gore azalmistir. Sitagliptin tedavisi,

diyabetle azalan gevseme yanitlar tizerinde anlamli bir farklilik olugturmamastir.
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Sekil 3.3. Aortada izoprenalin yanitlar1 A) izoprenalin konsantrasyon-yanit egrisi. B) 10° M
izoprenalin varliginda goriilen maksimum etki. *** K grubuna gore istatistiksel anlamlilik,
p< 0,001.

3.2.3. CL 316,243 Konsantrasyon-Yanit Egrileri

Siganlardan alinan torasik aortalarla yapilan organ banyosu deneylerinde (33-
AR agonisti CL 316,243’{in 10"-10° M doz araligindaki damar gevseme yanitlar
gozlenmigtir (Sekil 3.4A). Maksimum etki, 10° M CL 316,243 varliginda
gozlenmistir (K: %10,4+0,8; D: %11,8+0,9; S: %11,1£0,9) (Sekil 3.4B). Gevseme
yanitlart agisindan kontrol, diyabetik, sitagliptin tedavili diyabetik gruplarin arasinda

herhangi bir anlaml fark goriilmemistir.
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Sekil 3.4. Aortada CL 316,243 yanitlari. A) CL 316,243 konsantrasyon-yanit egrisi. B) 10
M CL 316,243 varliginda goriilen maksimum etki.

3.2.4. L-NAME Varhginda CL 316,243 Konsantrasyon-Yanit Egrileri

CL316,243 ile gozlenen gevseme yanitinin NOS aracili olup olmadigin
belirlemek {iizere sicanlardan alman torasik aortalarla yapilan organ banyosu
deneyleri eNOS inhibitorii L-NAME (10* M, 30 dakika inkiibasyon) varliginda
tekrarlanmigtir. Bunun i¢in L-NAME ile inkiibe edilen banyolarda B3;-AR agonisti
CL 316,243%iin 10"'-10° M doz araligindaki damar gevseme yanitlar1 gézlenmistir
(Sekil 3.5). eNOS inhibitorii varliginda CL316,243 ile gozlenen gevseme yanitlarinin
bozuldugu gozlenmistir. 107 M konsantrasyondan sonra gevseme egiliminin

basladigi ve bu egilimin esas olarak kontrol grupta belirgin oldugu bulunmustur.
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Sekil 3.5. L-NAME varliginda CL 316,243 konsantrasyon-yanit egrisi.

3.3. Bs-AR, eNOS ve Fosforile-eNOS Protein ifadeleri

Kontrol, diyabetik ve sitagliptin tedavili diyabetik sigan aortasinda Bs3-AR,
eNOS ve fosforile-eNOS protein ifadeleri western blot yontemiyle belirlenmistir.
Okunan band yogunluklarn kontrol (housekeeping) gen olan «-tubulin band

yogunluklarina oranlanarak ifade edilmis ve gruplar karsilastirilmistir.

B3-AR protein ifadesi kontrol, diyabetik, sitagliptin tedavili diyabetik gruplar
arasinda anlamh bir degisiklik gostermemistir (K: 100,00+£11,12; D: 110,74+£20,42;
S: 116,64+8,79) (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. B;-AR protein ifade diizeyleri. A) B;-AR protein band yogunlugunun o-tubulin
band yogunluguna oran1 B) Reprezantif band goriintiileri (B;-AR, 45 kDa; a-tubulin, 50
kDa).

Aortada goriilen B3-AR aracili gevseme yanitlarn eNOS yolagi iizerinden
gerceklestigi icin bu yolak iizerindeki degisimleri géormek tizere eNOS ve peNOS
protein ifadeleri Olctilmiistiir. Sitagliptin tedavili diyabetik grupta peNOS protein
ifadeleri, diyabetik gruba gore anlamli olciide artmistir (K: 100,00+38,66; D:
53,71+34,49; S: 235,09+50,25) (Sekil 3.7A). eNOS protein diizeyleri diyabetik
grupta kontrole gore artmis, artan bu protein diizeyleri sitagliptin tedavisi ile kontrole
yaklasmistir. Ancak bu degisimler istatistiksel anlamliiga ulasmamistir (K:
100,00£10,84; D: 132,03+18,55; S: 129,36+28,22) (Sekil 3.7B). peNOS/eNOS orani
diyabetik gruba oranla sitagliptin tedavili grupta anlamli olarak artmistir (Sekil

3.7C).
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Sekil 3.7. eNOS ve peNOS protein ifade diizeyleri A) peNOS protein band yogunlugunun o-
tubulin band yogunluguna orani. B) eNOS protein band yogunlugunun o-tubulin band
yogunluguna orani. C) peNOS band yogunlugunun eNOS band yogunluguna orani. D)
Reprezantif band goriintiileri (eNOS, 140 kDa; peNOS, 140 kDa). # Diyabetik gruba gore

istatistiksel anlamlilik, p<0,05.

3.4. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubunda aorta media katmaninin 91,68+3,003 mikrometre
kalinhiginda oldugu gosterilmistir (Sekil 3.8). Diyabetik sicanlara ait aorta
dokularinda aortanin media katmaninin kontrol grubuna ve tedavi grubuna gore
kalinlastign dikkati c¢ekmektedir. Bu kalinlasma istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (96,93+2,62) (Sekil 3.9). Sitagliptin tedavili grupta yer alan sicanlara ait
aorta media katmani kalinligi kontrol ve diyabetik grubundan farkli bulunmustur
(94,51£3,041) (Sekil 3.10). Media katman kalinliginin ortalamalar ve istatistiksel
bulgular1 Sekil 3.11°de gosterilmistir.
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Sekil 3.8. Kontrol grubuna ait sigan aortast kesiti. Histolojik olarak normal goriintimde.
Hematoksilen ve eozin boyamasi. Bilyiitme 400X.

Sekil 3.9. Diyabet grubunda yer alan sican aorta kesiti. Aortanin kalinlagtigi ve diiz kas
hiicrelerinin bir 6rnek olmadigi ve cekirdeklerinin piknotik ve hiperkromatik oldugu
gozlenmekte. Hematoksilen ve eozin boyamasi. Biiyiitme 400X.
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Sekil 3.10. Sitagliptin tedavili grupta yer alan sican aortasi. Diiz kas c¢ekirdekleri ve
yerlesimleri diyabetik gruba gore daha normal goriilmekte. Hematoksilen ve eozin boyamasi.
Biiyiitme 400X.
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Sekil 3.11. Aorta media katmani kalinhiginin karsilagtirmasi. **Kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamlilik, # Diyabetik gruba gore istatistiksel anlamlilik, p<0,001.
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K grubunda yer alan siganlara ait aorta dokularinda histolojik olarak herhangi
bir anormallik g6zlenmemistir ve masson trikrom boyamada normal boyandigi
goriilmiistiir (%3,8+0,47) (Sekil 3.12). Aym sekilde masson trikrom boyama ile elde
edilen imajlarin degerlendirilmesiyle D grubunda kollajen pozitif alanlarin arttig
gozlenmistir (% 6,88+1,07) (Sekil 3.13). Masson trikrom boyama analizinde S
grubunun K ve D gruplarindan farkli oldugu gozlenmistir (%5,31+0,96) (Sekil 3.14).

Masson Trikrom boyama sonuglar1 Sekil 3.15°te gosterilmistir.

Sekil 3.12. Kontrol grubu si¢an aortasi. Masson Trikrom boyamasi. Biiyiitme 400X.
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Sekil 3.13. Diyabetik grupta yer alan sican aortasi. Mavi boyanan alanlar kollajen pozitif alanlart
gostermektedir. Masson Trikrom boyamasi. Biiyiitme 400X.

Sekil 3.14. Sitagliptin tedavili diyabetik grupta yer alan si¢an aortasi. Mavi boyanan alanlar
kollajen pozitif alanlar1 gdstermektedir. Masson Trikrom boyamasi. Bilyiitme 400X.

46



K (n=25)

D (n=25)

8- Fkk S (n=25)
T  w

Masson trikrom boyanma alani (%)

Sekil 3.15. Masson trikrom boyama ile elde edilen pozitif boyanma alanlarinin
karsilagtirmas1 *Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilik, # Diyabetik gruba gore
istatistiksel anlamlilik, p<0,001.

3.5. Immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol, diyabetik ve sitagliptin tedavili diyabetik gruplarindaki sicanlarda
eNOS immunohistokimyasal boyanmalar1 sirasiyla Sekil 3.16, Sekil 3.17, Sekil
3.18’de ve istatistiksel analiz sonuglart Sekil 3.19’da gosterilmistir. K grubunda
pozitif boyanma alam1 %8,03+0,96; D grubunda %9,36+0,56; S grubunda ise
%8,16+0,98 olarak analiz edilmistir. Diyabetik grupta kontrol grubuna gére eNOS
ifadesinin daha fazla oldugu, bu fazlaligin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir. Sitagliptin tedavili diyabetik grupta eNOS ifadesinin kontrol grubuna

gore arttig1 ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig gozlenmistir.
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Sekil 3.16. Kontrol grubundaki si¢anlara ait aorta kesitinde eNOS boyanmasi. Boyanma
intima dahil tim katmanlarda diffuz olarak goriinmekte. AEC kromojen Hematoksilen arka
plan boyamasi. Biiyiitme 100X.

Sekil 3.17. Diyabetik gruptaki sicanlara ait aorta kesitinde eNOS boyanmasi. Boyanma
diffuz ve yogunlugu daha fazla. AEC kromojen Hematoksilen arka plan boyamasi. Biiyiitme
100X.
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Sekil 3.18. Sitagliptin tedavili diyabetik gruptaki sicanlara ait aorta kesitinde eNOS
boyanmasi. Boyanma tiim katmalarda goriilmekte. AEC kromojen Hematoksilen arka plan

boyamasi. Biiyiitme 100X.
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Sekil 3.19. Gruplar aras1 eNOS IHC boyanmasinin karsilastirilmasi. *Kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamlilik, p< 0,05.

B3-AR immunohistokimyasal testlerde boyanma aorta endotel tabakasinda

sinirlt kalmig (Sekil 3.20-3.22) ve tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir fark
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bulunmamistir (Sekil 3.23). Pozitif boyanma alanlar analiz edildiginde kontrol
grubunda %0,78+0,08; diyabetik grupta %0,85+0,11; sitagliptin tedavili diyabetik
grupta ise %0,84+0,07 olarak hesaplanmistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamustir.

Sekil 3.20. Kontrol grubundaki siganlara ait aorta kesitinde B;-AR boyanmasi. Endotel ile
sinirli boyanma alanlar1 (ok). AEC kromojen Hematoksilen arka plan boyamasi. Bilyiitme
100X.
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Sekil 3.21. Diyabetik gruptaki sicanlara ait aorta kesitinde ;-AR boyanmasi. Endotel ile
sinirlt boyanma alanlar1 (ok). AEC kromojen Hematoksilen arka plan boyamasi. Bilyiitme
100X.

Sekil 3.22. Sitagliptin tedavili diyabetik gruptaki siganlara ait aorta kesitinde PB;-AR
boyanmasi. Endotel ile sinirli boyanma alanlari (ok). AEC kromojen Hematoksilen arka plan
boyamasi. Bilyiitme 100X.
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Sekil 3.23. Gruplar arasi §5-AR IHC boyanmasinin karsilastiriimasi.
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4. TARTISMA

GLP-1 gibi inkretinlerin yikimim1 saglayan dipeptidil peptidaz 4 enzimini
inhibe ederek, glukoz ile uyarilan insulin salinimini artiran DPP4 inhibitorlerinin
hipoglisemik etkilerine ek olarak, kardiyovaskiiler fonksiyonu iyilestirici
ozelliklerinin de oldugu bildirilmistir. Arastirmalar, DPP4 inhibitorlerinin anti-
inflamatuar, anti-aterosklerotik ve vaskiiler sistem iizerinde koruyucu etkili oldugunu
ortaya koymustur (Matsubara ve ark., 2012; Shah ve ark., 2011a). DPP4
inhibitorlerinin s6z konusu olumlu 6zelliklerinin GLP-1’e bagimli m1 yoksa GLP-

1’den bagimsiz m1 oldugu ise tartismali goriinmektedir (Silva Junior ve ark., 2015).

Calismamizda 4 haftallk 10 mg/kg/giin sitagliptin tedavisi kan sekeri
degerlerini diyabetik gruba goére bir miktar diisiirse de, bu azalma istatistiksel
anlamlilik gostermemistir. Bu durum secilen sitagliptin dozu ile iliskilendirilebilir.
Sicanlarda yapilan calismalarda sitagliptin tedavi dozunun farklilik gosterdigi
goriilmektedir. Caligmalarda genellikle 5, 10, 30 ve 50 mg/kg/giin gibi dozlar
kullanilmaktadir (Lee ve ark., 2016; Liu ve ark., 2015; Reimer ve ark., 2012;
Vaghasiya ve ark., 2011). Bu doz araliginda kan sekerinde gbzlenen azalmaya iliskin
bulgular ise oldukg¢a farklilik gostermektedir. 30 ve 50 mg/kg/giin sitagliptin
dozunun kan sekerini anlamli olarak diisiirdiigii gosterilmistir. Vaghasiya ve ark.
(2011) ise 5 mg/kg/giin doz ile de hipoglisemik etki bildirmistir. Buna karsin, Lee ve
ark. (2016) miyokard infarktiisii olusturduklarn sicanlara 5 mg/kg/giin sitagliptin
tedavisi uygulamisg ve bu dozun kan sekerini diisiirmeyen bir konsantrasyon oldugu
icin secildigini, boylece, sitagliptinin hipoglisemik etkisinden bagimsiz kardiyak
olumlu etkilerini arastirdiklarin1 vurgulamistir. Benzer sekilde, Reimer ve ark. (2012)
10 mg/kg/giin sitagliptin tedavisi uyguladiklar1 ZDF sicanlarda kan sekerinin anlamh
olarak diismedigini bildirmistir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak, sitagliptinin kan sekeri
diizeyini diisiiriicii etkinliginin doza bagimli oldugunu diisiinmek mantiklidir. Buna
ek olarak, kan sekerinde diisiis gozlenen galismalarda sitagliptin tedavi siiresinin 4-

13 hafta arasinda degiskenlik gosterdigi dikkat cekmektedir. Ne var ki, ¢alismamizda
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sadece 4 hafta tedavi yapilmistir. Kan sekerinin istenilen Olciide diismemesinde s6z
konusu etkinin 4 haftadan daha uzun bir tedavi siirecini gerektirmesinin de katkisi
olabilir. Ote yandan, Vellecco ve ark. (2016), genetik tip 1 diyabet modeli olan NOD
farelere 4 hafta boyunca 0.3 ve 1 mg/kg/giin linagliptin tedavisi uygulamis ve kan
sekerinin diismedigini bildirmistir. Aym1 gruptan farkli bir ila¢ kullanmis olmakla
beraber, Vellecco ve ark. (2016)’nin da 4 haftalik tedavi sonucu kan sekerinde diisiis
gozlememesi sonuclarimizi desteklemektedir. Adi gecen calismada metabolik
kontrol saglanamadig1 halde, aortadaki gevseme yanitlarinin diizeldigi bulunmus ve
linagliptinin metabolik etkiden bagimsiz vaskiiler yararina dikkat c¢ekilmistir
(Vellecco ve ark., 2016). Bu bulgudan da yola cikarak, vaskiiler parametrenin kan
sekerini belirgin olarak diisiirmeyen sitagliptin dozu varhiginda degerlendirilmesi
sitagliptinin glukoz metabolizmasindan bagimsiz etkinliginin belirlenmesine olanak

tanimaktadir.

[zoprenalin ile uyarilan B,-AR aracili vazodilatasyon yamitimn diyabetik
sicanlarda azaldig1 bilinmektedir (Yakubu ve ark., 2012; Zeydanli ve ark., 2010).
Calismamizda da benzer sekilde, diyabetik sican aortasinda izoprenalin aracili
gevseme yamtimin bozuldugu bulunmustur. Ote yandan, sitagliptin tedavisi bu
bozulmayr diizeltememistir. Elde ettigimiz bu sonug¢ literatiirle uyumlu
goriinmemektedir, nitekim, linagliptin tedavisi yapilan NOD farelerde (genetik tip 1
diyabet modeli) diyabette bozulan izoprenalin yanitimin iyilestigi gosterilmistir
(Vellecco ve ark., 2016). Aortada izoprenalin aracili gevseme yanitinin klasik olarak
B2-AR -adenilat siklaz-cAMP-PKA iizerinden oldugu bilinmektedir. Buna ek olarak,
voltaj bagimh Ca®* kanallarinin kapanmasi ve K* kanallarimin agilmasimin da bu
gevsemede rolii vardir. Bu etki mekanizmasi géz oniine alindiginda, iyilestirici etki
goriilmemesi, sitagliptin tedavisinin so0z konusu yolakta diyabete bagli olarak
bozulan bir ya da daha fazla bileseni iyilestirememesinden kaynaklanabilir. En yalin
sekliyle, diyabete baglh olarak B,-AR protein ifadesi azalmis olabilir ve bu da yanita
yansimig olabilir. Nitekim, diyabette [B-AR’lerin gen ifadesinin azaldigi
bilinmektedir. Ne var ki, calismamiz esas olarak, tedavinin Bs;-AR’ler tizerindeki

etkisine odaklandigi icin, B,-AR aracili vazodilatasyon yolagindaki bilesenlerin
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degisimi fonksiyonel ya da molekiiler olarak incelenmemistir. Bu da, sitagliptin
tedavisinin izoprenalin aracili gevseme yanitin1 diizeltmeyisinin yorumlanmasini

zorlastirmaktadir.

Ote yandan, iyilesme gozlenmemesi, daha ©nce de vurgulandigi gibi,
sitagliptinin dozu ya da uygulama siiresi ile ilgili olabilecegi gibi, direkt
sitagliptinden de kaynaklaniyor olabilir. Nitekim Vellecco ve ark. (2016)’nin
diyabetik NOD farelerde yaptig1 calismada dipeptid mimetik yapiya sahip sitagliptin
ile nonpeptidomimetik yapili linagliptin in vitro olarak yol agtiklar1 vazodilatasyon
yoniinden karsilagtirilmig ve linagliptinin daha etkin oldugu bulunmustur. Bu nedenle
de, arastiricilar vaskiiler parametreleri incelemek i¢in linagliptini tercih ettiklerinin
altim cizmistir (Vellecco ve ark., 2016). Bu noktadan hareketle, sitagliptin tedavili
sicanlarda izoprenalin aracili gevseme yanitlarinin diizelmemesi sitagliptinin
vazodilator etkinliginin diger inkretin mimetiklere gore daha diisilk olmasi ile de
aciklanabilir. Calismamizda, sitagliptinin hem kan sekerinin diisiirmemesini, hem de
izoprenalin yanitlarini diizeltmemesini birbiriyle iligskilendirmek hataya yol acabilir.
Soyle ki; Vellecco ve ark. (2016) da linagliptin tedavisi ile kan sekerini
digiirememistir, ne var ki, vaskiiler yantlan iyilestirmistir. Bu bulguyu da
linagliptinin glukozdan bagimsiz direkt vazomodiilator etkinligi olarak ifade etmistir.
Gliptinlerin bu sekilde, glukozdan bagimsiz direkt etkisini gosteren c¢alismalardan
biri de Shah ve ark. (2011b)’nminkidir. S6z konusu arastirmada, C57BL/6 farelerin
aortasinda in vitro alogliptin uygulamasinin vazodilatasyona yol agtigi, bu yanitin
GLP-1’den bagimsiz olarak NO ve EDHF aracili oldugunu bildirilmistir (Shah ve
ark., 2011b).

Calismamizin esas amaci aortadaki varligi ve vazodilator etkisi ilk defa 1999
yilinda Trochu ve ark. tarafindan gosterilen B;-AR aracili vazodilatasyon yanitinin
diyabette ve sitagliptin tedavisine bagh olarak ne sekilde degistiginin incelenmesidir.
Diyabetik aortada [B3;-AR aracili yanitin degisip degismedigi bugiine kadar
aragtirrlmamigtir. Benzer sekilde, sitagliptin ya da diger inkretin mimetik ilaglarin [35-

AR aracili yanitlar iizerine etkisinin olup olmadigi da bilinmemektedir. Aslinda bu
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grup ilaglarin aortada B3-AR aracili yanitlar etkileyecegini diisiinmek ¢cok mantiksiz
goriinmemektedir. Soyle ki; literatiir bilgisi inkretin mimetiklerin aortada NO-
guanilat siklaz-cGMP iizerinden endotel bagimli olarak gevsemeye aracilik ettigini
ortaya koymaktadir (Vellecco ve ark., 2016). Ote yandan, B3-AR’lerin de damarda
ayn1 yolak iizerinden endotel bagimli olarak eNOS-NO-cGMP yolag: iizerinden
gevseme yaptigi bilinmektedir (Flacco ve ark., 2013; Rautureau ve ark., 2002;
Trochu ve ark., 1999). Ote yandan, Ignarro ve ark. (2002) Bs-AR aracili gevseme
yanitinin endotelden bagimsiz bir bileseni de oldugu 6ne siirmiistiir. Calismamizda,
aortadaki B3-AR aracili gevseme yamitlarinin ne diyabetik grupta ne de sitagliptin
tedavili grupta anlamh farklilhik gostermedigi goriilmektedir. Diyabetik ve tedavili
grupta yanitin artma egilimde oldugu goriilmektedir, ne var ki bu artis istatistiksel
anlamliliga ulagsmamistir. Western blot ve immunohistokimya ¢alismalar1 da aslinda
bu bulguyu desteklemektedir, nitekim her ikisinde de Ps;-AR protein ifadesinin
diyabetik ve tedavili gruplarda artma egiliminde olmakla birlikte, anlaml farklilik
gostermedigini ortaya koymaktadir. eNOS inhibitorii varhiginda B;-AR aracih
gevseme yanitinin bozulmasi ise, sinyal yolaginda eNOS’un roliinii dogrulamaktadir.
Ote yandan, calismamizda, B3-AR’nin sinyal yolaginda yer alan total eNOS protein
ifadesinin diyabetik ve tedavili grupta artma egiliminde oldugu bulunmustur.
eNOS’un aktivasyonunun gostergesi olan fosforillenmis eNOS/total eNOS oraninin
ise diyabetik grupta anlamli degismedigi, tedavili grupta ise belirgin oranda arttig1

gbzlenmistir.

Inkretin mimetiklerle yapilan diger ¢alismalar total eNOS protein ifadesi ve
eNOS fosforilasyonu ile ilgili bulgularimizi desteklemektedir. Ding ve Zhang (2012),
insan umbilikal ven endotelyal hiicrelerine (HUVEC) 500-5000 pmol/L GLP-1
uygulamislar ve bu durumda eNOS aktivasyon ve fosforilasyonunun (serin 1177) bes
dakika sonra arttigini bulmuslardir. Uygulamadan 48 saat sonra ise total eNOS
protein ifadesi artarken, mRNA ifadesi de§ismemistir. Bu ¢alismada, benzer sekilde,
eksenatid ve GLP-1(9-36) eNOS aktivitesinin, fosforilasyonunun ve total protein
ifadesinin arttig1 gosterilmistir. GLP-1 ve eksenatidden farkli olarak, GLP-1(9-36)

sadece eNOS protein ifadesini degil, aynm zamanda mRNA ifadesini de artirmistir.
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Ote yandan, sitagliptin ya da eksendin(9-39)’in tek basma ya da kombinasyon
halinde uygulanmasi ise eNOS aktivitesindeki, fosforilasyonundaki ve total protein
ifadesindeki GLP-1 aracili yiikselmeyi kismen bloke etmistir (Ding ve Zhang, 2012).
Bu bulgudan yola cikarak, HUVEC’de GLP-1’in eNOS iizerindeki etkisini kismen
GLP-1 reseptorii aracili kismen ise GLP-1(9-36) iizerinden gosterdigine vurgu
yapilmistir. DPP4 inhibitorlerinin insan vaskiiler endotel hiicrelerindeki etkisinin
GLP-1 aracili ve GLP-1'den bagimsiz bilesenlerinin oldugu Hu ve ark. (2013)
tarafindan da dogrulanmustir. Onceden de belirtildigi gibi, calismamizda eNOS
protein ifadesinin sitagliptin tedavili gruptaki artisin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 bulunmustur. Sitagliptinin bir DPP4 inhibitorii oldugu diisiiniildiigiinde,
eNOS protein ifadesinde artis gozlenmemesi, Ding ve Zhang (2012)’1n da ileri
siirdiigii gibi, beklenen artista kismen GLP-1(9-36)’in de etkisinin bulunmasi ve
sitagliptinin GLP-1’in bu tiireve doniisiimii engellemesi ile aciklanabilir. Buna
karsin, calismamizda eNOS fosforilasyonunun sitagliptin tedavisine bagli olarak
anlamli olarak arttigi bulunmustur. eNOS protein ifadesi degismedigi halde
fosforilasyonun artmasi ise sitagliptin tedavisi sonucunda GLP-1’in GLP-1 reseptorii
lizerinden olan etkinliginin artmas: ile iliskilendirilebilir. Ote yandan, bulgularimiz
Matsubara ve ark. (2012)’nin sonuglar ile ortiismektedir. S6z konusu calismada 16
hafta boyunca yiikksek yagli diyetle beslenen ve apoE geni cikarilmig farelere
200mg/kg/giin desflorositagliptin tedavisi yapilmis ve aortada total eNOS protein
ifadesi degismezken, eNOS fosforilasyonunun anlamh olarak arttifi gosterilmistir.
Aym calismada HUVEC’de desflorositagliptinin GLP-1 aktivitesini artirarak
cAMP/PKA yolag iizerinden eNOS fosforilasyonuna yol acgtigt ve boylece
endotelyal inflamasyonu, yaslanmay1 ve apopitozisi azalttigi bulunmustur. L-NAME
uygulamast yapildiginda yararli etkinin ortadan kalkmasi ise eNOS’un roliinii
dogrulamaktadir. Matsubara ve ark. (2012), desflorositagliptin tedavisi ile eNOS
fosforilasyonunu artirmanin yiiksek yagh diyete bagli olarak gelisen endotelyal
disfonksiyonu iyilestirdigini ortaya koymustur. Bu bulgulardan farkli olarak; Wang
ve ark. (2017) ise ZDF sigcanlarda total eNOS protein ifadesinin anlamli olarak
azaldigim ve sitagliptin tedavisi sonucunda ise diizelerek kontrol seviyesine geldigini

gostermistir (Wang ve ark., 2017).
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B3-AR aracili vazodilatasyon su sekilde gerceklesmektedir; eNOS aracili olarak
olusan NO, endotelyal hiicrelerden damar diiz kas hiicrelerine difiize olur ve sGC’nin
hem kismina baglanir, boylece cGMP olusur, boylece PKG aktive olur (Munzel ve
ark., 2003; Rameshrad ve ark., 2016). PKG, hiicre icine Ca™ girigini inhibe eder ve
hiicre i¢i Ca* diizeyi azalir. Ca* kontraktil elementlerden ayrilir ve gevseme
meydana gelir. Ote yandan, vazodilatasyonda cGMP ile aktive olan myosin hafif
zincir fosfatazlarin (Moncada ve Higgs, 1993) ve ATP aracili potasyum (K-ATP)
kanallarmin (Sasaki ve ark., 2000) da rolii vardir. Bu sinyal yolagi goz Oniine
alindiginda, ayrica, total eNOS proteinindeki artis egilimi ve eNOS
fosforilasyonunun anlamli olarak arttigi diisiiniildiigiinde, sitagliptin tedavili grupta
Bs-AR sinyal yolaginin bir sekilde uyarildigi diisiiniilebilir. Ne var ki, bu grupta
selektif B3-AR agonisti CL 316,243 ile uyarilan gevseme yanitlart anlamli olarak
farkli bulunmamistir. Bu durumda, bir olasilikla, eNOS aktivasyonuna karsin yeterli
diizeyde NO iiretilmemis olabilir ve bu da yolagin diger asamalar1 olan guanilat
siklaz aktivasyonunu ve ¢cGMP olusumunu etkilemis olabilir. Farkli bir olasilikla,
NO iretimi artmig olsa bile, bu artis sGC-cGMP-PKG gibi yolagin sonraki
asamalarinin ayn1 oranda uyarilmasina yol agmamis olabilir. Kisacasi, eNOS’un artis
egilimi ya da fosforilasyonunun artmasi, sonraki asamalarin da benzer sekilde
degisime ugrayacagim gostermemektedir. Bu noktadan hareketle, B3;-AR aracili
gevseme yantinin diyabetik ya da sitagliptin tedavili grupta istatistiksel anlamli
olarak degismemesi, yolagin diger bilesenlerinin tedaviden eNOS kadar
etkilenmemis olmas1 ile agiklanabilir. Yolagin tiim bilesenlerinin fonksiyonel ve
molekiiler olarak ayrmtili bir bicimde incelenmesi bu sorularin yanitlanmasina

yardimeci1 olacaktir.

Calismamizda, diyabetik sicanlarin aortasinda media tabakasinin kalinlastigi
bulunmustur. Ne var ki, sitagliptin tedavili siganlarda bu kalinlasma anlamli olarak
azalmakla birlikte, kontrol seviyesine ulagsmamistir. Bu bulgumuz diger literatiir
bulgular ile ortiismektedir, nitekim diger calismalarda da diyabetik aortada intima ve

media tabakasinin kalinlastigin1 gosterilmistir (Tang ve ark., 2016a; Tang ve ark.,
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2016b; Wang ve ark., 2017). Arastiricilar sitagliptin tedavisi ile bu kalinlagsmanin
anlamli olarak azaldigim1 bulmustur. Buna ek olarak, calismamizda, diyabetik
sicanlarin aortasinda kollajen pozitif alanlarin arttigi gozlenmistir. Kollajen birikimi
sitagliptin tedavisi ile belirgin olarak azalsa da, kontrol seviyesine ulasmamistir.
Sonuglarimiz ~ sitagliptin  tedavisinin diyabetik damarda bozulan histolojik
parametreleri bir Olgiide diizelttigini gostermektedir. Bu kismi iyilesmenin

mekanizmasinin aydinlatilabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ bulunmaktadir.

Sonu¢ olarak, sitagliptin tedavisi uygulanan sicanlarin diyabetik aortada
bozulan [,-AR aracili gevsemeleri diizeltmemesi ve [3-AR aracili gevseme
yanitlarmi da anlamli olarak degistirmemesi sitagliptinin diyabetik vaskiiler
disfonksiyona yararli olmadigini diisiindiirmektedir. Ne var ki, bu sonucun sitagliptin
tedavi dozu ya da siiresi ile iligkili olup olmadigi olasiligi da g6z Oniine alinmalidir.
Sitagliptinin uygulanan dozda kan sekerini de belirgin olarak diisiirmemesi, ilacin
metabolik ve vaskiiler etkisinin baglantili oldugu fikrini akla getirse de, hem
linagliptin ile yapilan caligmada ortaya konan glukozdan bagimsiz vaskiiler yarar,
hem de diyabetik olmayan hipertansif ya da aterosklerotik hayvan modellerinde
gozlenen vazoprotektif etki bu olasili@i zayiflatmaktadir. Sitagliptinin vaskiiler
etkilerinin farkli doz ve tedavi siireleri ile karsilagtirmali olarak incelenmemesi,
ayrica, B, ve B3-AR aracili gevseme yanit yolagindaki bilesenlerin fonksiyonel ve
molekiiler olarak ayrintili olarak degerlendirilmemesi calismamizin  eksik
noktalaridir. Sonraki calismalarda, bu noktalarin aydinlatilmasi sitagliptinin olasi

vaskiiler koruyucu etkisinin belirlenmesinde yararl1 olacaktir.
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5. SONUC ve ONERILER

Calismamiz boyunca elde ettigimiz bulgular sonucunda 14 haftalik diyabet
sonrasinda siganlarda torasik aorta kasilma yanitlarinin kontrol gruba gore arttigi,
izoprenalin aracili gevseme yanitlarinin da azaldigi goriilmiistiir. Yan1 sira elde
edilen histopatolojik bulgularda 14 haftalik diyabetin sican aortasinda kalinlasmaya
yol actigi, ayrica bu dokularda kollajen birikiminin de arttigi gosterilmistir. Bu

cercevede 14 haftalik diyabetin vaskiiler hasar olusumunu tetikledigi belirlenmistir.

Dort haftalik sitagliptin tedavisinin siganlarin beden agirliklar ya da kan sekeri
degerleri iizerinde herhangi bir iyilestirici etkisinin olmadigi goriillmiistiir. Artan
aorta kasilma yanitlarinin sitagliptin tedavisi ile bir miktar diistiigii, ancak tedavinin
azalan izoprenalin aracili gevseme yanitlar iizerinde olumlu ya da olumsuz bir etki
yapmadigi gozlenmistir. Buna karsin, histopatolojik bulgular sonucunda sitagliptin
tedavisinin diyabetle artan kollajen miktarimi diisiirdiigi ve kalinlagan aorta media
katmani azalttigi goriilmiistiir. Bu bulgular, vaskiiler hasar ile gézlenen morfolojik
degisimler iizerinde sitagliptin tedavisinin iyilestirici etkinligi oldugunu, buna karsin,
bu ilacin vaskiiler islevselligin gostergesi olan kasilma ya da gevseme yanitlarina
beta adrenerjik reseptorler iizerinden istatistiksel olarak anlaml bir etkisi olmadigini

ortaya koymaktadir.

Diger taraftan P3;-AR aracili damar gevseme yamitlarinin gruplar arasinda
anlamli olarak degismedigi gozlenmistir. Bu bulgular, western blot analizleri ve
immunohistokimya deneyleri sonucunda 3;-AR protein diizeyleri ve bu reseptorlerin
sican aortasindaki lokalizasyonu agisindan {i¢ grup arasinda da anlamli bir fark
bulunmamasiyla desteklenmistir. Bunlara ek olarak, ;-AR aracili damar gevseme
yanitlariin eNOS yolag1 iizerinden gerceklestigi bilgisinden hareketle, eNOS
inhibitérii L-NAME varhiginda tekrarlanan [;-AR aracili gevseme yanitlari

bakimindan da farklilik bulunamamistir. Ne var ki, western blot analizleri peNOS
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protein diizeylerinin sitagliptin tedavisiyle anlamli derecede arttigin1 gostermis,

dolayisiyla sitagliptinin eNOS yolagini1 uyardigi sonucuna ulasilmistir.

Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde B3-AR aracili damar gevseme yanitlari
tizerinde sitagliptinin anlamli bir etkisi olmadigi goriilmektedir. Ancak segilen doz ya
da uygulanan tedavi siiresinin sonuglar1 etkilemis olmasi olas1 goriinmektedir. Bu
dogrultuda, farkli doz ve tedavi siirecleri ile yeni arastirmalar yapilmasi sitagliptin
etkiliginin daha saglikli degerlendirilmesine yardimci olacaktir. Ote yandan,
caligmamizda klinik bulgulara yer verilmemis, yalnizca sican aortasi iizerinden
degerlendirme yapilmistir. Tedavinin insanlar iizerindeki olas1 etkilerinin
degerlendirilmesi i¢in yeni klinik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunlara ek
olarak, sitagliptinin eNOS yolagimi aktive ettigi gosterilmis, ancak, bunun
mekanizmas1 aydinlatilamamistir.  Yapilacak c¢alismalarla, olast mekanizmalar

tizerine odaklanilmasi hedeflenmektedir.
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OZET

Streptozotosin Diyabetik Sican Aortasinda Beta 3-Adrenoseptor Aracili Yamtlara

Sitagliptinin Olas1 Etkileri

Kronik diyabetik bireylerde kardiyovaskiiler hastaliklarin goriilme riski 6nemli Olgiide
artmaktadir. Diyabete bagli olarak endotel aracili gevseme yanitlarinin azaldigi, bu durumun
da vaskiiler endotelyal disfonksiyona yol actigi gosterilmistir. Klasik B; ve B,-AR’lere ek
olarak PBs;-AR’lerin de damar endotelinde yerlestigi ve nitrikoksit aracili olarak gevseme
yanitina yol ac¢tig1 bulunmustur. Dipeptidil peptidaz 4 (DPP4) inhibisyonu, glukagon benzeri
peptid- 1 (GLP-1) ve glukoza bagiml insiilinotropik peptid (GIP) gibi inkretinlerin
parcalanmasini onleyerek kan dolasim sisteminde inkretin seviyelerini arttirmaktadir. Artan
inkretin seviyeleri, yemek sonrasi insiilin etkinliginin uzamasini saglamakta, boylece DPP4
inhibitorleri diyabet tedavisi amaciyla kullanilmaktadir. Arastirmalar DPP4 inhibitorlerinin
anti-inflamatuar, anti-aterosklerotik etkileri ve damar gevseme yanitlarim1 arttirict
ozellikleriyle vaskiiler sistem iizerinde koruyucu etkinligi oldugunu ortaya koymustur. Ote
yandan, DPP4’{in akut inhibisyonunun normal damar fonksiyonlari iizerindeki etkilerinin
GLP-1'den bagimsiz mekanizmalar araciliftyla oldugunu gosteren bir g¢alisma da
bulunmaktadir. Planlanan projede diyabete bagli olarak gelisen vaskiiler hasarin
diizeltilmesinde bir DPP4 inhibitorii olan sitagliptinin olasi etkinligi B;-AR aracili gevseme
yaniti tizerinden degerlendirilmistir. Calismada bu amacla kontrol, diyabetik ve sitagliptin
tedavili diyabetik sigan gruplarinin aortasinda Bs;-AR agonisti CL 316,243 aracili gevseme
yaniti incelenmis ve etki mekanizmasinin eNOS yolag: ile iliskisi arastirilmig, buna ek
olarak, B;-AR ve eNOS/peNOS protein diizeylerine bakilarak gen ifade diizeyinde de bu
reseptorler degerlendirilmistir. immunohistokimyasal olarak da bu reseptorler incelenmistir.
Elde edilen bulgular sonucunda B;-AR aracili gevseme yamit1 iizerinde sitagliptin tedavisinin
bir etkisi olmadig1 goriilmiis, ayn1 zamanda B;-AR protein ifade diizeylerinin de gruplar
arasinda anlamli farkliik bulunmamistir. Ne var ki, peNOS/eNOS protein oraninin
sitagliptin tedavisiyle anlamli olarak arttigi gozlenmistir. Bu bulgular dogrultusunda
sitagliptin tedavisinin eNOS yolagini uyardigi, ancak bu uyarinin B;-AR aracili olmadigi
gosterilmistir. Sitagliptin ile eNOS yolagi arasindaki iligkinin degerlendirilmesi icin yeni
arastirmalara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Anahtar sozciikler: aorta, beta 3 adrenoseptor, diyabet, endotelyal disfonksiyon, sitagliptin.
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SUMMARY

The Possible Effects of Sitagliptin on Beta 3 Adrenoceptor Mediated Responses in
Streptozotocin Diabetic Rat Aorta

Cardiovascular risk is higly increased in indivuals with chronic diabetes. Endothelium
dependent relaxation response has been shown to be decreased in diabetes and this leads to
vascular endothelial dysfunction gradually. In addition to classical B; and B,-AR, a third
subtype, B3-AR has been shown to exist in vessel endothelium and mediate vasorelaxation.
Inhibition of DPP4 increases levels of incretin in blood circulation by preventing the
degradation of incretins such as glucagon like peptide (GLP-1) and glucose dependent
insulinotropic peptide (GIP). Increased incretin levels provide prolonged postprandial insulin
efficiency. Thus, DPP4 inhibitors have been used on diabetes treatment. DPP4 inhibitors
have been shown to be protective on vascular system since they have antiinflammatory and
antiatherosclerotic effects and increase vasodilatation response. On the other hand, the
vascular effect of acute inhibition of DPP4 has been found to be independent of GLP-1. In
this research project, the possible beneficial effects of sitagliptin on diabetic vascular damage
have been evaluated in terms of ;-AR mediated vasodilatation response. For this purpose,
B3-AR mediated relaxation response has been studied with CL 316,243, a 3;-AR agonist, in
the aorta rings of control, diabetic and sitagliptin treated diabetic rats and the relationship
between the mechanism of this relaxation and eNOS pathway has been investigated. In
addition, the efficiency of sitagliptin has been evaluated as gene expression levels by western
blot analysis and immunohistochemical assay. It has been observed that sitagliptin had no
significant effect on B;-AR mediated relaxation reponse. These results were supported with
the finding that B;-AR protein expression was not changed among the groups. However,
peNOS/eNOS ratio was increased markedly in sitagliptin treated group which points the
stimulating effect of this drug on eNOS pathway. It is shown that this stimulation was not
related to B3-AR, so further studies are needed to explain the relationship between sitagliptin
and eNOS pathway.

Key words: aorta, beta 3 adrenoceptor, diabetes, endothelial dysfunction, sitagliptin.
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