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OZET

Hipertansiyon (HT), Diabetes Mellitus (DM) ve komplikasyonlarinin yiiksek
kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite ile iligkileri, bu hastaliklar1 tiim diinyada
onde gelen halk sagligi problemi haline getirmistir. Patogenezlerindeki endotel
disfonksiyonu, nitrik oksit biyoaktivitesinde bozulma ve inflamasyonun
kardiyovaskiiler problemleri baglattig1 diistiniilmektedir. Sitagliptin Tip 2 DM
tedavisinde kullanilan, endoteliyal nitrik oksit sentetazi (NOS) artirarak
vazodilatasyon saglayan, dipeptidil peptidaz-4 inhibitorleri grubu bir oral
antidiyabetiktir. Bu ¢caligmada sitagliptinin kan basinc1 (KB), viicut agirliklari, invitro
damar fonksiyonlarmi gosteren kasilma gevseme yanitlarinin yanisira, NOS
inhibitorii asimetrik dimetil arjinin (ADMA), inflamasyon siirecinde etkin
interseliiler adezyon molekiilii-1 (ICAM-1), proinflamatuvar bir adipokin olan
Resistin, sempatik sistemde anahtar enzim tirozin hidroksilaz (TH) ile tiim hiicresel
prosesler ve bu sebeple bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynayan NO salinimu,
ROS iiretimi ve inflamasyona etkili mikroRNA (MiRNA) diizeylerine etkisinin,
nondiyabetik hipertansif sicanlarda degerlendirilmesi amaglandi.

Calismada 10-12 haftalik 28 adet Spraque Dawley sigan kullanildi. Siganlar
rastgele 4 gruba ayrildi (kontrol, sitagliptin, hipertansiyon, HT+Sita). Hipertansiyon
olusturmak igin 4 hafta intraperitoneal L-N®-Nitroarginine Methyl Ester (L-NAME)
(40 mg/kg) uygulandi. Sitagliptin (80 mg/kg) 2. haftadan itibaren 14 giin boyunca
gavaj yoluyla verildi. KB (tail-cuff metoduyla) ve viicut agirliklari baglangigta, 14 ve
28. giinlerde 6l¢iildii. Dekapitasyon sonrasi sican torasik aortalar1 organ banyosuna
asilarak fenilefrin kasilma ve asetilkolin/sodyum nitroprusiyat gevseme yanitlari
izlendi. Serum ADMA, ICAM-1, Resistin, TH diizeyleri ELISA ve miRNA
seviyeleri ise RT-PCR ile dl¢iildii.

Kan basin¢lar1 L-NAME uygulanan gruplarda kontrole gore anlamli yiikseldi.
Sitagliptin hipertansif grupta 28. giin KB’n1 anlaml1 azaltti. Kontrol ve hipertansiyon
gruplarinda anlamli artis olurken, sitagliptin, uygulandig1 gruplarda kilo artisini
baskiladi. In-vitro deneylerde adrenerjik reseptor duyarlilifi hipertansif grupta
anlaml artt1. Sitagliptin uygulamasi bu artisi azaltti. Maksimum kasilmanin yarisina
ulasgtiran fenilefrin konsantrasyonu (Phe ECsg) hipertansiflerde anlamli diisiikken,

HT+Sita grubunda anlamli artti. Sitagliptin ile kiimiilatif endotel bagimli gevseme



yanitlarinda anlamli iyilesmeler goriildii. Hipertansiyon grubunda anlamli artan
ADMA ve ICAM-1 seviyeleri sitagliptin uygulamasiyla anlamli azaldi. Tirozin
hidroksilaz diizeyleri anlamliliga ulasmamakla birlikte hipertansiyon grubunda artti
ve sitagliptinle azaldi. Resistin seviyeleri gruplar arasinda anlamli degildi. miRNA-
21, miRNA-155 ve miRNA-181b hipertansiyonda anlamli artarken sitagliptin
tedavisi ile anlaml1 azaldi.

Bulgularimiza goére NOS inhibisyonuyla gelisen hipertansiyona katilimci
ADMA, ICAM-1, TH ve miRNA-21, miRNA-155 ve miRNA-181b birer
biyobelirte¢ ve tedavi planlamada onemli hedefler olabilir. Sitagliptin aortadaki
vazoaktif ozellikleri ve endotel disfonksiyonu, oksidatif stres, inflamasyon ve
sempatik aktiviteyi yansitan biyobelirtecler iizerine etkileriyle kan basincini

diistirebilir.

Anahtar Kelimeler: hipertansiyon, sitagliptin, ADMA, ICAM-1, tirozin hidroksilaz
miRNA
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ABSTRACT

EFFECTS OF SITAGLIPTIN ON BLOOD PRESSURE, VASCULAR
RESPONSES AND ENDOTHELIAL DYSFUNCTION RELATED
PARAMETERS, IN EXPERIMENTAL HYPERTENSION

Hypertension (HT), Diabetes Mellitus (DM) and their complications are
major public health problems worldwide due to their association with high
cardiovascular morbidity and mortality. Both in these pathologies, endothelial
dysfunction, disruption of nitric oxide bioactivity and inflammation are thought to
begin cardiovascular problems. Sitagliptin, a member of dipeptidyl peptidase-4
inhibitors, is used for the treatment of DM Type-2, ensures vasodilatation via nitric
oxide synthetase (NOS). In this study, besides the effects of sitagliptin on blood
pressure (BP), body weights and invitro contraction/relaxation responses, levels of
asymmetric dimethylarginine (ADMA) known as a NOS inhibitor, intercellular
adhesion molecule-1 (ICAM-1) that participates inflammation, a proinflammatory
adipokine Resistin, tyrosine hydroxylase (TH) the key enzyme of sympathetic system
and micro RNAs involved in the all cellular processes and consequently play a role
in the pathogenesis of many diseases and act on nitric oxide release, reactive oxygen
species formation and inflammation were aimed to evaluate on nondiabetic
hypertensive rats

Twenty-eight Spraque Dawley rats of 10-12 weeks-old were randomly
divided into four groups (control, sitagliptin, hypertension, HT+sita). To develop
hypertension, L-NAME (40 mg/kg) was administered intraperitoneally for 4 weeks.
Sitagliptin (80 mg/kg) was given by oral gavage for last 14 days. BP by using tail-
cuff method and body weights were measured on onset, 14™ and 28" day of
experiment. After decapitation phenylephrine contractions and acetylcholine/sodium
nitroprusside relaxation responses were observed by hanging the thoracic aortas of
rats in the organ bath. Levels of serum ADMA, ICAM-1, Resistin, TH analysed by
ELISA and microRNAs with RT-PCR.

Significant increase in BP with L-NAME was seen in hypertensive group
according to control. Sitagliptin reduced blood pressure significantly on 28" day in
hypertensive rats. While control and hypertensive groups gained weight significantly

from 14 to 28th days, weight gains were suppressed in sitagliptin administrated

vii



groups. In-vitro contraction responses of hypertensive group increased significantly.
While the concentration of phenylephrine (Phe), which reached half of the maximal
contraction (Phe ECso) was significantly lower in hypertensive group, increased
significantly in HT+Sitagliptin group. Significant improvements in cumulative
relaxation responses were observed with sitagliptin. Significant increases were seen
in ADMA and ICAM-1 levels of hypertensive group. Sitagliptin administration
decreased these levels significantly. Although it was not significant, the level of TH
increased in hypertensive group and decreased with sitagliptin. Resistin levels were
not different between the groups. miRNA-21, miRNA-155 and miRNA-181b levels
increased in hypertension group and decreased with sitagliptin treatment.

According to our findings; ADMA, ICAM-1, TH and miRNA-21, miRNA-
155 ve miRNA-181b which are involved in NOS inhibited hypertension, may be
biomarkers and important targets for treatment planning. In this study it has been
shown that sitagliptin can decrease BP with its vasoactivity in aorta and effects on
parameters reflecting endothelial dysfunction, oxidative stress, inflammation and
sympathetic activity.
Key words: hypertension, sitagliptin, ADMA, ICAM-1, tyrosine hydroxylase,
mMiRNA
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1. GIRIS

Kiiltiirel tecritteki ¢ok az sayidaki insan toplulugu disinda hipertansiyon
(HT), tiim popiilasyonlarda yaslanmayla beraber siklig1 artan kronik bir hastaliktir
(1). Diinya niifusunun giderek yaslanmasi ile hipertansiyon ve iligkili
kardiyovaskiiler olay sikliginin artacak olmasi, hem ekonomik hem de sosyal olarak
hastaligin nasil ciddi bir tehdit haline geldiginin gostergesidir. Diinyada yetiskin
niifusunun %25’ inin hipertansiyonla miicadele ettigi tahmin edilmektedir. Bu saymin
2025 yilma kadar kiiresel olarak %29’a ¢ikmasi beklenmektedir (2). Ulkemizde ise
2015 — 2020 Tirkiye Diyabet programi verilerine gore 12,5 milyondan fazla kisi
hipertansiyon tanis1 almistir.

Hipertansiyonun, engellenebilir ve tedavisi miimkiin bir hastalik olmasiyla
beraber; tedavisindeki gecikme ile konjestif kalp yetmezligi, koroner kalp hastaligi,
hemorajik ve trombotik inme, kronik bobrek hastaligi, periferik arter hastaligi, aort
diseksiyonu ve erken yasta 6liim gibi birgok duruma sebep oldugu da bilinmektedir
(3). Diinya Saglik Orgiitii’niin giincel bir bildirisinde; bulasic1 olmayan hastaliklarin
diinya genelindeki dliimlerin %70’ini olusturdugu, bunun da yilda 40 milyon 6lim
demek oldugu, rapor edilmistir. Bu oliimlerin 9.4 milyonuna hipertansiyon ve
komplikasyonlar1 sebep olmaktadir. Ote yandan hipertansiyon kalp hastaligina bagh
Oliimlerin %45’inden sorumlu iken bu oran hipertansiyonun sebep oldugu inmeye
bagli 6liimlerde ise %51°e kadar ¢ikmaktadir (4, 5).

Obezite, kronik bdbrek hastaliklari, uyku apnesi, insiilin direnci (IR) ve
diabetes mellitus (DM) gibi bircok komorbidite hipertansiyonla birliktelik gosterir.
Tersinden bakildiginda da durum aynidir: diyabetli hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda
eslik eden yliksek kan basinci s6z konusudur ve bu hastalarda hipertansiyonun varlig
inme, myokard infarktiisii gibi kardiyovaskiiler ve renal olay riskini tehlikeli anlamda
artirmaktadir (6, 7). HT, DM ve komplikasyonlarinin yiiksek kardiyovaskiiler
morbidite ve mortalite ile iliskileri, bu hastaliklar1 tiim diinyada major halk saglig1
problemi haline getirmistir. Sistolik kan basincinda (SKB) yalnizca 2 mmHg’lik bir
azalmanin bile iskemik kalp hastaliklarina bagli mortaliteyi %7 ve inme riskini %10
azalttig1 distlintildiigiinde; farmakolojik veya nonfarmakolojik yontemlerle, 6zellikle

sistolik kan basincinda hedefe ulasildiginda HT ve DM’nin sebep oldugu morbidite



ve mortalitenin  azaltilabilmesinin  klinik anlamdaki 6neminin  biiytikligi

goriilmektedir (8).
1.1. Hipertansiyon

1.1.1. Tanim ve Evreleme

Arteriyel kan basinci (tansiyon), kalbin kani sistemik dolasima pompalamasi
sirasinda kanin damar g¢eperlerine yaptigi basing olarak bilinir. Bu basing asagidaki
sekilde formiile edilebilir:

Kan basinct = Kalp Debisi X Periferik Damar Direnci

Kalp debisi (kardiyak output), atim hacmi ile kalp hizinin g¢arpimiyla
belirlenirken; periferik damar direnci ise kiigiik arter ve arteriollerin ¢aplari, damar
duvarinin yapist ve damar diiz kaslarinin tonusu gibi faktorlerce degisir. SKB, kalp
atim hacmi ve aortanin gerilebilirligi tarafindan, arterdeki minimum kan basinci olan
diyastolik kan basinc1 (DKB) ise periferik damar direnci tarafindan belirlenir.

Daha ¢ok damar direncinin artmasma bagli olmakla birlikte, denklemdeki
degiskenlerin birinde veya her ikisinde artma ile hekim tarafindan yapilan arteriyel
kan basmci Ol¢limiiniin  140/90 mmHg veya daha yiiksek seyretmesi haline
hipertansiyon denir. Hipertansiyonda evreleme Avrupa Kardiyoloji Komitesi (ESC)
2013 Hipertansiyon Kilavuzu ve 8. Joint National Commitee (JNC-8) yetiskinlerde
hipertansiyon yonetim kilavuzlarina gore su sekildedir (Tablo 1) (9, 10):

Tablo 1. INC-8 ve ESC kilavuzlarina gore yetiskinlerde hipertansiyon evrelemesi

Kategori Sistolik ( mmHg) Diyastolik ( mmHg)
Optimum <120 ve <80

Normal 120-129 ve/veya 80-84
Yiiksek-Normal 130-139 ve/veya 85-89

Evre 1 HT 140-159 ve/veya 90-99

Evre 2 HT 160-179 ve/veya 100-109

Evre 3HT >180 velveya >110

Izole sistolik HT >140 ve <90

Tiim hipertansiyon olgularinin %80-90 gibi biiylik bir kismin1 mekanizmasi
kesin bilinmeyen, herhangi bir ikincil hastaliga bagli olmayan esansiyel (primer)
hipertansiyon olusturur. Geri kalan %10-20’lik bdliimii ise parankimal bdbrek
hastaligi, renal arter stenozu, asirt aldosteron salinimi, feokromasitoma, hipertroidi,
Cushing, akromegali ve uyku apnesi gibi bir nedene bagli sekonder hipertansiyon

olgulart meydana getirir (11).



1.1.2. Hipertansiyon etiyopatogenezi

Hipertansiyon multifaktoriyel bir hastaliktir. Genetik yatkinlik, artmis
sempatik aktivite (barorefleks ve kemorefleks mekanizmalarin yer aldigi karmagsik
bir mekanizma), sodyum tutulumunu arttiran hormonlarin fazla iiretimi ve
vazokonstriiksiyon, uzun siireli yiiksek miktarda tuz alimi, alkol ve sigara kullanima,
obezite, meslek ve kalabalik yerlerde yasam gibi ¢evresel faktorler, diisiik miktarda
potasyum ve kalsiyum alimi, renin salimim fazlaligina bagli artan anjiotensin Il ve
aldosteron fazlaligi, prostasiklin, nitrik oksit ve natriiiretik peptidler gibi
vazodilatatorlerin  azalmis Uretimi, vaskiiler tonusu arttiran kallikrein-kinin
sisteminin aktive olmasi, damarlarda direng artisi, DM, IR gibi patolojiler ve
aralarindaki karmasik iligskiler yumagi esansiyel hipertansiyonun meydana
gelmesinden sorumludur. Bu faktorlerin bazilarina yakindan bakmak gerekirse:

Vaskiiler reaktivite: Psikolojik strese cevap olarak sempatik salinimin
artmasi ve yineleyen stres, vazokonstriiksiyona ve periferik damar direncinde artiga
neden olarak bu yolla hipertansiyon olusmasina sebep olur.

Vaskiiler yeniden yapilanma: Ozellikle kiigiik arteriollerdeki fonksiyonel
degisiklik olmakla beraber damarlardaki yapisal ve mekanik varyasyonlar
hipertansiyon hastalarinda artmis durumdadir. HT patofizyolojisinde 6nemli olan
sempatik uyarinin da kronik olmasi, norepinefrin reseptorlerine etkiyerek, gesitli
biiyiime faktorlerinin de katkisiyla damar yeniden yapilanmasina katkida bulunur.

Renal mikrovaskiiler hastalik: Sempatik sinir sistemi ve renin anjiotensin
aldosteron sisteminin (RAAS) hiperaktivasyonu ve bireyin genetik durumunun da
katkisiyla, renal mikrovaskiiler sistemde sodyum emilimi artar. Buna bagli HT
gelisebilir.

Urik asit: Urik asit, plazma renin diizeyi ile korelasyon gdsterir ve bobrek
afferent arteriollerinde vazokonstriiksiyon olusturarak hipertansiyon siirecine katkida
bulunur.

Arteriyel sertlik: Endotel disfonksiyonu, Ostrojen azalmasi, tuz aliminin
fazla olmasi, sigara, homosistein yiiksekligi, diyabet ve yaslanma arteriyel sertlige
neden olur. Yaslanmayla beraber vaskiiler elastikiyette azalma da SKB’yi arttirir.

Renin Anjiotensin  Aldosteron Sistemi: Anjiotensin 1, damarda

vazokonstriiksiyon, bobrekte sodyum emilimini veya beyinde sempatik uyarimi



arttirma gibi mekanizmalarla kan basincini yiikseltir. Anjiotensin II beyin, adrenaller,
damarlar ve kalpte iiretilir. Bu liretim organlarinda damar rezistansi olusturarak hedef
organ hasarma sebep olur. Ote yandan aldosteron da otokrin ve parakrin yollarla kalp
damar sistemini etkileyerek fazlaligi durumunda hipertansiyona sebep olur.

k Endotel hiicrelerinden sentezlenen ET-1 dolasimda anlamli bir yiikseklige
ulasmadan bile parakrin etkisi ile endotel altindaki diiz kas hiicrelerindeki
reseptorlerini Uyararak vazokonstriikksiyona yol agar ve bu yolla kan basincini

yiikseltir (12).

1.1.2.1. Artmms Sempatik Sinir Sistem Aktivitesi

Sempatik uyarimin artmast kalbin, periferal damarlarin, bobreklerin
uyarilmasini saglayarak kardiyak outputun, damar direncinin ve sivi tutulumunun
artmasina sebep olarak hipertansiyon olusturur. Bagka bir ag¢idan bakildiginda
katekolaminlerin sentez ve kana sekresyonundaki asiriligin aracilik ettigi uygunsuz
sempatik sinir sistemi aktivasyonu, esansiyel HT’nun major patofizyolojik
ozelliklerindendir. Katekolamin biyosentezinde hiz kisitlayict enzim olan L-Tirozin
hidroksilaz  (TH) bu siiregte aktif rol oynamaktadir. TH, tirozinin
dihidroksifenilalanine doniisiimiinden sorumludur. Daha 6nce Spontan Hipertansif
Sicanlarda (SHR) yapilan bir ¢alismada artmis katekolaminerjik nérotransmisyonun,
yiikselmis tirozin hidroksilaz aktivitesi ile baglantili oldugu gosterilmistir (13). 2016
yilinda yiriitiilmiis bir ¢alismada deneklere 10 giin deksametazon verilmesi ile
olusturulan hipertansiyonda es zamanli TH mRNA seviyelerinin de yiikseldigi

gozlemlenmistir (14).

1.1.2.2. Endotel Disfonksiyonu

Endotel; damar tonusu, kan basinci, kan akimi ve pihtilasma sistemi iizerinde
etkili olan, vaskiiler limeni doseyen tek sirali hiicrelerden olugmus viicuttaki en
bliylik endokrin organdir. Bu yap1 kan elemanlar1 ile damar duvar arasinda siirekli
bir bariyer olusturur. Palade ve Gowan’in endotelin dinamik bir organ oldugunu ilk
olarak tanimladigi 1950lerden bu yana endotel ve fonksiyonlari konusunda bilgimiz
dramatik olarak degigmektedir.

Endotel hiicreleri vaskiiler homeostaz1 saglamak i¢in kritik dneme sahip

vazodilatator [nitrik oksit (NO), prostasiklin ve endotel kaynakli hiperpolarizasyon



faktorii] ve vazokonstriiktor [ET-1, Anjiotensin 2, tromboksan A2 ve Reaktif oksijen
tirtinleri (ROS)] maddeler salgilar (15). Saglikli bir endotel direkt vaskiiler rezistansi
diisiirecek potent vazodilatatorleri siirekli olarak stimuluslara cevap olarak salgilar.
Bu maddelerden en o6nemlisi olan NO’in bozulan yapim ve fonksiyonu endotel
disfonksiyonuna sebep olur. Endotel disfonksiyonu ve hipertansiyon birbirini
tetikleyen olaylardir. Bununla birlikte hipertansiyonun erken donem karakteristik
patofizyolojilerinden  olan  endotel disfonksiyonu ve beraberinde NO
biyoyararlaniminin bozulmasi ile vazodilatasyonda azalma ve vazokonstriiktorlere

artmig cevap Siireci yasanir (16).

1.1.2.2.1. Nitrik Oksit

Endotel hiicrelerinden salgilanan NO; bilinen en giiclii endojen vazodilatator
ayni1 zamanda ¢esitli fizyolojik gorevleri olan, difiizyonla biyolojik membranlardan
kolaylikla gegebilen bir sinyal molekiiliidiir. Vazodilatasyondaki primer roliiniin
yaninda NO, miyokardin kasilmasi ve mikrovaskiiler permeabilite tizerine etkisi ile
kardiyovaskiiler sistemde, Ogrenme, hafiza, agri, epilepsi ve ndrodejenerasyon
tizerine etkileri ile sinir sisteminde ve bronkodilatasyon etkisi ile de solunum
sisteminde rol alir (17).

Nitrik oksit, nitrik oksit sentetaz (NOS) enzim ailesi tarafindan sentezlenir.
Reaksiyon sirasinda substrat olan L-arjinin molekiiler oksijenle oksitlenir.
Nikotinamid adenin  diniikleotit  fosfat, flavin adenin diniikleotit ve
tetrahidrobiyopterin ise kofaktor olarak kullanilir (18) (Sekil 1). Organizmadaki yari
omrii saniyelerle ifade edilen NO, baslica katalizorlerinin siiperoksit radikallerinin

oldugu reaksiyonlarla da nitrit ve nitrata donistiiriilerek inaktif hale gelir.

NO Sentaz (NOS)

L-Arginin [ »  Nitrik Oksit
N
ﬂ BH4 Sitriilim
Molekiiler O
NADPH

Sekil 1. L-arjininden nitrik oksit sentezi. FAD: flavin adenin diniikleotit,
BH4: tetrahidrobiyopterin, NADPH: nikotinamid adenin diniikleotit fosfat



Nitrik oksit sentetaz enzim ailesi noronal, indiiklenebilir ve endoteliyal
NOS’tan olusur. Noronal NOS o6ncelikle beyin, spinal kord, periferik néronlar gibi
sinir  sistemi  boliimlerinde  bulunur. Ayrica solunum fonksiyonlarinda,
gastrointestinal sistem motilitesinde, tiim dokularin kan basinglarinin ve akis hizinin
diizenlenmesinde de gorev alir. Bu enzimin caligabilirligi kalsiyum kalmodulin
kompleksine baglidir.  Boylece aktivitesi intraseliiler kalsiyum diizeyindeki
degisikliklerle ayarlanabilir.

Indiiklenebilir izoform olan iNOS makrofajlarda, dalak pulpasi, kalin barsak
ve karacigerdeki Kimi hiicrelerde bulunur; interlokin-1, interferon-y, endotoksin ve
timor nekrozis faktor-o gibi sitokinlerce hiicrelerde ve ayrica bakteriyel
lipopolisakkaritler tarafindan da uyarilabilir. Aktif hale gegmesi i¢in kalsiyum ve
kalmoduline bagli olmadigindan, endoteliyal NOS (eNOS) ve noronal NOS’tan
farkli olarak aktivitesi uzun siirer ve fazla NO {iiretimi saglar (19).

Nitrik oksit sentetaz enzim ailesinin vaskiiler dokuda baskin izoformu olan
eNOS ilk olarak endotel hiicrelerinde tespit edilmistir. Sonrasinda arteriyel ve vendz
endotelin bulundugu bobrek tiibiil epitelinde, plasenta sinsitiotrofoblastlarinda ve
beyin gibi baz1 dokularda da eNOS bulundugu saptanmustir.

Nitrik oksit sentezi damarda baslica akim stresi (shear stress) denilen kalbin
her sistolde kam1 damarlara gondermesi sonucu endotel yiizeyinde olusturdugu
mekanik siirtinme etkisi ile olur. Endotel hiicreleri bu mekanik etki ile sekil
degisikligine zorlanirken ayn1 zamanda intraseliiler sinyaller de gonderir. Bu uyari ile
Protein Kinaz B aktive olur ve eNOS’u fosforile eder. Boylece endotelden NO
uretimi gerceklesir. Bu sekilde NO iiretimi igin kalsiyuma gerek yoktur. Ancak
membrana bagli bulunan eNOS, hiicre i¢i kalsiyumun artmasini saglayan asetilkolin,
bradikinin ve noradrenalin gibi baz1 mediatorlerle de indiiklenebilir (20).

Cok diisiik konsantrasyonlarda dahi NO etkisini, a ve [ subunitleri bulunan
¢ozlinebilir guanilat siklaz (SGC) enzimi aktivasyonuyla meydana getirir. Aktif sGC,
hiicre i¢i ikincil haberci olan siklik guanozin monofosfat (cGMP) artisin1 uyarir.
Boylece cGMP bagimli protein kinaz G’nin katildig1 bir reaksiyon sonucu hiicre ici
kalsiyum miktarinda azalmaya neden olur ve diiz kas hiicrelerinde gevseme meydana
gelir. Diiz kas hiicresinde relaksasyon ve vaskiiler rezistansin azalmasi doku

perflizyonunun artmasi ile sonuglanir (21).



1.1.3. Deneysel Hipertansiyon Modelleri

Hayvan modellerinde hipertansiyon olusturulmasinin kabaca dort sekilde
yapildig1 sOylenebilir. Bunlar genetik, ¢evresel, farmakolojik ve renal indiikli

modellerdir.

1.1.3.1. Genetik Indiiklii Hipertansiyon

Bu modelin en sik kullanilan iki 6rnegi SHR ve Dahl sensitif (Dahl tuza
duyarl) siganlardir. SHR yakin akraba ¢iftlestirmesi yapilan Wistar cinsi ratlardir,
dogumdan sonra 4-6. haftada kan basinci yiikselmesi saglanir. Dahl tuza duyarh
sicanlarin cinsi ise Sprague-Dawley’dir. Bu si¢anlar hayatlarinin erken déneminde
tuz diyetine verdikleri kan basinc1 cevabina gore hipertansif ve hipertansif olmayan
seklinde ayrilirlar. Bu sicanlar kendi i¢inde ciftlestirilerek iiretilen yeni siganlardan
tuz diyetine en yiiksek kan basinci cevabi verenler ile Dahl sensitif hipertansiyon
modeli elde edilmis olur. Genetik indiiklii hipertansiyon olusturulmus sigcanlarin
bobrek yetmezligi, kalp yetmezligi ve kardiyak hipertrofi gibi patolojileri vardir. Bu

model deneysel hipertansiyon modelleri i¢inde en sik tercih edilenidir (22).

1.1.3.2. Cevresel Indiiklii Hipertansiyon

Soguk, stres ve diyet ile indiiklenmis hipertansiyon modelleri bu grupta

incelenir. Diyet indiiklii olan1 yiiksek yag, seker veya tuza sahip diyetlerle yapilabilir.
1.1.3.3. Farmakolojik Indiiklii Hipertansiyon

1.1.3.3.1. DOCA-Tuz indiiklii hipertansiyon

Kan basicimi yiikseltmek igin deneklere giinde 300-1000 mg/kg
deoksikortikosteron asetat (DOCA) verilerek olusturulan DOCA-Tuz indiikli
hipertansiyon, farmakolojik indiiklemenin tipik 6rnegidir. Bu modelde hipertansiyon
olustururken i¢gme suyu olarak yalnizca salin sollisyonu verilir ve ¢ogunlukla
patolojiyi olusturmak igin bdbrek cerrahisinden de faydalanilir. Hipertansiyon,
baslangicta tuza bagimli iken sonrasinda reninin diisiik, voliimiin yliksek oldugu bir
durum s6z konusu olur. Bu siirecte arjinin vazopressin ve sempatik sinir sisteminin

de rolii oldugu diisiiniilmektedir (23).



1.1.3.3.2. NOS Inhibisyonu ile Olusturulmus Hipertansiyon

1987°de vazodilatasyona aracilik etmedeki roliinlin kesfinden sonra NO’nun
cesitli fizyolojik siireclerde ve bazi patolojik olaylardaki rolii ¢alisma konusu
olmustur. 1992°de kronik NOS inhibisyonunun yeni bir hipertansiyon modeli olarak
kullanilabilecegi bulunmustur. Sicanlara degisik dozlarda verilen NOS inhibitdrleri
ile hipertansiyonun siddetinin ve sebep oldugu organ hasarinin da degistigi
saptanmustir. L-N®-Nitroarginine Methyl Ester (L-NAME) sicanlarda deneysel
hipertansiyon olusturmak icin kullanilan ilk maddedir. Ilk zamanlarda suda
¢Oziinmesi ve i¢cme suyu ile verilebilmesi avantaj olusturmustur. Daha sonra
enjeksiyonla intraperitoneal olarak da uygulanabildigi bulunmustur. Ilerleyen
zamanda L-NAME’in farkli dozlar1 ile farkli siirelerde uygulamalarinin
degerlendirildigi calismalarda bu maddenin kan basincini anlamli yiikselttigi ve

bunun doz ve siire bagimli oldugu kanaatine varilmistir (24).

1.1.3.4. Renal Indiiklii Hipertansiyon

Renin salgilamak ve sivi-elektrolit dengesini saglamak gibi hayati
fonksiyonlar1 bulunan bébregin, hipertansiyon patogenezindeki 6nemi bilinmektedir.
Ik olarak Goldblatt ve arkadaslar1 tarafindan kopek renal arterini kismen kasma
yoluyla kan basincinda yiikselme oldugu goriilmiistiir. Goldblatt’in olusturdugu bu
modelde iki farkli uygulama vardir: ilkinde bir bobrek calisir durumda iken digeri
klemplenir, ikinci uygulamada ise bir bobrege nefrektomi yapilir ve kalan tek bobrek
klemplenir. Heriki sekilde de baslangicta plazma renin aktivitesinin eslik ettigi
sodyum retansiyonu olur. Goldblatt’in renal hipertansiyon modelinde heriki
uygulamada da klempler ¢ikarildigi zaman kan basincinin normale donmesinden, bu

modelin geri doniislii ve tekrarlanabilir oldugu anlagilmaktadir.

1.2. Diyabetes Mellitus

Diabetes Mellitus, insiilin eksikligi veya etkisindeki defektler sebebiyle
organizmanin karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi, siirekli
tibbi bakim gerektiren, Oziinde uygunsuz hiperglisemi ile karakterize kronik
metabolik bir hastaliktir. DM predominant formu yaklasik % 90’lik oranla Tip 2
iken, Tip 1 DM, Gestasyonel DM ve diger birgok sebebe bagli diyabet ise % 10’luk



kism1 olusturmaktadir. Tip 2 DM ilerleyici beta hiicre disfonksiyonu ve insiilin

direnci ile karakterizedir.

1.2.1. Epidemiyolojisi

Tiirkiye Diyabet Programi 2015-2020 verilerine gore iilkemizde 7 milyondan
fazla diyabetli bulunmaktadir ve diyabetli kisi bagina yapilan harcamalar yillik
yaklastk 900 dolardir (25). Diyabet 65 yas iistii popiilasyonda 5 kisiden birinde
gorilmektedir. Tiim toplumlarda yasam tarzindaki hizli degisim ile gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde diyabet prevalansi artmaktadir, hatta 2040 yilina kadar tiim
diinyada 642 milyon yetigkinin diyabet hastasi olacagi tahmin edilmektedir (26).
Birlesmis Milletler 20 Aralik 2006 tarihindeki genel kurulunda diyabet konusunda
0zel bir oturum yapmis ve bulasici hastaliklar olan sitma, tiiberkiiloz ve AIDS’ten
sonra bulasict olmayan bir salgin hastalikla ilgili tarihi bir karar almistir. Bu kararla
Birlesmis Milletler, gittikge biiyliyen diyabet salgininin durdurulmasi i¢in tim
diinyada acil harekete gecilmesi cagrisini yapmustir.

Diyabet, kalp hastaliklar1 ve inme riskini ciddi oranda arttirmakta, yine
diyabetlilerin yaris1 eslik eden bu komorbiditeler nedeni ile hayatini kaybetmektedir.
Ayrica DM’li hastalarin yasam stiresi de diyabet olmayanlara goére 5-10 yil
azalmaktadir.

Artan prevalans, yol actig1 yiiksek maliyet ve akut ya da kronik donemde
olusturdugu komplikasyonlar1 nedeniyle DM 1yi tedavi edilmelidir. Tedavide amag;
giin igerisinde glisemik kontroliin saglanmasi, akut komplikasyon gelisim riskinin
azaltilmasi, mikrovaskiiler ve makrovaskiiler kronik komplikasyonlarin 6nlenmesi,
eslik eden diger sorunlarin diizeltilmesi ve boylelikle yasam kalitesinin

yiikseltilmesidir.

1.2.2. Hipertansiyon ve Diyabet iliskisi

Tirkiye Kronik Bobrek Hastaligi Prevalans calismasimmin da destekledigi
tizere diyabet varligi, kisinin hipertansiyona sahip olma riskini 2 kat arttirmaktadir;
Tip 1 diyabetlilerde prevalans %10-30 iken Tip 2 DM hastalarinda bu oran %40-
50’ye c¢ikmaktadir. Tip 2 diyabette HT, metabolik sendromun komponentleri ile
birliktedir ama ko-insidental, endokrin hastaliklara veya ilaglara bagli da ortaya
¢ikmis olabilir (27).



Diyabet ve hipertansiyon, ateroskleroz ile diger kardiyovaskiiler patolojiler
icin aditif risk faktorleridir. 2014’te agiklanan JNC-8 kilavuzunda her 10-20
mmHg’lik artista kardiyovaskiiler riskin ikiye katlandig1 bildirilmistir (10).

1.2.2.1. Diyabette kan basinci kontroliiniin 6nemi

Hipertansiyon, DM ve komplikasyonlarmin yiiksek kardiyovaskiiler
morbidite ve mortalite ile iligkileri, bu hastaliklar1 tiim diinyada major halk sagligi
problemi haline getirmistir.

Hipertansiyonun etkin tedavisi ile diyabetin hem mikrovaskiiler (diyabetik
nefropati, retinopati ve noropati) hem de makrovaskiiler (koroner arter hastaligi,
serebrovaskiiler hastalik) komplikasyonlar1 Onlenebilir. Yirmi yedi ¢alismanin
sonuglariin degerlendirildigi bir meta-analizde sik1 kan basinci kontrolii (6 mmHg
diistis) ile inme riskinde %36, major kardiyovaskiiler olay riskinde %25 ve toplam
mortalite riskinde %27 azalma olacagi saptanmistir (28). Yine 61 adet prospektif
tarama sonucu elde edilen meta-analiz verilerine gore SKB’de yalnizca 2 mmHQg’lik
bir azalmanin iskemik kalp hastaligina bagh mortaliteyi %7, inmeye bagli mortaliteyi
ise %10 azalttig1 goriilmiistiir (8).

Diyabetli HT olgularinda American Society of Hypertension ve JNC-8
hipertansiyon kilavuzlarina goére kan basmcmin <140/90 mmHg olmasi
hedeflenmelidir (9) .

1.2.2.2. Diyabette hipertansiyon tedavisi

Kilo kaybinin saglanmasina yonelik beslenme tedavisi, tuz, sigara ve alkol
tiketiminin kisitlanmasi ve egzersize ragmen kan basincinin istenilen seviyeye
gelmedigi olgularda farmakolojik tedaviye gecilir. Tedavinin medikal ayagi tiim
kilavuzlarda ortak olan yasam tarzi degisikligi ile birlikte Angiotensine converting
enzyme inhibitor (ACE-I), Angiotensine Receptor Blocker (ARB), diisiik dozda
tiyazid ditiretikler,  Blokorler ve Kalsiyum kanal blokorii tedavisidir.

Kisinin albiiminiiriden kronik bobrek yetmezligine kadar bir bobrek patolojisi
olmasi durumunda tedaviye renin anjiotensin sistemini bloke eden, ARB veya ACEI]
ile baglanir. Gegirilmis bir miyokard enfarktiisli 0ykiisii veya anjinasi olan hastalarda

B Blokdr, kalp yetmezligi olanlarda ise bir diiiretikle birlikte ACEI kullanilir.
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Diyabetli hastada kan basinct hedeflerini saglamak hipertansiyon siiresi
uzadikga zorlasir ve tedavide kullanilmasi gereken farmakolojik ajan sayisi artar
(14).

1.2.3. Tip 2 DM tedavisinde kullanilan ilaglar

Oral antidiyabetik ilaglar, Tip 2 diyabet tedavisinde diyet ve fiziksel aktivite
onerileri ile beraber olarak kullanilir. Bu ilaglarin timiiniin gebelikte kontrendike
oldugu kabul edilmektedir. Ulkemizde bes grup anti-hiperglisemik ilag

bulunmaktadir:

1.2.3.1. Insiilin salgilaticilar (sekretogog)

Pankreas B hiicrelerinden insiilin salinimint arttiran = siilfoniliireler ve
meglitinidler bu gruptandir. Silfoniliireler uzun zamandir kullanilan, maliyeti diigiik
preparatlardir. Meglitinidler ise etki siireleri daha kisa oldugu igin postprandiyal
glukozu diisirmede daha ¢ok tercih edilen ilaglardir. Sekretogoglarin en sik goriilen
yan etkisi hipoglisemidir (29).

1.2.3.2. Insiilin duyarhlastiricilar (sensitizer)

Biguanidler ve tiazolidinedionlar karacigerde glukoneogenezi inhibe ederek
insiilin duyarliligin1 arttiran ilaglardir. Tiazolidinedionlar daha ¢ok yag dokusunda
olmakla birlikte karaciger ve kas dokularda insiilin direncini azaltan ilaclardir.
Biguanid grubunun kullanilan tek iiyesi metformin, Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi
(Food and Drug Administration) tarafindan diinya genelinde DM tedavisinde ilk
tercih olarak bildirilmektedir. Metformin, kas glukoz alimmi ve yag asidi
oksidasyonunu artirirken barsaktan glukoz emilimini azaltir. Istah1 kismen
baskilamasi, ucuz ve ulasilabilir olmasi, hipoglisemi riskinin de diisikk olmasi

sebebiyle siklikla tercih edilmektedir (30).

1.2.3.3. Alfa glukozidaz inhibitorleri

Alfa glukozidaz inhibitorleri, barsakta alfa-glukozidaz enzimini inhibe edip
polisakkaritlerin monosakkaritlere doniisiimiinii azaltarak karbonhidrat emilimini

yavaglatirlar (27).
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1.2.3.4. Sodyum glukoz ko-transporter-2 inhibitorleri (SGLT-2I)

Oral antidiyabetikler i¢inde en yenisi olan grup glukoretikler, gliflozinler de
denilen SGLT-21’dir. Renal proksimal tiibiilde etki gostererek, bobrekten glukoz

reabsorpsiyonunu azaltir ve idrarla glukoz atilimini artirirlar (30).

1.2.3.5. Insiilinomimetik ilaclar

Insiilinomimetik ilaglar amilin analoglar1 ve inkretin bazli ilaglar olarak 2’ye

ayrilirlar. Endojen insiilin sekresyonunu artirarak etkili gosterirler.

1.2.3.5.1. Amilin analoglari

Pankreas P hiicresinin hormonu olan amilinin sentetik analoglar1 olarak
tedavide kullanilmaktadir. Bu ilaglar glukagon sekresyonunu azaltip, mide
bosalmasini yavaslatarak etki gosterirler. Amilin analoglar1 oral antidiyabetikler

(OAD) grubunda olmasina ragmen subkutan yolla enjekte edilerek kullanilirlar (27).

1.2.3.5.2. inkretin bazh ilaclar

Inkretin, fizyolojik kosullarda pankreatik hormonlarin salgilanmasinin
uyarimina katkida bulunan barsak hormonu olarak tanimlanabilir. Belgikali fizyolog
Jean La Barre 1932°de bilim diinyasini, plazma glukoz konsantrasyonunu ekzokrin
pankreas lizerine etkimeden diisiiren, insiilin sekresyonunu stimiile eden bulusu olan
inkretinler ile tanistirmistir (31).

Neredeyse yiliz yillik bir ge¢misi olmasina ragmen, inkretinlere dair
girigimlerin ve {izerine yapilan ¢aligmalarin yarim yiizyil kadar gecikme sebebi; 2.
Diinya Savas: sirasinda Amerikali Ivy ve arkadaslarinin Belgikali La Barre’nin
bulusunun imkansiz oldugunu savunmasi ve kendi yaptiklar: deneylerinde bulduklar
yanlis sonuglar1 dikte etmeleridir. Radioimmunoassay’in kesfiyle beraber 1964’te
Avrupa ve Amerika’da yiiriitiilen es zamanli ¢aligmalarda oral glukozun, intravendz
glukozdan 6nemli 6l¢iide fazla insiilin salinimina sebep oldugunun gosterilmesiyle
inkretinler hakettikleri ilgiyi yeniden gérmeye baslamustir (32). Once glukoz-bagimli
insulinotropik polipeptit veya gastrik inhibitor polipeptit (GIP) ardindan da
radioimmunoassay ile glukagon gibi immunreaktivite gosteren, aminoasit dizisinin

%350 oraninda benzerlik gdstermesi nedeniyle glukagona benzeyen peptit olarak
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adlandirilan ancak bilinen glukagondan farkli fonksiyonu olan Glucagon-like peptide
(GLP-1) kesfedilmistir (32).

Giin boyunca gida ile alinan karbonhidrata cevap olarak barsaklardaki K ve L
hiicrelerinden sirasiyla GIP ve GLP-1 salgilanir. Glukoz homeostazinin endojen
diizenlenmesinden sorumlu mekanizmalardan biri olarak, siklik adenozin monofosfat
(CAMP) sinyal yolagi ile pankreas beta hiicrelerinden insiilin salinmasini uyarir.
Ayni zamanda GLP-1, pankreas alfa hiicrelerinden glukagon salinimini da baskilar.
Boylece karacigerden glukoz iiretimi azalir ve GLP-1’in kan glukozunu diisiirticii
etkisi daha da kuvvetlenmis olur. Ayrica gastrik bosalmay1 yavaslatarak gida alimini
azaltmasi ve istah1 baskilamasi ile kilo kaybi saglar (7). Tip 2 DM nin kaginilmaz
sonuclarindan biri pankreas B hiicrelerinde zamanla meydana gelen apoptozistir.
GLP-1’in de belki en dikkat ¢ceken 6zelligi -diger antidiyabetik ajanlarda olmayan-
pankreas B hiicreleri {izerine koruyucu etki gostermesidir (33). Karbonhidrat
metabolizmasina etkilerinin yaninda GLP-1, oksidatif stresi ve inflamatuvar cevabi
azaltir, beyinde de biiylime hormonu gibi etki gosterir. Kardiyak koruyuculuk ve
vazodilatasyon {izerine etki ile de kan basincinda diisiis saglamasi ile in-vivo ve in-
vitro ¢aligmalarda yer almistir (34-36).

Glucagon like peptide-1 tiim bu etkilerini, G-protein kenetli bir reseptor olan
ve pankreas, beyin, bobrek, akciger ve kalp gibi bir¢ok dokuda sentezlenen GLP-1
reseptor vasitast ile gosterir (37). GIP ve GLP-1’in etkileri glukoz bagiml
oldugundan, plazmada glukoz konsantrasyonu diisiik iken insiilin salinimin1 uyarmaz
ve glukagon salinimini da baskilamazlar. GLP-1, bir hipoglisemi durumunda bile

normal glukagon cevabina zarar vermez (38).

1.2.3.5.2.1. inkretinmimetikler

Glucagon-like peptide-1 reseptoriiniin agonistleri olan inkretinmimetikler
(eksenatid, eksenatid LAR, liraglutid, liksisenatid) pankreas B hiicrelerinin glukoza
duyarliligmmi arttirir, alfa hiicrelerinden glukagon salimimini baskilar, gastrik

bosalmay1 geciktirir, doyma hissini artirir ve kardiyak fonksiyonlart iyilestirir (39).

1.2.3.5.2.2. Dipeptidil Peptidaz-4 inhibitorleri = Gliptinler

Dipeptidil peptidaz-4’ler (DPP-4) bobrek, ince barsak, damar endoteli,

lenfositlerde ve plazmada da ¢oziiniir halde bulunan serin proteaz yapili enzimlerdir.
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Yedi yiiz altmig altt aminoasitten olugsmus bu peptidazlar endojen inkretinler olan
GIP ve GLP-1"1 bir iki dakika i¢inde yikarlar. Bu yikimi inhibe eden ila¢ grubu DPP-
4 inhibitorleridir (DPP-41) (sitagliptin, vildagliptin, saksagliptin, linagliptin ve
alogliptin).

Vildagliptin disindaki DPP4 inhibitorleri yiyeceklerden bagimsiz giinde bir
kez oral yoldan kullanilirlar. Vildagliptinin beraberinde kullanilan baska diyabet ilaci
olma durumuna gére dozu degismektedir. DPP-4I ilaglar glukoza bagimli sekilde
insiilin sekresyonunu stimiile eder (bu sayede hipoglisemi olusturma riski azalir),
glukagon salinimini baskilar, HbAlc’de hafif bir diisiis saglar (40). Gastrik
bosalmayi yavaslatir, tokluk saglar ve gida alimim da azaltirlar (41). DPP-41 igin asil
dikkat c¢ekici nokta ise, glukoz metabolizmasindan bagimsiz pleiotropik etkileri
olmasidir:

Serum lipid parametreleri tizerine 1limh etkileri oldugu, trigliserid
seviyelerini iyilestirdigi, kardiyak koruyucu olduguna dair sonuglar vardir (42, 43).
Ayrica literatiirdeki ¢alismalar DPP-41’nin kan basimci iizerine de etkili oldugunu
gostermektedir. Jackson ve ark. (44) arastirmasina gére DPP-4 inhibisyonu kan
basicini yiikseltebilir iken, bir¢ok deneysel ve klinik ¢aligmada ise bu enzim
inhibisyonunun kan basincini azalttig1 sonucuna ulagilmistir. Yapilan son ¢aligmalar
DPP-4 inhibisyonunun pankreas beta hiicre kiitlesini restore ettigi ve in-vivo ortamda
doku inflamasyonunu da azalttigi yoniindedir (45).

Ulkemizde genellikle metformin, siilfoniliire ve tiazolidindion tedavilerinden
yeterli glisemik yanit alinamayan hastalarda 2. veya 3. kombinasyon ajani olarak
eklense de Tip 2 DM tedavisinde 1. basamak monoterapi olarak da kullanilmaktadir
(27). Tirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi ve literatiirdeki arastirma
sonuglarina gore viicut agirlig1 iizerine notr veya olumlu etkilerinin olup, hipoglisemi
olusturma risklerinin ise diisiik olmasi en biiyiik avantajlaridir. (7, 27, 41, 46). Ote
yandan diger sistemler {lizerinde olumlu etkileri ¢ogunlukta olan bu ilag grubunun
klinik ¢alismalarda 6nemli bir yan etkisi bildirilmese de pazara sunulduktan sonra

akut pankreatit vakalar bildirilmistir. Bu uyar prospektiisiine koyulmustur.
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1.2.3.5.2.2.1. Sitagliptin

Ulkemizde 2008 yilinda kullanima sunulan sitagliptin, Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi tarafindan 2006 yilinda onaylanmistir. DPP-4’tin geri doniistimlii
(kompetetif) inhibitorii olan sitagliptin, DPP-41 ailesinin ilk iiyesidir. Oral yolla
uygulandiktan 1-4 saat sonra plazma doruk konsantrasyonuna ulasir. Oral
biyoyararlanimi diger gliptinlerden daha fazladir. Metabolizmasi CYP2C8 enzim
sorumlulugunda mindr bir yolak olan sitagliptinin %801 idrarla degigsmeden atilir.
Ozellikle postprandiyal insiilin salinimini diizenler. DPP-4’iin dipeptit yapili
substratini taklit ettigi i¢in yiiksek selektiviteye sahiptir ve yine bu sebeple diger ilag
veya yakin iligkili enzimler olan DPP-8 ve DPP-9 gibi enzimlerle ciddi bir
reaksiyona girmez (7, 14, 41, 47).

Sitagliptin, GLP-1’in inaktivasyon ve yikimini inhibe eder ve Tip 2 DM
tedavisinde monoterapi veya metformin/siilfoniliire gibi OAD’lerle veya insiilin ile
kombine olarak kullanilir (48). Glukoz bagimli etki gosterdigi icin tek basina
kullanildiginda hipoglisemi riski olduk¢a diisiiktlir, ancak kombine tedavide
hipoglisemi goriilebilir. Saxagliptin ve alogliptin ile kalp yetmezligine bagh
hospitalizasyonda goriilen artig, sitagliptin ile bildirilmemistir (47).

Daha once yapilan preklinik deneysel hayvan modelli, hiicre kiiltiiri
caligmalar1 ve klinik ¢alismalardan sitagliptinin antidiyabetik etkisinin 6tesinde lipid
profilinde diisme, viicut kitle indeksinde azalma, kan basincinda diisme, endotel
koruyuculugu gibi etkileriyle beraber diger OAD’lerden farkli olarak pankreas P
hiicrelerinde apoptozisi durdurdugu bilinmektedir. Sitagliptin endotel {izerine
koruyucu ve kan basincini disiiriicii etkilerini GLP-1 aracilifiyla gosterir (49-51).
Akhiles ve Ravi’nin (7) calismalarinda sitagliptinin diisiik tansiyon ile iliskili bir
sekilde eriskin hipertansif sicanlarda endotel islevini gelistirdigi ve inflamasyonunu
azalttigina deginilmistir. SHR si¢anda diyabet olusturulmadan yapilan bir ¢calismada
sitagliptin tedavisinin, yine ozellikle endotel fonksiyonlarini iyilestirmeye bagh
antihipertansif etki sagladig1 gosterilmistir (52).

Tip 2 diyabet hastalar1 klinik olarak ¢ogunlukla eslik eden bir kardiyak veya
vaskiiler hastalifa da sahiptirler ve diyabetin bu komplikasyonlar1 diyabetik
hastalarda morbidite ve mortalitenin esas sebebidir. Bu bilgiler 1s18inda diyabet
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tedavisinde kullanilacak medikal ajanin kardiyovaskiiler sistem {iizerine olumsuz
etkisi de olmamalidir.

Tip 2 diyabetli hastalarda sitagliptinin monoterapi olarak kullanimi ile
kardiyovaskiiler olay riskinde, mikro/makrovaskiiler komplikasyonlarda veya
morbidite/mortalite riskinde artma gozlenmemistir (47). Sitagliptinin deneysel ve
klinik ¢aligmalarda (eslik eden diyabet olsun veya olmasin) iskemik kalp hastaliklart,
ateroskleroz, DM, HT, hepatit, retinal inflamasyon gibi bir¢ok durumda vaskiiler
disfonksiyonu azalttig1 gosterilmistir (7, 46, 47, 53, 54). Koroner arter hastaligi olan
diyabetli hastalarda sitagliptin tedavisinin iskemik sol ventrikiil disfonksiyonunu
iyilestirdigi de bir ¢alismada yer almistir (55).

Diyabetle en sik birliktelik gosteren komorbidite olan HT’de sorumlu
mekanizmalardan biri olan endotel disfonksiyonu ile NO biyoyararlaniminda
dolayisiyla vazodilatasyonda azalma soz konusudur. Bu sebeple tedavide tercih
edilecek ilaglarin NO metabolizmasit tlizerine olumlu etkilerinin  olmasi
beklenmektedir. Sitagliptin vaskiiler endotelde iyilestirici etkisini, yikimini
baskilayarak plazmada konsantrasyonunu yiikselttigi GLP-1 iizerinden gosterir.
GLP-1, NO aktivasyonu ile endotel bagimli gevsemeyi arttirarak endotel
disfonksiyonunu iyilestirir (52). Daha ag¢ik bir ifade ile sitagliptin kan basincini
diistirmedeki etkisini su mekanizma ile gosterir: GLP-1 reseptoriine baglanir ve
GLP-1R/cAMP/PKA(protein kinaz A)/LKB1 (Liver Kinase B1) kaskad1 aktivasyonu
ile eNOS fosforilasyonu ve bdylece NO {iretimini artirir. Artmig NO de diiz kaslarda
gevseme ile damarda genisleme saglar (Sekil 2) (43, 52).
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Sekil 2. Sitagliptinin hipertansiyondaki endotel disfonksiyonuna karsi koruyucu

etkisinin mekanizmasi

1.3. Diyabet ve Hipertansiyonda Ortak  Patolojiler ve
Sitagliptinin Olas1 Etkinligi

Endotel ¢esitli uyarilara cevap olarak NO, prostasiklin, ET-1 ve ROS gibi
vazoaktif molekiilleri sentezleyen ve salinimini yapan dinamik bir yiizeydir. HT,
DM, hiperkolesterolemi ve sigara kullanimi gibi faktorler endotelin fiziksel ve
kimyasal uyarilara uygun cevap verebilme yetenegini bozar. Bu siirecte oksidatif
stresin major rol oynadig diistiniilmektedir (56).

Inflamasyon, endotel disfonksiyonu ve oksidatif stresin kardiyovaskiiler
sistem {izerine etkili temel stresorler oldugu bilinmektedir. Widlansky ve
Harrison’un (57, 58) c¢alismalarinda da oldugu gibi daha onceki arastirmalarda,
artmig  oksidatif stres ve inflamasyonun endotel disfonksiyonunun esas
karakteristiklerinden olup, hipertansiyon patogenezinde yer aldig1 vurgulanmustir.

Diyabette endotelin hasarlanmasi aterosklerotik siirecin ve hipertansiyonun
baslamasinda ¢ok onemli bir olaydir (59). Azalmis NO biyoyararlanimi ve artmis
sitotoksik peroksinitrit seviyeleri ile birlikte endotel disfonksiyonu, diyabet
hastalarinda ve diyabet hayvan modellerinde, eslik eden hipertansiyon ile birlikte
gozlenmistir (60).
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1.3.1. Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Uriinleri

Reaktif oksijen iirlinleri, yliksek biyoaktiviteye sahip, kisa Omiirlii molekiiler
oksijen ve aerobik hiicrelerde meydana gelen indirgenmis triinleridir. Bunlardan
stiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve lipit radikalleri eslenmemis elektrona sahip
olduklari i¢in serbest radikaller olarak adlandirilirken, hidrojen peroksit, peroksinitrit
ve hipoklordz asit serbest radikaller sinifinda degillerdir; ancak oksidatif aktiviteleri
vardir. Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sonucu olusan hidroksil, siiperoksit
radikalleri ile hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen {irlinlerinin artis1 ile onlari
detoksifiye eden antioksidanlarin yetersizligi sonucunda oksidatif dengenin
bozulmasi seklinde tanimlanabilir (61).

Damarlarin normal fizyolojik fonksiyonlar1 i¢in gereken miktardaki ROS,
redox reaksiyonlart ile vaskiiler duvarda ince bir dengede tutulur. Oksidan enzimlerin
aktivitesinin artmas: veya antioksidanlarin aktivitesinin bozulmasi bu dengenin
hasarina ve oksidatif strese neden olur. Hipertansiyonda vaskiiler endotel kaynakli
ROS, oksijen duyarliligini, hiicre biiyiimesi ve proliferasyonunu, apoptozisi,
damarlarin inflamatuvar cevaplart ve tonusunu diizenler. Ancak Ozellikle
stiperoksitlerin asirt yapimi, NO biyoyararlanimini azaltir. NO inaktivitesine sebep
olan oksidatif stres, hipertansiyonda oldugu gibi ateroskleroz, diyabetin
komplikasyonlar1 ve reperfiizyon hasar1 gibi kardiyovaskiiler hadiseler i¢in énemli

bir risk faktoridiir (62).

1.3.1.1. Asimetrik Dimetilarjinin

Asimetrik dimetilarginin (ADMA) plazma, dokular ve idrarda bulunan,
metillenmis arjinin rezidiileri igeren polipeptitlerin katabolizmasi sonucu olusan bir
aminoasittir,. ADMA’nin sentezi sirasinda kalp, diiz kas ve endotel hiicrelerinde
eksprese edilen protein arjinin metiltransferaz enzim ailesi gereklidir (63).
ADMA’nin katabolizmasi ise, ADMA i¢in spesifik bir enzim olan dimetilarjinin
dimetilaminohidrolaz (DDAH) tarafindan sitriilin ve dimetilaminlere ayrilmasi ile
sonlanir. Saglikli bir kiside plazma diizeyleri 0.2-1.2 mmol/L olan ADMA diizeyleri,
basta hipertansiyon ve ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler patolojiler olmak {iizere
hiperglisemi, IR, Tip 2 DM, hiperkolesterolemi, hiperhomosisteinemi, endotel

disfonksiyonu, pulmoner hipertansiyon, koroner arter hastaligi, konjestif kalp
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yetmezligi, periferik arter hastaliklari, preeklampsi, kronik bobrek yetmezligi, erektil
disfonksiyon, sizofreni, inme, yaslanma, alzheimer ve bu hastaliklarin ¢ogunun
patogenezinde rol alan oksidatif stres gibi durumlarda artar. Oksidatif stres
durumunda DDAH enziminin inhibisyonunun vaskiiler dokuda olmas ile ytlikselen
ADMA diizeyleri ise endotelyal disfonksiyon gelisimini uyarabilir (64, 65).
Asimetrik dimetilarginin, monometilarginin gibi NOS inhibitérii olan
metilarjininler grubu iiyesidir. Metilargininler, hiicre i¢ine transport i¢in birbirleriyle
ve argininle yarisirlar. ADMA diizeyinin artmasi, hiicre i¢ine L-arjinin transportunu
engelleyebilir. Bu da beraberinde arjininden sentezlenen NO sentezinin de
azalmasin1 getirir. Nitrik oksit sentetaz enziminin ti¢ izoformunun da endojen ve
kompetitif inhibitorii olan ADMA, NO olusumunu engelledigi gibi siiperoksit
anyonlarinin da olusumuna yol acar (66). ADMA, NO diizeyini 6zellikle endotelde
azaltarak vazodilatasyonu bozmakta ve kan basincinin yilikselmesine yol agmaktadir.
Bu siiregte NOS inhibisyonu bobreklerde de sodyum atiliminin azalmasi ile viicutta
tutulumuna sebep olur ve hipertansiyon patogenezine katilir (67). Literatiirde
deneysel ve klinik ¢ogu calismada ADMA serum seviyesindeki minimal
degisikliklerin bile endotel NO {iretimi, tonusu ve periferik vaskiiler direng tizerinde
anlamli olabilecek degisikliklere yol agtigina dair bulgular vardir (64). Sonug olarak
ADMA, NO sentezini, dolayli olarak da vazodilatasyonu azaltarak HT
patofizyolojisinde yer alirken, ayn1 zamanda tedavi agisindan da farmakolojik bir

hedef haline gelmektedir.

1.3.2. inflamasyon

Hipertansiyon ve diyabet, NO biyoyararlaniminda azalma ve buna bagh
olarak endotelin inflamasyona karsi koruyuculugunun ortadan kalkmasi ile hafif
diizeyde inflamasyonun eslik ettigi patolojilerdir (57). Endotel disfonksiyonu ile
beraber endotelden kaynaklanan E-selektin, interseliiler adezyon molekiilii 1 (ICAM-
1) ve vaskiiler hiicre adezyon molekiili 1 (VCAM-1) gibi inflamatuar adezyon

molekiillerinin dolagimdaki seviyeleri de artar.

1.3.2.1. ICAM-1

Interseliiler adezyon molekiilii-1, 16kositlerin plak biiyiimesi ve instabilitesini

artirarak vaskiiler endotel duvarina adezyonuna ve transmigrasyonuna aracilik eden
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immiinglobulin siiper ailesinin eleman1 olan bir glikoproteindir. Akut inflamasyon
slireci ve immiin cevapta sentezi artar. Hipertansiyonda hafif ancak uzun siireli bir
inflamasyon oldugu bilinmektedir. Bu siiregte I6kositlerin endotele adezyonu
bozulur. inflamasyonun uzamasi da hipertansiyonda hedef organ hasarlarina yol agan
faktorlerden biri olur.

Sitagliptinin GLP-1 bagimli veya niikleer faktér kappa B yolagi ile GLP-1
bagimsiz inflamasyon ve inflamatuar belirtegler iizerine etkileri ¢esitli arastirmalarda
yer almistir (7, 68). Hipertansiyona bagli u¢ organ hasarinin SHR siganlarda
degerlendirildigi bir ¢caligmada karaciger ve bobreklerde, ICAM-1 yapiminin arttig
goriilmiistiir (69). DPP-4 inhibisyonunun vaskiiler dokudaki akut cevabinin
degerlendirildigi klinik bir ¢aligmada ise, sitagliptin yine ICAM-1 diizeyini
azaltmigtir (70). Tremblay ve ark.’min (71) yirittigi klinik bir ¢alismada da
sitagliptin tedavisi plaseboya gore ICAM-1 plazma seviyelerini yaklagik % 5,5
azaltmistir. Insan vaskiiler endotel hiicreleri ile yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismasinda
ise diger inflamatuar parametrelerle birlikte ICAM-1"in de sitagliptin uygulamasi ile

azaldig1 goriilmiistir (72).

1.3.3. Adipokinler

Yasam tarzi1 ve yeme aliskanliklarindaki degismeyle birlikte tiim diinyada
obezite ve obeziteye baglh hastaliklarin goriilme sikligindaki artis dnceleri yalnizca
enerji depolama goreviyle bilinen adipositlere olan ilgiyi artirmistir. Yag dokusu,
enerji homeostazinda ve metabolizmasinda 6nemli bir rol oynayan ayrica
noroendokrin ve immiin fonksiyonlarla ilgili biyolojik aktiviteleri olan endokrin bir
organdir. Leptin, resistin, adiponektin, tumor necrosis factor- a (TNF-a), interlokin-6
(IL-6), plazminojen aktivator inhibitor—1 gibi daha birgok biyolojik aktif protein yag
dokusunda sentezlenir ve salinir. Bu adipokinler (adipositokin) insiilin duyarliligi,
endotel fonksiyonu, inflamasyon gibi homeostatik siireclerde rol alirlar. Ote yandan
fazlaliklar1 veya eksikleri durumunda da kardiyovaskiiler hastalik, diyabet ve kanser

gibi obezite ile iligkili bazi hastaliklarin gelisiminde etken olabilirler (73).

1.3.3.1. Resistin

Resistin, 2000’lerin basinda esasen yag dokusunda sentezlenen bir hormon

olarak bilinmekteydi. Ancak yakin zamandaki ¢alismalarda kemirgenlerden farkli
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olarak insandaki rezistinin biiyiik oranda makrofajlardan sentezlendigi ve hem adipoz
doku hem de serumda obezite ve insiilin direnci gibi durumlarda artan bir
proinflamatuar sitokin oldugu gorilmiistir (74). Resistinin hipertansiyon
patofizyolojisinde de etkili olabilecegine dair ¢alismalar mevcuttur. Resistinin bunu
ET-1 yoluyla ROS diizeylerini artirtp, beraberinde eNOS’u azaltarak yaptigi
diistiniilmektedir (75). Esansiyel hipertansiyonlu yaslilarda yapilan baska bir
calismada yiikselen serum resistin seviyelerinin sistatin-c ve albiimindiri gibi, renal
disfonksiyonda potansiyel bir belirteg olabilecegi gibi bulgular elde edilmistir (76).
Yine klinik bir ¢alismada, hipertansif hastalardaki resistin yiiksekligi, endotelde NO
azalmasi ile endotel disfonksiyonuna ve TNF-alfa, IL-6 gibi artan parametreleri ile
inflamasyona baglanmustir (77).

Sitagliptinin resistin seviyeleri tizerine etkisi daha ¢ok diyabetik hastalarin yer
aldig1 az sayidaki klinik c¢aligmada aragtirilmistir. Derosa ve ark. (78) klinik
calismasinda metformin tedavisi ile resistin seviyelerinde saglanan azalma, tedaviye
sitagliptin eklendiginde daha belirginlesmistir. Sitagliptinin, GIP bagimli resistin
sinyalizasyonunu azaltarak, ventrikiiler aritmiyi azalttig1 sonucuna ulasilan arastirma

ise deneysel ¢alismanin tek 6rnegidir (79).

1.3.4. Mikro RNA

Hipertansiyon ile endotel disfonksiyonu arasindaki baglantiya dair bilgiler her
gecen giin artmaktadir. Fakat bu baglantiy1 netlestirecek hala netlik kazanmamis bazi
etken ve yolaklar olabilecegi diisiiniilmektedir.

Hipertansiyonun multifaktoriyel patofizyolojisinin iistlinde, gen diizeyinde
etki goOsteren, kodlama yapmayan 18-22 niikleotid uzunlugunda RNA dizileri
bulunmaktadir. MikroRNA’lar (MiRNA, miR) olarak adlandirilan bu tek iplikli RNA
molekiilleri, gen kodlamamalarma ragmen diger hedef genlerin ekspresyonunu
etkileyebilirler. Protein kodlayan genlerin %60’ min 3’UTR bolgesinde miRNA’ nin
hedef alanlar1 vardir. Boylece tek bir miRNA birden fazla mRNA’nin olusumunu
etkileyebilirler. Insanda 2558 adet matiir miRNA tanimlanmistir. Bu matiir miRNA
transkriptleri posttranskripsiyonel gen susturulmasinda gorev alirlar (80). Tim
viicutta genlerin karmasik kontroliine katilan miRNA'larin disregiilasyonu, kanser,

norodejenerasyon ve hipertansiyon gibi vaskiiler hastaliklar dahil olmak iizere bir
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dizi patoloji ile iliskilidir (81). Mikro RNA’lar hipertansiyonda vazodilatator aktivite
ile birlikte endotel proliferasyonunu ve inflamatuvar siireci de etkiliyor olmalar
patolojik belirte¢ olarak kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir (Sekil 3) (82). miR 155,
miR 21 ve miR 181b mekano-miRNA olarak bilinen akis duyarli RNA
molekiilleridir. Bunlar endotel hiicre dongiisii, inflamasyon, apoptozis ve NO sinyal
yolaklarinda anahtar rol oynamaktadir (83).

Gen diizeyinde hipertansiyon patogenezinde yer alan miR155, miR21 ve
miR181b’nin NO salinimi, ROS iiretimi ve inflamasyona etkileri ile hem diagnostik

olarak hem de tedavide hedef olabilecegi diisiiniilmektedir.

1.3.4.1. miRNA-155

MikroRNA-155, eNOS ekspresyonunun baglica modiilatérlerinden olup,
HT’de wvaskiiler hasarin c¢ogundan sorumludur. Bununla birlikte mirl55,
proinflamatuvar oldugu disiiniilen bir RNA molekiiliidiir (84). Esansiyel HT de
saglikli gontlliilere gore mir-155 degerlerinin arttig1, bunun kan basinci 6lgiimleri ile
pozitif korelasyon gosterdigi saptanmistir. Bu sayede HT ve buna bagli hedef organ
hasarinda invazif olmayan bir belirte¢ olabilecegi diistiniilmiistiir (85). Ayrica mir-
155 anjiotensin II'nin indiikledigi vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu ve
anjiotensin I reseptor ekspresyonunu inhibe ederek RAAS etkilerine de aracilik eder
(86). Hipertansiyonda ve endotel hasarinda artan miR-155 seviyeleri eNOS un ve
beraberinde NO saliniminin azalmasi, buna bagli endotel bagimli vazodilatasyonun
bozulmasindan sorumludur. Ayrica artan miR-155 seviyeleri 16kosit adezyonu ile

hipertansiyon siirecinde yasanan inflamasyona da katkida bulunur (87 )

1.3.4.2. miRNA-21

miR-21, kardiyovaskiiler sistemde kapsamli olarak arastirilan bir
mikroRNA’dir. Vaskiiler diiz kas hiicre hiperplazisi ve restenozda da etkilidir (88).
Hipertansif hastalarin periferik kan mononiikleer hiicrelerinde mir-21’in yiikselmesi
sol ventrikiil hipertrofisi ile iligkilendirilmistir (89). Hipertansiyonda artan miR-21
seviyeleri niikleer faktdr kappa b yolagi aktivasyonu ile ROS iiretimini artirir ve
endotel disfonksiyonu ile de kan basincinda yiikselmeye sebep olur (90). Tiirkiye’de
yiriitilmiis klinik bir ¢alismada hipertansif hastalarda artmis miR-21 ve eNOS ile

NO’de azalma ile iligkili endotel disfonksiyonu arasinda anlamli bir baglanti
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gosterilmistir (91). Ayni yazarlarin bulundugu mir-21 ile ilgili bagka bir ¢alismada,
hipertansiyonlu, beyaz 6nliikk hipertansiyonlu ve normotansif hastalarin plazmadaki
miR diizeyleri karsilagtirilmis. Hipertansiyon tanili hastalarin plazma mir-21

diizeylerinin normotansiflere gére anlamli sekilde yiiksek oldugu goériilmiistiir (92).

1.3.4.3. miRNA-181b

Patolojik kardiyovaskiiler olaylarin ortak 0Ozelligi, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin hiperplazisidir. miRNAlarin bu diiz kas hiicre ¢ogalmasindaki rol ve
mekanizmasit henliz tam aydinlanamamis bir konudur. Ancak miR-181b’nin,
fosfoinozitid 3-kinaz ve mitojenle aktive protein kinaz yolaklari ile vaskiiler diiz kas
hiicre ¢ogalmasi ve migrasyonuna Oncii olabilecegi diisiiniilmektedir (93) Ayrica
miR 181b, daha 6nce de belirtildigi lizere endotel hiicreleri dongiisii, inflamasyon,
NO sinyal yolaklarinda da etkin olan mekano-miRNA’lardandir. NF-kB yolagini
inhibe ederek antiinflamatuvar etki de gostermektedir (94). Ayrica hipertansiyonda
endotel disfonksiyonu ile beraber akim stresinin artmasi sonucu miR-181b seviyeleri
yiikselmekte ve artan miR-181b damar1 koruyucu etki saglamaktadir. (95). Ote
yandan miR-181a seviyelerinin azalmasi bobrekten salinan renin miktarini

arttirmakta ve kan basincin yiikseltmektedir (96)

ﬁ HIPERTANSIYON

Yiiksek Kan . I miRNA Seviyesi

Basinci (Hiicre/kan/doku)
IRAAS Bilesenleri INO Salinimi I SOR Uretimi

\N | /

I inflamatuvar / Anjiogenik Cevap

]

ENDOTEL DISFONKSIYON

Sekil 3: mikroRNA’larin endotel disfonksiyonu ve hipertansiyon siirecindeki rolii
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Calismanin amaci;

Sitagliptinin hipertansiyonda oksidatif stresle artan eNOS inhibitérii ADMA,
inflamasyonda rol alan adezyon molekiili ICAM-1, adipositlerden salgilanan
proinflamatuvar bir adipokin olan resistin ve sempatik aktiviteyi yansitan
katekolamin sentezinde anahtar role sahip tirozin hidroksilaz enzimi ile miR155,
miR181b ve miR21 diizeylerine etkileri bizim bilgilerimize gore heniiz
bilinmemektedir.

Bu c¢alismada sitagliptinin, NOS inhibisyonu ile olusturulmus hipertansif
sican modelinde kan basinglari, viicut agirliklart ile ADMA, ICAM-1, resistin ve
tirozin hidroksilaz iizerine etkilerinin; ek olarak sitagliptinin tiim gruplarin izole
torasik aortalarinda, damar fonksiyonlarini gosteren fenilefrin (Phe) kasilma ve
asetilkolin (ACh)/sodyum nitroprusiyat (SNP) gevseme cevaplarinin incelenmesi
ayrica bircok hastalik gibi hipertansiyonun da patogenezinde ve tedavisinde hedef
olabilecek NO salinimi, ROS iiretimi ve inflamasyonda etkin mikroRNA (155,21 ve

181b) diizeylerine etkisinin degerlendirilmesi amaglandi.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Denekler

Calismanin yapilabilmesi igin Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurul Bagkanligi’ndan gerekli onay ve izinler alindi (Toplanti tarihi: 21.06.2017,
Toplanti sayisi: 2017/12, Karar No: 133).

Aragtirmada 10-12 haftalik erkek Sprague-Dawley cinsi siganlar kullanildi.
Denek sayist 4 grupta n=7 idi. Siganlarin 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik
sikluslarla, bakim, havalandirma ve 22-24 °C sabit 1sili odalarda kafeslerde
barindirilmas1 ve arastirma sonunda otenazi islemleri Firat Universitesi Deneysel

Arastirmalar Merkezi’nce saglandi.

2.2. Kullanilan Kimyasallar

L-NAME (CAYMAN CHEMICAL COMPANY, Batch: 0491958-12),
Sitagliptin (TORONTO RESEARCH CHEMICALS INC., trc Canada, lot number:
15-SCC-61-1), Fenilefrin ve Asetilkolin (ACROS ORGANICS, New Jersey, USA)
ve sodyum nitroprusiyat (Alfa Aesar, Germany.lot: 10201564) calisma igin temin
edildi.

2.3. Deney protokolii

2.3.1. HT olusturulmasi

Deneklere 4 hafta boyunca intraperitoneal (ip) enjeksiyonla 40 mg/kg/giin
dozunda NOS inhibitorii L-NAME uygulanarak hipertansiyon olusturuldu.

2.3.2. Ila¢ uygulamalan

Sitagliptin, 80 mg/kg/giin dozu ile 2 hafta boyunca hayvanlara oral gavaj yolu
ile verildi.

2.3.3. Gruplar

Toplam 28 sigan her bir grupta 7 adet olacak sekilde rastgele gruplandirildi.
1. Kontrol grubu (n=7): Kontrol grubuna serum fizyolojik (SF), 1 cc/giin ip,
4 hafta boyunca verildi.
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2. Sitagliptin (Sita) grubu (n=7): Dort hafta boyunca ip 1cc SF uygulanan
bu gruba, 2 haftadan sonra, 14 giin siire ile sitagliptin 80 mg/kg/giin oral gavaj yolu
ile uygulandi. Toz halindeki sitagliptin, her giin taze soliisyon hazirlanarak kullanildu.

3. Hipertansiyon (HT) grubu (n=7): Bu gruptaki her hayvana 4 hafta
boyunca 1cc izotonik (%0.9) NaCl soliisyonunda ¢ozdiiriilmis L-NAME 40
mg/kg/giin dozu ile ip olarak enjekte edildi. ilag soliisyonlar: her giin taze olarak
hazirlandi1 ve yine hergiin ayni saatte verildi.

4, HT+Sita grubu (n=7): iki hafta L-NAME uygulamas1 ile hipertansiyon
olusturulmaya baslanmis bu gruba 3. haftadan itibaren 2 hafta boyunca L-NAME ile
beraber sitagliptin verildi (Sekil 4).

0. glin 14. glin 28. giin

Kontrol (n=7)

Sitagliptin (n=7)

Hipertansiyon (n=7)

HT+Sitagliptin (n=7)

Serum fizyolojik Distile su L-NAME Sitagliptin

lcc,ip 1cc, gavaj 40 mg/kg ip 80 mg/kg, gavaj

Sekil 4. Deney gruplar ve ilag uygulamalari

2.3.4. Kan basinci élciimleri

Bilingleri agik siganlarin kuyruklarina bir sensér ve mansondan olusan sistem
(tail cuff) takilarak sistolik kan basinglar1 olgiildi (MAY BPHR 9610-PC TAIL-
CUFF Indirect Blood Pressure Recorder, Ankara, Tiirkiye). Her grubun deneklerinin
0., 14. ve 28. giinlerde olmak iizere ii¢ kez kan basinci 6l¢iimii yapildi. Her bir sigan

icin yapilan 5 &l¢lim ve bunlarin ortalamalar bir bilgisayara kaydedildi (Sekil 5).



Sekil 5. Kuyruktan kan basinci 6lglimii

2.3.5. Cerrahi uygulamalar

Denekler, deney sonunda dekapite edilerek kan oOrnekleri alindi. Santrifiij
yardimiyla ayrilan serumlar -80°C’de biyokimyasal analizler yapilana kadar
saklandi. Dekapitasyon sonrasi hayvanin toraks ve abdomeni orta hattan hizla
acilarak aorta trasesi goriildi. Diyafragma tizerinden baglayarak arkus aortaya kadar
torasik aorta ¢ikarildi ve dnceden hazirlanmig olan soguk Krebs soliisyonuna alindi.
Burda ¢evre bag ve destek dokulardan dikkatle temizlendikten sonra arkusa yakin

ugtan 4 mm uzunlugunda halkalar kesildi.

2.3.6. In vitro deneyler

Hazirlanan 4 mm boyundaki torasik aorta halkalari, liimeninden birbirine
paralel iki paslanmaz ¢engel gecirilerek icerisinde 37°C’ta 1sitilmis ve %95 O2 + %5
CO2 karisimu ile gazlandirilan Krebs-Ringer bikarbonat soliisyonu bulunan 20 mI’lik
izole organ banyosuna asildi. Alt ¢engel izole organ banyosuna tutturulacak sekilde,
ist ¢engel de izometrik kasilma cevaplarini kaydetmek i¢in force-displacement
transducerlerine (FT 0.03) baglandi. Kayitlar BIOPAC marka (Model MP36)
poligraf ile yapildi (Sekil 6).
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Sekil 6. Izole organ banyosu

Izole organ banyosuna asilan torasik aorta halkalar1 2 gramlik istirahat gerimi
alinda 1 saat boyunca dengelendi. Izole organ banyosundaki Krebs-Ringer
bikarbonat solusyonu metabolik son {iriinlerin birikimini 6nlemek i¢in her 15
dakikada bir taze soliisyonla yenilendi. In vitro torasik aorta g¢alismalar1 endotel

varliginda yapildi (Sekil 7).

Sekil 7. izole organ banyosunda torasik aorta
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2.3.6.1. Fenilefrin kasilma cevaplari

Aortik halkalarda artan konsantrasyonlarda fenilefrin (10°-10* mol/L)
uygulamasina kasilma yanitlar1 degerlendirildi. Verilen dozlarda kasilma platolar1 net
bir sekilde goriildiikten sonra diger doza gecildi. Enax degerleri i¢in 80 mmol/L KCI
ile elde edilen kasilma cevabi referans alinarak % kasilma cevabi olarak ifade edildi.
Maksimum kasilmanin yarisina ulastiran Phe dozu (ECsp) ise her bir doz cevap
egrisinden hesaplandi ve molar konsantrasyonun eksi logaritmasi alinarak

yorumlanda.

2.3.6.2. Asetilkolin Gevseme Cevaplari

Fenilefrin ile 10° molardan baslayarak artan dozlar ile elde edilen kasilma
egrisinde maksimum etkiyi olusturan dozdan bir 6nceki submaximal doz olarak
belirlendi. Belirlenen submaximal fenilefrin dozu ile kastirilan damarin yine artan
konsantrasyonlarda (10 - 10 mol/L) asetilkolin uygulamasina verdigi doz bagiml
gevseme cevaplar kaydedildi. Enax Ve ECso degerleri Phe cevaplarinda belirtildigi

tizere hesaplandi.

2.4. Molekiiler Parametreler

Deneklerin kan 6rnekleri +4°C’de santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Serum
ADMA, ICAM-1, Resistin ve TH o6l¢iimleri yapilana kadar torasik aorta dokulari
-80 °C (Nuaire, Meksika) dondurucuda muhafaza edildi.

2.4.1. ELISA Analizleri

Serum ADMA, ICAM-1, Resistin ve TH analizleri ELISA yontemi ile
yapildi. Sicanlardan elde edilen serum orneklerinin ayni ticari firmadan saglanan
ICAM-1 ELISA Rat Kiti (FineTest, Code: ER0028, Batch No: R0028D010, Exp.
Date: 20180703), ADMA ELISA Rat Kiti (FineTest, Batch No: U256D010, Exp.
Date: 20180703) ve Resistin ELISA Rat Kitleri (FineTest, Batch No: R1309D010,
Exp. Date: 20180703) ile firmaca belirlenmis protokol uyarinca olgtimleri yapildi.
Tirozin hidroksilaz ise Sunredbio firmasinda temin edilen (Ref. DZE SRB-T-84339,
lot: 201812) ELISA Rat kiti ile protokoliine uygun ¢aligildu.
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2.4.1.1. ELISA i¢in Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

1. Yontemin uygulanabilmesi i¢in dekapite si¢anlarin tam kanlari aprotininli
tiiplere alind.

2. 3500 RPM’de, 5 dk santrifiijleme islemi uygulandiktan sonra supernatant
kisim alinarak ELISA testinde kullanilmak iizere -80°C’de saklandu.

2.4.1.2. Tirozin hidroksilaz ELISA Testi Protokolii

96’11k ELISA pleyt kuyucuklarina érneklerin yerlestirilmesi isleminde:
-1A: Bu kuyucuga ornek birakilmadan sadece kromojen A, kromojen B ve

stop soliisyon eklendi.

-2-6A Kuyucuklara: Kit i¢inde bulunan Standart soliisyonlar hazirlandi. 50
ul standart ve 50 pl streptavidin-HRP kuyucuklara eklendi.

-7A ve sonrasi kuyucuklara: 40 ul 6rnek, 10 pl antikor ve 50 ul streptavidin-
HRP yerlestirildi.  Plate koruma membrani yapistirildi. Hafifce sallanarak
karistirildiktan sonra plate, 37 °C’de 60 dk inkiibasyona birakildi.

1. Inkiibasyondan sonra plate koruma membrani ¢ikarildi ve icindeki sivi
bosaltildi. Daha sonra plate distile su ile dilue edilmis (1X) yikama
soliisyonu ile yikandi. Otuz sn bekledikten sonra sivi bosaltildi ve bu
islem 5 kez tekrarlandi.

2. Her kuyucuga once 50 pl soliisyon A daha sonra 50 pl soliisyon B
eklenip hafif¢e karistirilip 37 °C de 10 dk inkiibasyona birakildi.

3. Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi. (mavi rengin sar1 renge
doniistiigl gozlendi.)

4. Referans olarak 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okuma yapildi.

5. Konsantrasyon hesaplama iglemi KJ Junior programu ile yapildi.
2.4.1.3. ADMA, ICAM ve RESISTIN ELISA Testi Protokolii

2.4.1.3.1. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Yikama tamponu: Kitte bulunan konsantre yikama soliisyonundan 30 ml

alind1 ve tizerine 750 ml deiyonize distile su koyuldu.
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Standart Sollisyonu: Her kitin protokoliine bagli kalinarak 6 farkl
konsantrasyonda standart hazirlandu.

Biotin-Etiketli Antikor Calisma Soliisyonu: Her bir numune igin 1 ul Biotin-
etiketli antikor {izerine 99 pl antikor seyreltme tamponu eklendi (Orn: Numune sayis1
*1 ul Biotin-etiketli antikor ve numune sayis1¥*99 pl antikor seyreltme tamponu).

HRP-Streptavidin Konjuge (SABC) Calisma Soliisyonu: Her bir numune i¢in
1 ul SABC iizerine 99 ul SABC seyreltme tamponu eklendi (Orn: Numune sayis1 *1
ul SABC ve numune sayist *99 ul SABC seyreltme tamponu).

2.4.1.3.2. Prosediir

1. Standartlardan ve numunelerden her bir kuyucuga 50 ul koyuldu. Orneklerin
kuyucuklardaki yerleri kaydedildi.

2. Kuyucuklardaki standart ve numunelerin tizerine 50 ul Biotin-Etiketli
Antikor Calisma Soliisyonu eklendi. Plate koruma membrani ile kapatilip
37°C’de 45 dk inkiibasyona birakildi.

3. Inkiibasyondan sonra plate koruma membram ¢ikarildi. S1v1 bosaltilarak her
kuyucuk 100 pl yikama tamponu ile yikandi. Kuyucuklarda yikama
tamponu 1 dk bekletilip dokiildii ve yeniden eklendi. Bu islem 3 kez
tekrarlandi.

4. Yikama isleminin ardindan her bir kuyucuga 100 pul SABC calisma
soliisyonu eklendi. Plate koruma membrani ile kapatihp 37°C’de 30 dk
inkiibasyona birakildi.

5. Inkiibasyondan sonra plate koruma membrani ¢ikarildi. Sivi bosaltilarak her
kuyucuk 100 pl yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Tampon kuyucuklarda
her defasinda 1-2 dk bekletildi. Besinci yikama yapilip kuyucuklardaki sivi
bosaltild.

6. Yikamay:1 takiben her bir kuyucuga 90 ul TMB substrat eklendi. Plate
koruma membrani ile kapatilip 37°C’de 15-20 dk karanhik ortamda
inkiibasyona birakildi (Kuyucuklarda renk maviye doniistii).

7. Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga 50 ul stop soliisyonu eklendi (Mavi
renk hemen sar1 renge doniistii).

8. Referans olarak 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okuma yapildi.
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9. Konsantrasyon hesaplama islemi KJ Junior programu ile yapildi.

2.4.2. Kantitatif Real time Polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ile

miRNA analizleri

2.4.2.1.Tri Reagent ile RNA izolasyonu

Kan ve art dokularindan RNA izolasyonu Trizol yontemi ile gerceklestirildi.

Asagida yontem basamaklar halinde 6zetlenmistir.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

30-40 mg doku veya 300 mikrolitre kan alindi. Dokular ependorf tiiplere
konularak tizerlerine 500ul Tri Reagent (Cat no: 15596026, Invitrogen, Carlsbad,
CA) eklendi.

Alinan kanlar 6n asama olarak 300plt kan icin 900ult Red blood cell lizis
solisyonu kullanilarak beyaz kan hiicrelerinin ¢okertilmesi saglandi. 12.000
xg’de 2 dk santriflij sonrasi siipernatan atilarak beyaz kan hiicrelerinin {izerine
500ul Tri Reagent (Bioshop) eklendi. Diger asamalar kan ve doku orneklerinde
benzer sekilde gerceklestirildi.

Homojenizasyon boncuklarindan doku miktar1 kadar eklendi.
Homojenizatoriin(Next Advance, Troy, USA) 8. hizinda 5 dk homojenize
yapildi.

5 dk oda sicakliginda bekletildi.

Tiipler i¢indeki homojenizator boncuklar ile birlikte 12.000 xg’de 2 dk santrifiij
edildi.

Stipernatant kisimlar yeni tiiplere aktarildi iizerine 100 pl kloroform eklenip
yaklagik 15 sn vortekslendi.

Tiipler oda sicakliginda 2-3 dk bekletildi.

12.000 xg’de 2-4C’de 15 dk santrifiij edildi.

Santrifiij isleminden sonra 3 faza ayrilan sivinin en iist faz1 baska tiipe alindi.

250 ul izopropil alkol eklendi.

10 dk oda sicakliginda bekletildi.

12.000 xg’de 2-4C’de 10 dk santrifiij edildi.

Stipernatant kisimlar dokiildii.

Pellet tizerine 500 pl % 75’lik etanol eklendi.
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16. Vortekslendi ve 7500 xg’de 2-4C’de 5 dk santrifiij edildi.

17. Siipernatant atild1 ve etanol islemi tekrarlandi.

18. Siipernatant atild1 ve tiipler bir miiddet oda sicakliginda bekletilerek etanoliin
uc¢masi saglandi.

19. Kuruyan tiiplerin {izerine su eklendi ve pipetaj yapildi.

20. Izole edilen RNA’lar -80C’de saklandi.

2.4.2.2. Spektrofotometrik RNA Olgiimii:

RNA 6l¢iimii i¢in Qubit® RNA Assay Kit For Use With The Qubit® 2.0
Fluorometer (Invitrogen/Molecular Probes) kullanildi.

Kit protokoliine gore Qubit Buffer " dan 199xn pul ve Qubit Reagent' ™ den
Ixn pl alinarak Qubit g¢alisma soliisyonu hazirlandi (n = 6rnek sayisi). RNA
orneklerinden 1 pl ve soliisyondan 199 pl alinarak eppendorf tiiplere koyuldu. 2 dk
oda sicakliginda bekletildikten sonra tiipler cihaza yerlestirilerek RNA miktar1 pg/ml
olarak olguldii.

Komplementer DNA (cDNA) sentezinde esit RNA miktarlarinda
calisilabilmesi i¢in okunan en diisitk RNA degeri standart olarak alindi. Kontrol, HT,
ST ve HT-ST grubu olmak iizere toplamda aort ve kan drnekleri icin 8 RNA havuzu

olusturuldu.

2.4.2.3. Komplementer DNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in havuz yapilan RNA 6rneklerinden 5 pl kullanildi. cDNA
sentezi toplam 15ul hacimde gerceklestirildi. Sentez i¢cin Spul RNA 6rnegi, 3 pl
primer ve hazirlanan cDNA master mix’ten 7 pl kullanildi. Ornekler termal dongii
cihazina (SimpliAmp™ Thermal Cycler, Applied Biosystem, Foster City, CA)
yerlestirildi. 16°C’de 30dk, 42°C’de 30 dk, 85°C’de 5 dk ve 4°C’de cihazda
bekletildi. Olusan cDNA 6rnekleri -20°C’de saklandi (Tablo 2).

33



Tablo 2. cDNA karisim miktar1 (TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit, Cat
N0:4368814, Applied Biosystem, Foster City, CA).

Bilesik Hacim (ul)
10X RT Tamponu 15
dNTP karisimu (100mM) 0.15
MultiScribe™ Revers Transkriptaz 1.00
RNase Inhibitor (20U/ pl) 0.19
Niikleaz igermeyen H20 4.16
Reaksiyon toplami1 7.00

Tablo 3. cDNA sentezi igin uygulanan PZR programi

PZR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 16°C 42°C 85°C 4°C
Zaman 30 dk 30 dk 5 dk o

24.24. Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile cDNA

Amplifikasyonu:

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varliginda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile amplifiye edildi
(Tablo 4). Orneklerde miR-21, miR-155, miR-181b ekspresyon seviyeleri incelendi.
RT-PZR analizleri sonucunda gen ekspresyonundaki farkliliklarin hesaplanmasinda
22T metodu kullanildu.

Real Time-PZR {i¢ tekrarli olarak gergeklestirildi. RT-PZR plate
kuyucuklarina ¢cDNA 6rneklerinden 2ul koyuldu. Her bir 6rnek ic¢in Syl TagMan
Master Mix (Cat No: 4369016, Applied Biosystems, Foster City, CA), 2.5 ul niikleaz
icermeyen su ve 0.5 pl primer hibridizasyon probu ornek sayisina gore bilesen
miktarlar1 hesaplanarak ependorflara birakildi ve vortekslendi (Tablo 5). Plate’deki
cDNA orneklerinin {izerine hazirlanan karisimdan 8pl pipet ile birakilarak plate’in
tizeri optik yapistirict filmle kapatildi. Plate orneklerin tamamen dibe ¢okmesi ve
olusan kabarciklarin yok edilmesi amaciyla Mini plate spin cihazinda 1 dakika

santrifiigasyon islemine tabi tutuldu.
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Tablo 4. RT-PZR’de Kullanilan microRNA primerleri (Sentegen, Ankara, Tiirkiye)

miR REVERS TRANSKRIPSIYON PRIMERI

miR-21 5’-GTTTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACAAGCAG-3’
miR-155 5’GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACGTTAAT-3’

miR-181b  5S’GACCGTGACCCACCGAC-3’

miR FORWARD PRIMERLER

miR-21 5’-GCGGCGGCAACAGCAGTCGATGG -3’
miR-155 5’-GCGGCGGCTCCTACCTGTTAGC-3’

miR-181b  5’-GCGGCGGCTCACTGGTCAATGAA-3’

Tablo 5. RT-PZR i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler (Cat No: 4369016, Applied
Biosystems, Foster City, CA).

Bilesikler Hacim(ul)X Ornek Sayis
cDNA 2.0
Primer 0.5
TagMan Mix 5.0
Niikleaz igermeyen H20 2.5
Toplam 10.0

Gen ekspresyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PZR
(Applied Biosystems, Foster City, CA) sistemi ile 6l¢iildii. Calismada snoRNA-202
ve SnoORNA-234 kontrol gen (housekeeping) olarak kullanildi. Is1 kosullar1 50°C’de 2
dakika, 95°C’de 10 dakika X 40 siklus, 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 1 dakika

olacak sekilde ayarlandi.

2.5. istatistiksel Analiz

Calismanin elde edilen verileri ortalamatstandart hata (SH) olarak ifade
edildi. Ortalamalar arasindaki farklarin istatistiksel anlamlilik diizeylerini belirlemek
icin Firat Universitesi Lisansh (193.255.124.131) SPSS 21.0 paket programi
kullamildi. In-vitro torasik aorta kasilma gevseme cevaplarmin gruplar arasi
karsilastirilmasi, viicut agirliklart ve kan basinglari i¢in “Tek yonlii varyans analizi”
ve Post hoc Tukey; ELISA sonuglart i¢in yine One-way ANOVA ve post hoc
Scheffe testleri kullanildi. RT-PCR sonuglar1 ise Scheffe testi ile degerlendirildi. Her

grubun viicut agirliklart kendi i¢inde farkli zamanlarda karsilagtirilmasinda da
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eslestirilmis t testi (paired sample t-test) kullanildi. Elde edilen sonuglarin

yorumlanmasinda p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Kan Basing¢lari

Sistolik kan basinci, L-NAME uygulanan gruplarda 14 ve 28. giinlerde
anlamli yiikseldi. Sitagliptinin 14. giinden itibaren iki hafta siire ile uygulanmasi
sonucunda, 28. giinde HT+Sita grubunun SKB’si hipertansif gruba gore anlamli
azald1 (p<0.05) (Tablo 6, Sekil 8).

Tablo 6. NOS inhibitorii L-NAME ve Sitagliptin uygulamalari sonucunda sistolik

kan basinglari.

Gruplar 0. giin 14. giin 28. giin
Kontrol 105.78+2.42 105.80+1.96 106.87+1.94
Sita 105.42+1.96 105.33+1.44 102.24+1.88
HT 106.53+1.48 130.41+1.94% 146.99+0.74%
HT+Sita 107.28+1.25 132.58+0.76 128.2242.62%°

Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir. a. Kontrole gore; b. Sitagliptine gore; c. Hipertansiyona goére
anlamli farklilik p<0.05
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Sekil 8. 0., 14. ve 28. giinlerde kan basinglar1 ( mmHg).

a.Kontrole gore; b. Sitagliptine gore; c. Hipertansiyona goére anlamli farklilik p<0.05.

3.2. Viicut Agirhiklar:

Sicanlarin baslangic agirliklart homojen olacak sekilde gruplandirildi.
Baslangic agirliklarinda ve benzer sekilde 14 ve 28. giinlerde gruplar aras1 anlamli
fark yoktu (p>0.05). Bununla birlikte 14 ile 28. giinlerde viicut agirligi kontrol
grubunda 255.30+8.41 gr’dan 273.21+£12,5 grama, hipertansiyon grubunda
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260.76+3.19 gramdan 275.45+3.6 grama yiikselirken (p<0.05), sitagliptin verilen
gruplarda bu artis anlamliliga ulasmadi (p>0.05) (Tablo 7).
Tablo 7. 0,14 ve 28. giinlerde viicut agirliklar1 (gr).

Gruplar 0. giin (gr) 14. giin (gr) 28. giin (gr)
Kontrol 245.61+3.15 255.30+8.41 273.21+12.5"
Sita 247.34+2.28 265.44+5.81 271.3+5.76
HT 244.24+2.66 260.76+3.19 275.45+3.6"
HT+Sita 250.00+1.89 271.29+5.7 280.47+10.72

Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir. #. Grup i¢inde 14.giine gore anlamli kilo artis1 (p<0.05)

3.3. izole Torasik Aortada Kasilma-Gevseme Cevaplar

3.3.1. Fenilefrin kasilma cevaplari

Kronik L-NAME uygulamast doz cevap egrisini sola kaydirdi. Hipertansif
sicanlarin fenilefrinin ilk 5 dozunda (10°- 107) kasilmalar1 diger tiim gruplara gore
anlamli artti. HT+Sita grubunun fenilefrinin 10°°dan 10®ya kadar olan dozlarda
kasilmasi hipertansiyon grubuna goére anlamli azald1 Sitagliptin verilen gruplarda ilk
3 dozda herhangi bir kasilma yanit1 olusmadi (p<0.05) (Sekil 9, Tablo 8).
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Sekil 9. Fenilefrin kiimiilatif doz-cevap egrisi.

Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir. a.Kontrole gore; b.Sitagliptine gére; ¢.Hipertansiyona gore
anlamli farklilik p<0.05
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Tablo 8. Fenilefrin kasilma cevaplart (mg).

Dozlar Kontrol Sita HT HT+Sita

(M/L)

107 3.76£2.5 0+0 112.814+7.54% 0+0°

3.10° 12.25+4.11 0+0 148.2+15.49% 0+0°

10® 29.21+4.67 0+0 182.20+17.62% 0+0°

3.10°® 87.0+33.44 5.95£5.95 344.0+40.48% 10.03+£6.29°
107 542.35+£280.33 35.7+14.05 1251.79+201.59% 71.77+42.47°
3.107 1008.04+342.76 449.38+115.01 1741.13+187.64° 366.45+216.84°
10° 1209.434339.09 973.82+112.82 1985.404+228.27 900.55+300.82°
3.10° 1477.094+339.32 1274.39+90.69 2162.83+231.99 1197.51£279.24
10 1587.714314.37 1452.39+172.05 2201.944231.25 1516.844224.18
3.10° 1671.844284.07 1462.77+172.32 2212.604+241.87 1640.51£216.54
10 1713.30+278.63 1548.76£195.15 2218.044231.81 1676.86%126.69

Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir. a. Kontrole gore; b. Sitagliptine gore; c. Hipertansiyona gore
anlamli farklilik p<0.05

3.3.2. Fenilefrin maksimum kasilma (En.), Etkin konsantrasyon 50
(ECs0) Ve Enax/ KCI (%0) degerleri

Hipertansif grupta 97,55% olan Phe Enax degerleri sitagliptin uygulamasi ile
80.22 oldu. Ozellikle HT+Sita grubu ile hipertansiflerin Ena degerleri belirgin farkli
olsa da maksimum kasilma cevaplar1 arasindaki bu fark istatistiksel anlamliliga
ulasmad (p>0.05). Ilacin potensini gdsteren ECsq degerleri gruplar arasinda anlaml
farkli bulundu (p<0.05). Hipertansif grup kontrol ile kiyaslandiginda -log ECso degeri
anlamli artti. Bu da L-NAME uygulanan grubun daha diisiik fenilefrin dozu ile
maksimum kasilmanin yarisina ulagsmasi anlamina gelmektedir. HT+Sita grubunun
sitagliptin tedavisi ile hipertansiyon grubuyla kiyaslandiginda —log ECsy degeri
anlaml1 azaldi. Sitagliptin kasilma cevaplarini azaltt1 (p<0.05). Emax Phe/KCI (%)’ nin
gruplar arasi farki anlamliliga ulagmadi (p>0.05) (Tablo ).
Tablo 9. Fenilefrin Enax, ECso Ve EmawKCI (%) degerleri.

Gruplar Emax (MQ) ECs EmawKCl (%0)
Kontrol 1713.30+278.63 6.47+0.05 89.30+6.15
Sita 1548.76+195.15 6.33+0.03° 78.64+9.21
HT 2218.04+231.81 6.91+0.07 97.55+4.23
HT+Sita 1676.86+220.88 5.91+0.06%° 80.27+9.35

Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir. a. Kontrole gore; b. Sitagliptine gore; ¢. Hipertansiyona gore
anlamli farklilik p<0.05

39



3.3.3. Asetilkolin Gevseme Cevaplari

Fenilefrin uygulamalari ile dnceden belirlenmis submaksimal doz ile saglanan
prekontraksiyon sonrasinda 10’ dan 10 ¢ kadar artan dozlarda ACh uygulamasiyla
gevseme cevaplari elde edildi. 3.107, 10° 3.10° ve 10®° dozlarinda sitagliptin
uygulamasi ile HT+Sita grubunun, hipertansiyon grubuna gore ACh gevseme
cevaplar1 anlamli artt1 (p<0.05) (Tablo 10).

Yiizdeler karsilastirildiginda ise; hipertansif grupta gevseme yanitlar1 diger
tiim gruplara gore azaldi. Ancak istatistiksel olarak anlamliliga ulagmadi. 3.107
dozunda ise HT+Sita grubunun ACh ile gevsemesi, HT grubuna kiyasla anlaml1 artig
gosterdi (p<0.05) (Tablo 11, Sekil 10).

Tablo 10. Asetilkolin gevseme cevaplari (mQ)

Dozlar(M/L) Kontrol Sita HT HT+Sita

10° 151.354+36.49 278.11 £51.35 107.00+75.5 486.11+237.45
3.10° 310.14+61.39 423.58+64.86 198.02+142.31 591.85+258.65
108 492.58+85.55 652.93+131.77 239.13+159.74 726.81+295.54
3.10°® 819.06+177.74 941.13+196.83 281.28+145.97 893.04+262.93
107 1112.82+231.21  1165.13+293.7 408.86+136.61 1138.29+274.13
3.107 1341.68+306.43  1439.00+291.84  648.00+142.28 1816.38+241.83"
10°® 1510.09+326.31  1492.99+302.61  817.62+148.32 1960.53+245.95"
3.10° 1600.83+338.67  1526.59+338.68  1045.70+137.75 2129.62+211.90"
10® 1645.98+311.43  1537.11+£305.79  1093.36+139.87 2134.18+207.86"
3.10° 1744.75+340.96  1568.53+296.45  1184.89+163.05 2168.24+191.17
10* 1796.40+£349.99  1567.06+292.29  1257.24+176.21 2176.04+179.26

Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir. #. Hipertansiyona gore anlamli farklilik p<0.05

Tablo 11. Asetilkolin gevseme cevaplart (%).

Dozlar Kontrol Sita HT HT+Sita
(M/L)

10° 7.78 £0.70 20.37+4.86 7.91+6.05 18.78+8.74
3.10° 16.58 £1.42 29.47+5.32 15.01+11.32 22.90+9.50
10°8 21.94+3.19 43.95+7.62 18.03+12.77 28.15+10.74
3.10% 40.77+4.69 60.74+8.94 20.51+11.85 35.05+9.02
107 56.03+7.09 73.37+13.21 28.65+11.27 44.84+8.74
3.107 66.01+8.65 90.84+8.98 42.14+8.94 72.99+5.91%
10° 74.24+10.59 94.40+9.06 53.26+7.51 78.83+5.27
3.10° 77.69+10.70 96.28+8.66 68.74+4.85 86.22+3.25
10° 84.78+4.27 97.20+8.34 72.22+5.70 86.50+3.35
3.10° 89.42+4.64 99.74+7.35 77.44+3.96 88.11+2.89
10* 92.28+4.18 99.85+7.26 81.86+3.46 88.67+3.02

Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir.
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Sekil 10. Asetilkolin gevseme cevaplari (%).
Veriler ort +SH olarak ifade edilmistir. #. Hipertansiyon grubuna gore anlamli farklilik p<0.05.
Asetilkolinin damarda olusturdugu maksimum gevseme cevabini tanimlayan
Emax degerlerinde gruplar arasinda anlamli fark yoktu (p>0.05) (Tablo 12).
Maksimum gevsemenin yarisina ulastiran —log ECsy degeri hipertansiyon grubunda
tim gruplara kiyasla anlamli azald1 (p<0.05). HT+Sita grubunda 7.35+0.1 bulunan —
log ECso degeri hipertansif gruba gore anlaml artt1 (p<0.05) (Tablo 12). Sitagliptin
ACh gevseme cevaplarini artirdi

Tablo 12. Asetilkolin Epax ve ECsg degerleri.

Gruplar Emax (MQ) ECso
Kontrol 1796.40+349.99 7.2240.04
Sita 1567.06+292.29 7.71+0.04
HT 1257.24+176.21 6.48+0.06™
HT + Sita 2176.04+179.26 7.35+0.10°

Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir. a. Kontrole gore; b. Sitagliptine gore; c. Hipertansiyona goére
anlamli farklilik p<0.05

3.3.4. Sodyum nitroprusiyat gevseme yanitlari

Submaksimal fenilefrin 6n kasilmas ile torasik aortanin 10 dan 10™*e kadar
artan konsantrasyonlarda kiimiilatif sodyum nitroprusiyat (SNP) uygulamasina
verdigi doz bagimli gevseme cevaplart incelendi. SNP’nin sagladigi endotel
bagimsiz gevseme cevaplarinda gruplar arasinda anlamli farklilik gozlenmedi

(p>0.05) (Sekil 11).
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Sekil 11. SNP gevseme cevaplari (%). Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir
(p>0.05)

3.4. ELISA sonuclari

3.4.1. Serum ADMA diizeyleri

Kontrolde 2.021+£0.56 ng/ml olan serum ADMA degeri, L-NAME
uygulamas ile istatistiksel olarak anlamli sekilde 3.960+0.71 ng/ml’ye yiikseldi.
HT+Sita grubunda ADMA 2.052+0.47 ng/ml olarak olgiildii. Sitagliptin uygulamasi
ile ADMA kontrol degerine yaklasarak, HT+Sita grubunda hipertansiflere gore
anlaml1 azaldi (p<0.05) (Sekil 12).
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Sekil 12. Serum ADMA diizeyleri. Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir.

a. Kontrole gore; b. Sitagliptine gore; c. Hipertansiyona gore anlamli farklilik p<0.05
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3.4.2. Serum ICAM-1 diizeyleri

Serumdaki ICAM-1 seviyeleri, kontrolde 103.07+19.19 pg/ml, hipertansif
siganlarda 138.19+16.75 ve HT+Sita grubunda 79.97+15.22 pg/ml bulundu. Bu
sonuglarla L-NAME uygulmasi ile serum ICAM-1 seviyeleri tim gruplara gore
anlamli artti. On dort giin sitagliptin uygulamasiyla HT+Sita grubunda ICAM-1
diizeyleri hipertansiflere gore anlamli azaldi (p<0.05) (Sekil 13). Tek basina
Sitagliptin verilen grupta kontrol degerlerinin altinda ICAM-1 degerleri Olgiilse de

anlaml bir fark olusturmadi.
ICAM -1
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Sekil 13. Serum ICAM-1 diizeyleri. Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir.

a.Kontrole gore; b. Sitagliptine gore; c. Hipertansiyona gore anlamli farklilik p<0.05

3.4.3. Serum Resistin diizeyleri

Kontrol grubunda 0.154+0.005 ng/ml hipertansiflerde ise 0.159+0.007 ng/ml
bulunan resistin, HT+ Sita grubunda 0.155+0.007 ng/ml idi. Bu degerler istatistiksel
analizde anlamli bir fark olusturmadi (p>0.05) (Sekil 14).
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Sekil 14. Serum resistin diizeyleri (ng/ml).
Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir (p>0.05)

3.4.4. Serum Tirozin Hidroksilaz diizeyleri

Kontrolde 3,534+0,220 ng/ml bulunan tirozin hidroksilaz seviyesi hipertansif
grupta 4.210+0,272 ng/ml’ye yiikseldi. Sitagliptin uygulamasi ile HT+Sita grubunda
TH degerleri 3,702+0,269 ng/ml’ye geriledi. Ancak istatistiksel anlamliliga ulagsmadi
(p>0.05) (Sekil 15).
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Sekil 15. Serum tirozin hidroksilaz diizeyleri (ng/ml).
Veriler ort £SH olarak ifade edilmistir (p>0.05)

44



3.5. PCR onuclari

3.5.1. Aort dokusunda miRNA ekspresyonlari

Hipertansiyon grubunda 3.28+0.1 olan torasik aorta miRNA-21 ekspresyonu
sitagliptin uygulanan HT+Sita grubunda anlamli olacak sekilde 0.69+0.13¢ geriledi.
Hipertansiyon grubunda 10.994+0,26 olan miRNA-155 ekspresyonu ise HT+Sita
grubunda anlamli olarak 3.976+0.3’e geriledi (P<0.05) (Sekil 16).

Aort miRNA ekspresyonlari
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Sekil 16. Torasik aortada miRNA seviyeleri. Veriler ort +SH olarak ifade edilmistir.

a.Kontrole gore; b. Sitagliptine gore; c. Hipertansiyona gére anlamli farklilik p<0.05

3.5.2. Lokositlerde mikroRNA ekspresyonlari

Kandan izole edilen I6kositlerde miRNA-155 ekspresyonu hipertansif grupta
11.29340.31 iken, sitagliptin tedavisi uygulamas: ile anlamh sekilde 1,203+0.4’e
geriledi. Hipertansif grupta 4.7 0.2 olan miR-181b ekspresyonu ise anlamli sekilde
gerileyerek 0.38 +0.03 olarak bulundu (P<0.05) (Sekil 17).
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Sekil 17. Tam kandan izole 16kositlerde mMIRNA seviyeleri.
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4. TARTISMA

Calismamizda L-NAME ile hipertansiyon olusturulan siganlarin kan
basinglari, viicut agirliklar1 ve torasik aortalarinin in-vitro kasilma gevseme cevaplari
ile hipertansiyon patofizyolojisinde anahtar rol oynayan endotel disfonksiyonu,
oksidatif stres, sempatik sinir sistemi aktivasyonu ve inflamasyona dair parametreler
ve bu parametrelere sitagliptinin etkileri arastirildi. Hipertansiyon olusturulan
siganlarda kan basinci, ADMA ve ICAM-1 seviyelerinde anlamli artiglar olurken,
belli konsantrasyonlarda fenilefrin kasilma cevaplar1 artt1, asetilkolin gevseme
cevaplar1 da azaldi. Sitagliptin uygulamalar1 ile kan basinci, serum ADMA ve
ICAM-1 seviyeleri anlamli azalirken, kasilma gevseme cevaplart da kontrole
yaklasti. Tirozin hidroksilaz diizeyleri hipertansif grupta artarken sitagliptin
uygulamasi ile azaldi. NO salinimi, ROS iiretimi ve inflamasyona etkileri ile miR155
miR21 ve miR181-b hipertansiyonda artt1 ve sitaglipitin tedavisi ile azaldi.

Farmakolojik indiiklii hipertansiyon modeli olusturulmak i¢in kullanilan
kimyasal ajanlardan biri L-NAME’dir. Daha 6nceki c¢alismalar incelendiginde L-
NAME uygulamasmin standart bir siiresi ve dozunun olmadigi goriilmektedir.
Anjiotensin reseptor antagonizmasinin endotel disfonksiyonunu iyilestirici etkisinin
gozlemlendigi bir ¢alismada sekiz hafta boyunca sicanlara 60 mg/kg/giin L-NAME
verilerek kan basincinda anlamli bir yiikselme saglanmistir (97). Giincel bir
caligmada ise bitkisel bir ekstraktin hipertansiyondaki etkinligini degerlendirmek i¢in
50 mg/kg/giin L-NAME ile hipertansiyon olusturulmustur. Sigcanlarin kan basinglari
dort hafta sonunda kontrole gore anlamli artis gostermistir (98). Sinoatrial odakta
inhibisyon ile bradikardi yapan ivabrandinin kalpteki etkisini degerlendiren bir
caligsmada ise kan basinc yiiksekligi 4 hafta siire ile 40 mg/kg/giin L-NAME dozu ile
saglanmigtir (99). Bu doz ile benzer kan basinci artigina ulagilmistir. Bizim
calismamizda da 4 hafta boyunca 40 mg/kg/giin intraperitoneal L-NAME uygulamasi
ile hipertansiyon olusturuldu. Sitagliptin tedavisi alan hipertansif grupta 28. giinde
SKB hipertansif gruba gore anlaml1 azald1.

Sitagliptinin kan basincina etkisi hem klinik hem deneysel modellerde eslik
eden diyabet varliginda veya diyabet olmadan oOnceki ¢alismalarda
degerlendirilmistir. Tip 2 DM’li 51 hastanin 3 aylik sitagliptin tedavisi ile sistolik

kan basinglarimin gozlemlendigi bir calismada, yaklasik 13 mmHg’lik anlamli bir
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azalma olmustur (100). Yuasa ve ark. (101) ¢aligmalarinda 454 diyabetli hastanin
sitagliptin  kullanim1 ile kan basinglarindaki degisimi retrospektif verilerle
degerlendirmistir. Sitagliptin tedavisinin 6zellikle 6. ayindan sonra hem sistolik hem
de diyastolik kan basinglarini anlamli azalttigin1 géstermislerdir. Onsekizi kadin 12si
erkek denegin 20 giinliik 100 mg sitagliptin tedavisinin kan basinglarina etkisi
prospektif bagka bir ¢alismada degerlendirilmistir. Sitagliptinin hem SKB hem de
DKB’de anlamli azalma sagladig1 gériilmiistiir (102).

Non diyabetik SHR ve wistar siganlarin kan basinglarina 2 haftalik sitagliptin
uygulamasinin etkisinin gozlemlendigi bir aragtirmada deneklerin abdominal
aortasina birer kateter yerlestirilmigtir. Telemetrik yontemle yapilan OSlglimler
sonucunda; baslangi¢ kan basinglarmma goére 10 mg/kg/giin sitagliptinin 14. giin
SKB’yi anlaml azalttig1 goriilmistiir. Ayni1 ¢alismada Wistar-Kyoto (WKY) cinsi
siganlarda ise sitagliptin tedavisi SKB’yi degistirmemistir (52). Geng ve eriskin
SHR’lerin 8 giin giinde ikiser defa olmak tizere 40 mg/kg sitagliptin ile muamele
edildigi ¢aligmanin sonuclar1 sitagliptin uygulamasinin kan basincina etkisinin doz
bagimlilig1 yaninda yasa gore de degistigini gostermektedir. Bu ¢alismada sitagliptin
uygulanan gen¢ SHR’lerde kullanmayanlara goére anlamli diisiikk ortalama arter
basinci saptanmistir (103).

Giannocco ve ark. (104) calismasinda siganlara 10 giin boyunca giinde iki kez
40 mg/kg dozu ile sitagliptin uygulanmis ve bu dozun DPP-4 aktivitesini %85
baskiladig1 sonucuna ulasilmistir. Aym1 ¢alismada SHR sicanlarin kuyruktan kan
basinci 6l¢limiinde sitagliptin tedavisinin anlaml diisiise neden oldugu goriilmiistiir.
WKY, Zucker Diyabetik ve hidralazin veya enalapril 6n tedavisi alan SHR siganlarin
kan basinglar1 bagka bir deneysel caligmada karsilastirilmistir. Kronik etkilerini
degerlendirmek tizere 3 hafta boyunca 80 mg/kg/giin dozu ile sitagliptin
uygulanmigtir. Sonugta WKY ve Zucker Diyabetik siganlarin hem SKB hem de
DKB’leri anlamli olmasa da azalmistir. Spontan hipertansif sigcanlarin kan basinglari
ise antihipertansif on tedavilerle, sitagliptin uygulamasina ragmen artmistir (46). Bir
bagska deneysel calismada sitagliptinin, 6 hafta siireyle 75 mg/kg L-NAME
uygulamasi ile hipertansiyon olusturulmus si¢anlarin ortalama arter basinglari

tizerine etkisi degerlendirilmistir. Yine 6 hafta sitagliptin 10 ve 30 mg/kg/giin olmak
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tizere iki farkli dozda uygulanmis ve her iki dozda da ortalama arter basincini
distirmistir (101).

Klinik ¢alismalarda doz ve uygulama siiresinin yaninda, deneysel modellerde
calisilan deney hayvan cinsinin ve genetiginin de, sitagliptinin kan basinci iizerine
etkisini degistirdigi goriilmektedir. Calismamizda Sprague Dawley cinsi siganlar
kullanildi. Hipertansif siganlara iki hafta boyunca oral gavaj yoluyla uygulanan 80
mg/kg/glin sitagliptin, kan basincinda anlamli diislis sagladi. Yalmiz sitagliptin
uygulanan grubun kan basinglar1 ise kontrol grubuna gore anlamli olmasa da azalma
egiliminde idi. Bu durum sitagliptinin dozundan kaynaklaniyor olabilir. Ancak
aragtirmamiz, bu dozun DPP-4 aktivitesinde yeterli inhibisyon yapip, kan basincin
da anlaml diisiirdiigii bilinerek tasarlanmistir (46, 104).

Sitagliptin, vaskiiler endotel ve kan basinci tlizerine olan etkisini yikimini
baskilayarak plazmada konsantrasyonunu yiikselttigi GLP-1 iizerinden gosterir.
GLP-1, bir dizi enzimatik olay sonucunda eNOS fosforilasyonunu aktive eder ve NO
salmimini artirtr. Bu sayede kan basincini azaltmadaki etkinligine daha oOnce
deginilen bir caligmada eNOS aktivasyonu ile endotel bagimli ACh gevseme
cevaplarinin sitagliptin uygulamasi ile arttigi gosterilmistir. Ayni1 ¢alismada endotel
bagimsiz SNP gevseme yanitlari ise tiim gruplar arasinda benzer ¢ikmistir (52).

Klinik bir ¢alismada, daha once siilfoniliire, metformin veya pioglitazon ile
tedavi hedeflerine ulagsamamis Tip 2 diyabetik hastalarin 12 haftalik sitagliptin
tedavisine verecekleri cevap EPC (endoteliyal oncii hiicre) ve ultrasound tabanl bir
metod olan Flow mediated dilatation ile de arter ¢ap1 dlgiilerek degerlendirilmistir.
Sitagliptin EPC’nin dolagimdaki miktarini artirirken, akim stresine cevap olarak NO
aracili endotel bagimli dilatasyon ile de arter ¢apini genisletmistir (105). Femoral
arteri baglamak suretiyle arka bacak iskemisi yapildiktan sonra kanm akisini
degerlendirmek i¢in lazer USG kullanilan farelerle yapilan deneysel bir ¢aligmada
ise; 7 haftalik sitagliptin uygulamasi ile kan akisinin anlamli oranda iyilestigi
goriilmiistiir. Bu ¢aligmanin bir diger bulgusu da dolagimda sitagliptin ile artmig EPC
ve eNOS seviyeleridir (106). Wang ve ark. (49) ise sitagliptinin Zucker diyabetik
obez sicanlar ile zayif nondiyabetik Zucker sicanlarin hem mezenterik arterleri hem

de aortalarinda gevseme yanitlarini anlamli artirdigini gostermislerdir.
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Yalnizca fruktoz soliisyonu ile diyabet modeli olusturulmus sigcanlarda
rosuvastatin, glimeprid ve sitagliptinin endotel disfonksiyonu ve kan basinci {izerine
etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismada; kombine uygulamanin daha efektif olmasi
ile beraber 20 mg/kg sitagliptinin de tek basma kan basincin1 anlamli azaltirken,
asetilkolin gevseme cevaplarint artirdigr gosterilmistir. Sodyum nitroprusiyat ile
endotel bagimsiz gevseme cevaplar1 ise diyabetik grupta azalirken, sitagliptin
uygulamasiyla goriilen artis anlamliliga ulasmamustir (107).

Literatiirdeki calismalar sitagliptin gibi diger DPP-4 inhibit6rlerinin de kan
glukozunu disiiriicii etkilerinin yaninda &zellikle kardiyovaskiiler sistemde
etkinligine yer vermektedir. Giincel bir makalede SHR ve WKY sig¢anlarin
mezenterik  arterlerinin  gemigliptin  6n  tedavisi ile endotel bagimh
vazorelaksasyonlarinin nasil etkilendigi degerlendirilmistir. Bu ¢alismada ortam 2
saatlik inkiibasyonla hiperglisemik hale getirilmistir. Bu sekilde azalan endotel
bagimli asetilkolin gevseme cevaplarini hem WKY hem de SHR sicanlarda
gemigliptin anlaml sekilde tekrar artirmistir (108).

Bizim arastrmamizda kullanilan DPP4I olan sitagliptin ise, asetilkolin
yanitlarin1 bazi dozlarda anlamli artirarak vazorelaksasyonda iyilesme sagladi.
Maksimum gevsemenin yarisina ulastiran ACh dozu (ECsp) hipertansiyon grubunda
diger gruplardan anlamli ytiksekti. Sitagliptin uygulamasi ise HT+Sita grubunun
ECso degerini hipertansiyon grubuna gore anlaml arttirarak daha diisiik dozda daha
biiyiik gevseme cevabinin alinmasini sagladi. Yalniz sitagliptin verilen grubun ECsg
degeri ise kontrolden biiylik ¢ikarak, sitagliptinin 80 mg/kg dozunun buna sebep
olabilecegini diistindiirdii. Ayrica HT+Sita grubunun asetilkolin cevaplarinin ve
Emax degerlerinin anlamli olmasa da kontrolden biiyiik olmasi, sitagliptinin patoloji
varliginda endoteli daha aktif korudugu seklinde yoruma agik bir durum olusturdu.

Bununla birlikte asetilkolin gevseme yanitlarinin birka¢ dozda anlamli olma
sebebi; sitagliptinin vazodilatator etkisini gostermek igin artirdigt NO seviyelerinin,
bir taraftan da hipertansiyon olusturmak icin kullanilan NOS inhibitérii L-NAME
tarafindan azaltiliyor olamasina bagl olabilir.

Calismamizda asetilkolin ile endotel bagimli gevseme yanitlar

degerlendirilirken, endotel bagimsiz gevseme cevaplari i¢in ise SNP kullanildi.
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Streptozotosin ile diyabet olusturulan bir calismada Sprague Dawley cinsi
sicanlarin 10 ve 30 mg/kg Sitagliptin tedavisine aortik endotel yanitlar
degerlendirilmistir. Her iki dozda da diyabetli gruba gore anlamli artmis ACh
gevseme yanitlar1 alimmistir. Ancak sitagliptin kiimiilatif SNP gevseme cevaplarini
degistirmemistir (109). Aterojenik diyetle beslenen tavsanlara 6 hafta boyunca giinde
iki kez 6 mg/kg sitagliptin uygulanan bir arastirmada ise SNP gevseme yanitlari
gruplar arasinda benzer ¢ikmustir (110).

Literatiir degerlendirildiginde deneysel modelde olusturulan patolojilerin
veya kullanilan denek tiirtiniin farkliliginin genel olarak SNP  yanitlarini
degistirmedigi sdylenebilir. Bizim ¢aligmamizda da SNP gevseme yanitlart gruplar
arasinda benzer bulundu. Sitagliptin uygulamasi endotel bagimsiz yanitlar iizerine
anlamli bir etki olusturmadi. SNP dozlarina benzer yanitlarin olmasi; deneyde
kullanilan vaskiiler dokunun etraf dokudan temizlenmesi sirasinda veya invitro
diizenege yerlestirilirken damar yatagmmin biiyiik zarar goérmedigi ve gevseme
ozelliginin bozulmadigin1 gostermektedir.

Daha Once yapilan arastirmalar 1siginda, caligmamizdaki torasik aorta
kiimiilatif gevseme yanitlarinin genel olarak endotel bagimli oldugu ve sitagliptinin
kan basincini disiiriicii etkisini NO bagimli gevseme mekanizmalarit {lizerinden
gosterdigi diisiintilebilir.

Sitagliptinin  sempatik aktiviteyi azaltabilecegi diisliniilerek vazoaktif
peptitlerin sentez yolundaki enzimler (tirozin hidroksilaz gibi) veya salinimin
baskiladigi, endojen vazokonstriiktor ET-1 molekiilii tizerine etkileri onceki
caligmalarda yer almistir. Yiksek yagli diyet ve sonrasinda streptozotosin
enjeksiyonu ile diyabet olusturulmus siganlarda sitagliptinin niikleer faktor kappa-
B’yi baskilamak yolu ile ET-1 diizeylerini anlaml sekilde azalttig1 bulunmustur. Bu
calismada ayrica ACh gevseme yanitlarinin tedavi almayanlara gore farkli dozlarda
sitagliptin uygulanan her iki grupta da anlamli arttig1 gézlenmistir. Vazokonstriiktor
ET-1 seviyelerinin azalmasi endoteldeki gevseme cevaplarini artirmis olabilir (109).
Aterojenik diyetle beslenen tavsanlarda yiiriitiilen ¢alismada da sitagliptinin aortik
halkalarda fenilefrin indiiklii kontraksiyonu etkilemedigi gozlemlenmistir (110).

Calismamizda sican aortalar1 kiimiilatif fenilefrine maruz birakilarak

endotelin adrenerjik reseptor duyarliligi degerlendirildi. Maksimum kasilma (Emax)
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degerleri arasinda belirgin bir fark olmasina ragmen bu farkin anlamliliga
ulagmamasi, sitagliptinin istatistiksel anlamda hipertansiyona bagli maksimum
gerimi 6nleyemedigi seklinde yorumlanabilir.

Hipertansif grupta kasilma yanitlari, Phe’nin ilk 5 dozunda tiim gruplara
kiyasla anlamli arttt. HT+Sita grubuna uygulanan sitagliptin tedavisiyle, kasilma
yanitlart hipertansif gruba gore anlamli azaldi. Sitagliptin uygulanan gruplarin ilk 3
doz Phe ile kasilma olusturmayist dikkat cekici oldu. Baslangigta kasilmalari
geciktirmesi ve ECsy degerlerini tedavi gruplarinda anlamli sekilde kontrole
yakinlagtirmasi ile genel olarak sitagliptinin hipertansiyonda endoteli gerilmeye kars1
korudugu sdylenebilir.

Fenilefrinin ilk dozlarinda sitagliptin uygulanmis si¢an aortalarinda kasilma
cevabi alinmayisi, bu ajanin sadece NO biyoyararlanimini artirarak vazodilatasyona
katkida bulunmasi ile degil, sempatik aktiviteyi baskilamasi gibi olast bagka
mekanizmalarla da endotel koruyucu ve kan basincimi disiriici etkide
bulunabilecegini diisiindiirdii.

Bu bulgudan yola ¢ikilarak ¢alismamizda sitagliptinin serum tirozin
hidroksilaz seviyeleri fizerine etkisi de degerlendirildi. Literatiir taramalarimiz
sonucu, sitagliptinin TH seviyelerine etkisinin analiz edildigi 4 ¢alisma oldugu
goriilmistir. Bu calismalarin ti¢ii Parkinson hastaliginda sitagliptinin etkinliginin
olas1 koruyuculugunun degerlendirildigi c¢aligmalardir. Sitagliptinin etkisi motor
performansi artirma, L-Dopa tedavisine bagli diskineziyi azaltma, hafiza kaybini
tyilestirme ve santral sinir sisteminde TH+ hiicrelerin artmasi seklinde olmustur
(111, 112). Miyokard enfarktiisii sonrast gelisen ventrikiiler aritmide sitagliptinin
etkisinin degerlendirildigi calismada ise TH Olclimiiyle, sitagliptinin sempatik
aktivasyonu baskiladigi sonucuna varilmistir (96). Bu ¢alismada enfarktiis sonrasi
yiikselen TH, sitagliptin uygulamasi ile azalmistir.

Hipertansiyon modeli olusturmak iizere tarafimizdan da kullanilan L-NAME,
NO biyoyararlanimini azaltirken, patoloji ilerledikge siirece sempatik sistem
aktivasyonunun da eklenmesi, katekolamin diizeylerinde artis1 da beraberinde getirir.
Sempatik hiperaktivasyon dongiiyii daha kisir hale getirerek endotel disfonksiyonunu
artirabilir. Calismamizda hipertansiyon modelinde sitagliptinin TH seviyelerine

etkisi ilk kez incelendi. Sonuglarimiz hipertansiyonda TH’nin kontrol grubuna gore
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%19’dan fazla arttigim1 gosterdi. Sitagliptin tedavisinin etkinligi HT+Sita grubunda,
hipertansiyon grubuna gore %12’lik azalma ile farkedilebilir diizeydeydi. Orneklem
grubunun kiiciik olmasina baglh istatistiksel anlamliliga ulasmasa da sitagliptinin
TH’yi baskilayarak hipertansiyonda sempatik aktiviteyi azalttifi ve siirecteki kisir
dongiiyii kirmaya yardimet oldugu sdylenebilir.

Bilindigi tizere, NO iiretimindeki azalma veya NO’yu inaktive eden
siiperoksid seviyelerinde artma hipertansiyon gelisiminde anahtar rol oynamaktadir.
Bu durumun endotel disfonksiyonuna sebep oldugu da onceki arastirmalarda
vurgulanmistir (15, 46, 114). Hipertansiyonda endotel hasarini gosteren pro-oksidatif
bir parametre olan ADMA’nin kan basincini artirip, endotel bagimli vazodilatasyonu
azalttigi hem klinik (115, 116) hem de deneysel modellerde gosterilmistir (117, 118).
Intravendz diisik doz ADMA enjeksiyonu ile 12 goniillii iizerinde yapilan
arastirmada ADMA’nin kan basinci ile birlikte sistemik vaskiiler rezistansi da
anlamli artirdig1 gézlenmistir (115). Yine esansiyel hipertansiyon tanisini yeni almis
ek hastalig1 bulunmayan 19 yetiskin erkegin, normotansif 11 goniillii ile kiyaslandigi
calismada hipertansiyonlu erkeklerin serum ADMA seviyelerinin kontrol grubundan
2 kat fazla oldugu ve L-arjinin/ADMA oraninin ise hipertansiyonda anlamli azaldigi
sonucuna ulasilmistir (116). ADMA’y1 yikan enzim DDAH’tan genetik olarak eksik
birakilan fareler (DDAH-/-) iizerinde yapilan calismada, akcigerler, karaciger,
bobrek ve beyinde azalma olmakla birlikte oncelikli iiretim yeri olan endotelde
DDAH’m iiretiminin azaldigi ve buna bagli olarak ADMA seviyelerinin arttig1
gosterilmistir. ADMA artisiyla birlikte kuyruktan 6l¢iilen kan basincinda da anlamh
artis gorlilmistir. Aymi ¢alismada eNOS seviyeleri ve DDAH-/- aortik halkalarda
ACh gevseme yanitlar1 azalmigken, nitroprusid gevseme yanitlart degismemistir
(118).

Aragtirmalarimiza gore daha Once sitagliptinin serum ADMA seviyelerine
etkisi hipertansiyon modelinde degerlendirilmemistir. Yalnizca karaciger dokusunda
iskemi/reperflizyona maruz birakilmis siganlarin ADMA diizeylerine sitagliptinin
etkisi bir ¢aligmada yer almistir. Sitagliptin uygulanan iskemi grubunda artan DDAH
enzimi ile iskemi yapilmadan sadece sitagliptin verilen grubun ADMA degerinin

azalmasi, sitagliptinin korucu olabilecegi seklinde yorumlanmustir.
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Bizim ¢alismamizda 4 hafta boyunca L-NAME uygulanarak hipertansiyon
modeli olusturulmus grupta serum ADMA seviyeleri literatiirle de uyumlu olarak
anlaml yiiksek bulundu. Sitagliptin tedavisi ile HT+Sita grubunda ADMA anlamli
azaldi. Bu sonug sitagliptinin vaskiiler dokuyu oksidatif stresten korudugu seklinde
yorumlanabilir. Oksidatif stresle artan ve endotel disfonksiyonunu gosteren
ADMA’nin HT de artmis olmasi, ¢alismamizin diger bulgularindan olan kan basinci
ve ACh gevseme sonuglart ile de uyusmaktadir. Bu bulgular, hipertansiyonda
endotelin hasarlandig1 ve vazodilatasyon cevabinin bozuldugu gercegini destekler
niteliktedir.

Sitagliptinin kardiyovaskiiler olaylar {izerine etkileri Onceki c¢aligmalarda
siklikla yer almistir. Ancak altta yatan farkli mekanizmalar ve molekiiler yolaklarin
ne oldugunu kesfetmek icin ¢alismalar devam etmektedir. Daha 6nce de vurgulandig
tizere oksidatif stres ve endotel disfonksiyonu ile birlikte inflamasyon da
hipertansiyon da ana stresorlerdendir. Artmis inflamasyon kalp ve damar yapisina
zarar verip kardiyovaskiiler fonksiyonlari azaltabilir.

Kontrolsiiz diyabeti ve koroner arter hastalig1 olan hastalarin yer aldig: klinik
bir ¢alismada sitagliptin tedavisinin yiiksek duyarlikli ¢ reaktif protein (hsCRP)
seviyelerini azalttigit ve endotel fonksiyonunu degerlendiren Reaktif Hiperemi
Indeksi ile hsCRP diizeyinin anlamh negatif bir iliski icinde oldugu bildirilmistir
(119). 5 hafta yiiksek tuzlu diyetle beslenmis Dahl sensitif siganlara, tuzlu diyet
devam ederken 8 hafta 10 mg/kg sitagliptin verilen baska bir arastirmada ise;
miyokardiyal proinflamatuvar sitokinler olan TNFa ile IL-6 seviyelerinin azaldigi
goriilmiistiir. Ayrica sitagliptin ROS {iretiminden sorumlu eNOS monomer seviyesini
azaltirken NO {ireten dimerik formunu ise artirmistir (120).

Hipertansiyonda  bobregin  baglica  etkilenen  organlardan  oldugu
bilinmektedir. Bobrekte inflamasyon ve bagisiklik hiicrelerinin infiltrasyonu olur.
Onceki calismalarda DPP-4i’lerin  diyabetik bobregi oksidatif stres ve
inflamasyondan korudugu belirtilmistir. Tek tarafli nefrektomi yapilmis ve tek doz
doksorubisin ile hipertansiyon olusturulmus nondiyabetik siganlarda yapilan bir
calismada, 10 mg/kg dozu ile 6 haftalik sitagliptin uygulamasinin bdbrekteki

inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu azalttig1 gosterilmistir (121).
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Literatiirdeki calismalar bir¢ok patolojide inflamatuvar parametrelerin artigini
ve sitagliptinin bu artist baskiladigini gdstermektedir. Biz de c¢alismamizda
sitagliptinin  inflamasyona  etkisini serum ICAM-1 seviyeleri iizerinden
degerlendirdik. interseliiler adezyon molekiilii-1, vaskiiler endotelde plak biiyiimesi
ve instabilitesini destekleyen, 10kosit adezyon ve transmigrasyonuna aracilik eden,
endotel disfonksiyonunda ve HT’de diizeyi artan inflamasyon belirtecidir (7, 122).
ICAM-1"1 de igeren endoteliyal belirteglerin kan basinci ile iligkisi, yiiksek rakima
bagli gelisen hipertansiyonlu olgular ile normotansifler arasinda klinik bir
arastirmada karsilastirilmis. HT’1i vakalarin SKB ile DKB’nin anlamli yiikselmis
ICAM-1 degerleri ile korele oldugu gozlemlenmistir (123).

Tip 2 DM’li hastalarda giinlitk 100 mg sitagliptin tedavisinin 6 hafta sonunda
inflamatuvar parametreler iizerine etkisinin degerlendirildigi bir c¢alismada;
sitagliptin alan hastalarin CRP, IL-6 ve IL-18 ile birlikte SICAM seviyelerinin de
plaseboya gore anlamli azaldigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada dikkat ¢eken baska bir
nokta ise inflamasyon belirtecleri daha yiiksek olan deneklerdeki sitagliptin
etkinliginin belirtegleri 1liml1 olanlara gore daha belirgin olmasidir (71). Bu sonug da
bizim sitagliptinin patoloji olmasi durumunda daha aktif oldugu hipotezimizi
destekler.

Giincel bir baska calismada oOnceden metformin kullanmiyor olan Tip 2
diyabetli 38 hastanin akut sitagliptin alimi1 sonrast serum ICAM-1 seviyeleri
Olcililmis, istatistiksel olarak anlamli olmasa da sitagliptin ile ICAM-1 degerlerinin
azaldig1 bildirilmistir (70).

Sitagliptin gibi diger DPP-4 inhibitorleri de pleiotropik etkileriyle
aragtirmalarda yer almaktadir. Saxagliptinin 8 hafta siire ile uygulandig1 ¢alismada;
tedavinin glomeriiler ve aortik NO salinimini anlamli artirmasi ile beraber;
peroksinitrit, SICAM-1 ve ortalama arter basincini da anlaml azalttigi goriilmiistiir
(124).

Calismamizda SICAM-1 seviyelerinin hipertansif grupta anlamli artiginin
ardindan sitagliptin uygulamasi ile anlamli azaldig1 tespit edildi. Sitagliptin ile
ICAM-1°de goriilen belirgin azalma tedavide etkinligin antiinflamatuvar yolak

tizerinden saglandigini géstermektedir.
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Aragtirmamizda sigan serumlarindan 6l¢iimii yapilan bir diger parametre,
rodentlerde insiilin sinyal yolaginin bir¢ok basamagina miidahale ederek insiilin
direnci ve obezite durumlarinda olgun beyaz adipositlerden salinan resistindir (125).
Insanda ise resistin Oncelikli olarak makrofajlardan salgilanir ve asil gorevi
inflamatuvar siiregtedir (126). Bir hiicre kiiltiirii ¢alismasinda, insan rekombinant
resistini i¢ine inkiibe edilen endotel hiicrelerinin ET-1 salinimlari, NO {iretimleri ve
VCAM seviyeleri degerlendirilmistir. ET-1 salimmlar1 ve VCAM seviyeleri
artarken, NO tiretimlerinin ise degismedigi gériilmiistiir. Bu ¢alismada resistinin ET-
1 ekspresyonunu artirarak endotel hiicrelerini direkt aktive ettigi kanaatine varilmistir
(127). Deneysel bir ¢alismada ise sicanlarin resistin diizeyleri ile ET-1 seviyelerinin
korelasyonunun kan basinci artigina sebep oldugu bildirilmistir (128). Yedi yiiz on
sekiz hipertansif ve 645 normotansif denegin yer aldigi bir meta-analizde serum
resistin konsantrasyonlar1 ile hipertansiyon arasinda anlamli bir iliski oldugu
sonucuna varilmistir. Bu kapsamli ¢aligmada goze carpan Asya toplumlarinda ve
diyabetiklerde bu iliskinin daha acik olmasidir (129). Idiyopatik intrakraniyel
hipertansiyonu olan hastalarin adipokin seviyelerinin degerlendirildigi klinik bir
caligmada ise, resistin diizeylerinde kontrole gore anlamli bir degisiklik olmadig:
saptanmistir (130).

Sitagliptin kardiyovaskiiler hadiselerin biiyiik kisminda olumlu etkilere
sahiptir. Resistinin de kardiyovaskiiler olaylarda kotii bir biyobelirte¢ oldugu
goriilmektedir. Lee ve ark. (131) enfarktiis sonrasi venrikiiler aritmilerde sitagliptinin
etkinligini sicanlarda gozlemlemisler ve sitagliptinin aritmileri GIP bagimli resistin
sinyal yolagi ile azalttig1 sonucuna varmislardir.

Calismamizda literatiirdeki klinik verilerden yola ¢ikilarak, hipertansiyonda
resistin degerlerinin yiikselmesi beklenmistir. Ancak rodentlerde daha ¢ok glukoz
metabolizmasina bagli, insiilin direnci durumlarinda seviyeleri yiikselen resistin,
caligmamizdaki hipertansif modelde beklenildigi kadar yiikselmemistir. Yine
sitagliptin uygulamalari resistin degerlerinde anlamli bir degisime neden olmamustir.
Calismadaki L-NAME ve sitagliptin uygulama siireleri resistin plazma seviyelerini
degistirmek i¢in yeterli olmamis olabilir.

Hipertansiyonun multifaktoriyel patofizyolojisinde gen diizeyinde etkili olan

mikroRNA’larin endotel, oksidatif stres ve inflamasyon iizerine etkileri ¢alismamizin
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diger bulgularint desteklemesi bakimindan kiymetli bulunmustur. Akisa duyarl
mekano-miR’ler olarak bilinen miR-21, 155 ve 181b’nin bu amagla Ol¢iimi
yapilmigtir. Literatiir taramasi1 yapildiginda sitagliptinin bu miR’lerin seviyeleri
tizerine etkilerinin deneysel hipertansiyonda daha o6nce degerlendirilmedigi
goriilmistiir. Hipertansiyon ve mikroRNA iizerine yapilan bazi c¢alismalarin
sonuclart ile c¢alismamizdaki hipertansiyon sonuglart ¢ogunlukla korelasyon
gOstermistir. 26 hastanin internal mamariyan arterinde artan miR-155 seviyelerinin
endotel bagimli vazodilatasyonu bozdugu gozlenen bir ¢alismada, miR-155’in bunu
eNOS ve NO salmimini modiile ederek sagladigi dl¢limii yapilan nitrit ve nitrat
degerleri ile desteklenmistir (87 ). Baska bir klinik 6rnekli ve hiicre kultiiri ile
dogrulanmis calismada ise koroner arter bypas cerrahisi veya karotid endarterektomi
yapilmis 12 hastadan alinan plaklarda kontrole gore artmis inflamasyon yiikselmis
miR-155 seviyeleri ile iligkilendirilmistir ve miR-155 proinflammatuvar kabul
edilmistir (84).

MikroRNA-155 gibi, SHR deneklerde miR-21’in hipertansiyonda arttigi, bu
sirada da niikleer faktor kappa b yolagini aktive ederek ROS iiretimini indiikledigi Li
ve ark. (90) calismasinda izlenmistir. Artan ROS ve buna bagli endotel
disfonksiyonunun da kan basincinda yiikselmeye sebep oldugu sonucuna ulagilmistir.
Tiirkiye’de yiiriitiilmiis klinik bir ¢alismada ise hipertansif hastalarda artmis miR-21
ve eNOS ile NO’de azalma ile iligkili endotel disfonksiyonu arasinda anlamli bir
baglant1 gosterilmistir (91). Ayni yazarlarin bulundugu mir-21 ile ilgili bagka bir
calismada, hipertansiyonlu, beyaz 6nliik hipertansiyonlu ve normotansif hastalarin
plazmadaki miR diizeyleri karsilagtirilmis. Hipertansiyon tanili hastalarin plazma
mir-21 diizeylerinin normotansiflere gore anlamli sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir
(92).

Calismamizda ise hem aorta hem de kandan izole edilen 16kositlerde miR-155
ve miR-21 seviyelerinin hipertansif grupta arttig1 ve sitagliptin tedavisi ile bu artigin
anlamli sekilde geriledigi goriildi. Bu sonuglarla hipertansiyonda artip sitagliptin
tedavisi ile azalan proinflamatuvar oldugu kabul edilen miR-155, ¢alismamizin diger
bulgularindan inflamatuvar bir parametre olan ICAM-1’in sonuglari ile korelasyon
gostermekte ve hipertansiyonda erken donemde meydana gelen inflamasyonu

yansitmaktadir. Hipertansif grupta ylikselmis seviyelerinin ROS artisin1 beraberinde
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getirdigi miR-21’in sitagliptin tedavisi ile 14 giinde seviyeleri anlamli sekilde
diisiirmesi NOS inhibitdrii olan ADMA’ya dair sonuglarimizla uyusmaktadir Ote
yandan eNOS inhibisyonu ile NO salinimini azaltan miR-155’in vazodilatasyonu
bozmasi ve bu durumun sitagliptin eklenen hipertansiyon grubunda gerilemesi,
calismamizin invitro kasilma-gevseme cevaplart ve ADMA seviyelerinin degisimi ile
benzerlik gostermektedir. Tim sonuclar degerlendirildiginde mir-155’in endotel
disfonksiyonunu gdstermede, miR-21’in oksidatif stres belirteci olarak iyi birer
biyobelirteg olabilecekleri ve miR-155 ile mir-21’in endotel disfonksiyonunda
hipertansiyonda tedavi hedefleri olabilecekleri diistiniilebilir. Sitagliptin  de
mikroRNA seviyelerinde azalma saglamasi ile endotel disfonksiyonunda ve
inflamasyonda koruyucu etkisini bir kez daha gostermistir.

Endotel hiicreleri dongiisii, inflamasyon, NO sinyal yolaklarinda etkin olan
olan miR-181b’nin NF-kB yolagini inhibe ederek antiinflamatuvar etki gosterdigi
bilinmektedir (94). Ayrica hipertansiyonda endotel disfonksiyonu ile beraber akim
stresinin artmasi sonucu miR-181b seviyeleri yiikselmekte ve artan miR-181b damari
koruyucu etki saglamaktadir (95).

Calismamizin  sonuglarinda da literatiirle uyumlu olacak sekilde
hipertansiyonda koruyucu olarak kanda miR181b degerleri artmigtir. Bu artisin
yalnizca kanda olmasi, aort dokusunda goézlenecek degisiklik i¢in deney siiresinin
yeterli olmayisindan kaynaklanmig olabilir. Sitagliptin verilen gruplarda ise bu ajanin
daha 6nceden ICAM-1 seviyeleri ile kanitlanmig antiinflamatuvar, ADMA ve invitro
gevseme cevaplar ile desteklenmis endotel koruyucu etkileri sayesinde, miR181b
seviyelerinin geriledigi gozlenmistir. Sitagliptinin uygulandigi gruplarda anlamli
sonuglar saglamasi, ilerde bu alanda yapilacak ¢alismalar i¢in yol gdsterici olabilir.

Aragtirmamizda sitagliptinin siganlarin  viicut agirliklarina etkisi de
degerlendirilmistir. Onceki calismalara bakildiginda sitagliptinin viicut agirhg
tizerine etkisi konusunda tam bir fikir birligi yoktur. Deneysel bir ¢alismada L-
NAME ile hipertansiyon olusturulmus sicanlarin 6 haftalik 10 ve 30 mg/kg dozlar ile
almus olduklart sitagliptin tedavisi sonrasi viicut agirhiklar1 degismemistir (132). In-
vitro verilerinin daha 6nce paylasildig1 bir calismada ise, 20 mg/kg/giin dozuyla 6
hafta uygulanan sitagliptin tedavisi ile diyabetik sicanlarin viicut agirliklarinda

azalma gozlenmistir (107). Cox ve ark. (133) calismalarinda 14 giinliik sitagliptin
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uygulamasinin viicut agirligma etkisinin goriilmesi i¢in kisa bir siire oldugunu
vurgulamiglardir. Ayni ¢alismanin 4,5 ay siiresince sitagliptin alan deneklerinde ise
kilo kaybi1 oldugu gosterilmistir.

Bizim calismamizda sitagliptin 14 gilin siire ile uygulanmisti. Bu siirede
gruplar arasi viicut agirliklarinda istatistiksel bir fark olusmadi. On dort giinliik
tedavi siiresi kilolar iizerine etkinin goézlenebilmesi i¢in kisa olabilir. Ancak grup igi
analizlerde hipertansiyon ve kontrol grubu sicanlarin kilo alimlarimin baglangictan
28. giine anlaml arttig1, sitagliptin uygulanan gruplarda (Sita, HT+Sita) ise 14-28.
giinler arasinda kilo aliminin anlamli olmadigi goriildi. Bu durumda sitagliptinin
sicanlarin kilo alimlarini baskiladigi sdylenebilir.

Sonuc ve Oneriler:

Nitrik oksit sentetaz enzimi inhibisyonu sonucu endotel disfonksiyonu ile
gelisen hipertansiyon olusumuna katilimlart ile ADMA, ICAM-1 ve Tirozin
hidroksilazin birer biyobelirteg ve tedavi planlamada 6nemli hedef olabilecekleri
diisiiniilebilir. Ek olarak ¢alismamizin sonuglarina gére gen diizeyinde hipertansiyon
patogenezinde yer alan 0zellikle miR155, miR21 ve miR181b’nin NO salinimi, ROS
tiretimi ve inflamasyona etkileri ile hipertansiyonda hem diagnostik hem de tedavide
hedeflenebilir molekiiller olabilirlerler.

Sitagliptinin;

Muhtemel NO biyoyararlanimini, endotel bagimli asetilkolin gevseme
cevaplarim1 artirmasi1 ve/veya, NOS inhibitorii ve oksidatif hasar gostergesi
ADMA’y1 ayrica hipertansiyonda yiikselerek NO salinimini azaltan miRNA-155 ve
ROS’u indiikleyerek endotel disfonksiyonunda rol alan miRNA-21’i azaltmasi,

Inflamatuvar siirecte rol alan ICAM-1lile miR-21, miRNA-155 ve miRNA-
181b seviyelerini diigiirmesi,

Sempatik sistemde hiz kisitlayizi enzim tirozin hidroksilaz inhibisyonu ile
sempatik aktiviteyi azaltmasi,

Adrenerjik reseptor duyarliligini azaltarak Phe kasilma cevaplarini
baskilamasi,

Endotel ve damar tonusunun Kkorunmasina, bdylece kan basincini

diistirmedeki etkisine aracilik etmis olabilir.
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Daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmasiyla birlikte, prevalans: hizla artan
major hastaliklarda yeni ila¢ hedefleri haline gelen barsak salinimli GLP-1 ve GIP
yikimini inhibe eden diyabetteki kullanimi kanitlanmis sitagliptin, kan basincindaki
birka¢ milimetrecivalik diisiislerin bile kardiyovaskiiler olaylarda riski ciddi azalttigi
ve heniliz mevcut antihipertansiflerin kan basinci kontrdliindeki yararlarmin kisith
oldugu diisiiniiliirse; selektif hasta gruplarinda hipertansiyon tedavisinde klinik

calismalar i¢in umut vadedebilir.
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