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OZET

Deneysel Bobrek Iskemi/Reperfiizyon Hasarinda Saksagliptinin Etkilerinin

Arastirilmasi

Amac: Saksagliptin bir dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) enzim inhibitdrii olup,
diyabet hastaliginin tedavisinde yakin zamanda kullanilmaya baglanmis farmakolojik
bir ilactir. Son zamanlardaki ¢aligmalar saksagliptinin diyabetteki koruyucu rolleri
disindaki etkileri aragtirilmistir. Farkli dokularda deneysel olarak olusturulan doku
hasarinda saksagliptinin antioksidan etkilerinin oldugu rapor edilmistir. Bu tez
calismasinda saksagliptinin siganlarda deneysel olarak olusturulan bobrek
iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarindaki rollerini kismen de olsa agiklamak amaciyla
yapilmistir.

Materyal ve Metod: CalismadaSpraque- Dawley cinsi 40 adet erkek sican
kullanildi. Siganlar Grup 1 (kontrol), Grup2 (I/R), Grup3 (i/R+saksagliptin 2mg/kg),
Grup4 (I/R+saksagliptin 10mg/kg) olmak iizere 4 gruba ayrildi (n=10). Kontrol grubuna
hicbir uygulama yapilmadi, I/R grubundaki siganlarin bobrek dokularina bilateral olarak
45 dakika iskemi sonrasinda 24 saat reperfiizyon uygulandi.iskemi gerceklestirilmeden
1 saat oncesinde oral olarak serum fizyolojik (saksagliptin ¢oziiciisii) verildi. 3 ve 4.
gruptaki siganlara I/R grubundaki cerrahi islemlerin tamami uygulandi ancak iskemiden
1 saat once 3. gruptaki siganlara 2mg/kg saksagliptin ve 4.gruptaki siganlara 10mg/kg
saksagliptin oral yolla verildi. Reperfiizyon siiresi bittiginde tiim siganlar sakrifiye
edilerek bobrek ve kan dokular1 toplandi.

Bulgular: I/R grubunun serumlarindaki BUN ve kreatin seviyelerinin kontrol
grubuna gore artig gosterdigi ve bunu saksagliptin uygulamasinin belirgin olarak azalttigi
(p<0.05) goriildii. Ote yandan iskemiye bagli olarak bobrek dokusunda MDA, KIM-1,
NGAL ve IL-18 seviyelerinin artis gosterdigi (p<0.05), saksagliptin uygulamasi ile
MDA, KIM-1, NGAL ve IL-18 seviyelerinin azaldig: belirlendi (p<0.05). Diger yandan
iskemiye bagli olarak azalis gosteren GSH seviyesi ile SOD, CAT, GPx enzim
aktivitesinin saksagliptin uygulamasina bagli olarak artis gosterdigi tespit edildi
(p<0.05).Yapilan histolojik analizler sonucunda saksagliptinin bdbrek doku hasarini
azalttig goriildi (p<0.05).

Sonug: Yapilan deneysel calismada saksagliptinin, iskemi/reperfiizyon hasarina
kars1 koruyucu rol tistlendigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek, iskemi, oksidatif stres, reperfiizyon, saksagliptin
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ABSTRACT

Investigation of The Effects of Saxagliptin on Experimental Renal ischemia

Reperfusion Injury

Aim:Saxasagliptin is a dipeptidly peptidase-4 (DPP-4) enzyme inhibitor,
pharmacological drug that has recently begun to be used in the treatment of diabets.
Recent studies heve investigated the effects of saxsagliptine other than its protective role
in diabets.It has been reported that saxsagliptin has antioxidant effects in experimental
tissue damage in different tissues. In this thesis,the aim of study was to explain the role
of saxsagliptine in experimentally induced renal I/R injury in rats.

Material and Method: Forty male Spraque-Dawley rats were used in the
study.The rats were divided into for groups as Group 1 (control), group 2(ischemia-
reperfusion; I/R), group 3 (I/R+saxsagliptin 2mg/kg) and, group 4 (I/R+saxsagliptin 10
mg/kg) were divided into 4 groups (n=10). No application was made to the control
group.Il/R group of kidney tissues bilaterally for 45 minutes ischemia and reperfusion for
24 hours. 1 hour prior to ischemia orally saline (saxsagliptine solvent) given orally. The
rats in groups 3 and 4 received all I/R surgical procedures but 1 hour before ischemia in
group 3 rats 2mg/kg in group 4 rats 10mg/kg saxagliptin was administered orally. When
the reperfiizyon was over all ratswere sacrificed and kidney and blood tissues were
collected.

Conclusion: BUN and creatine levels in serum I/R group increased compared to
control group increased and it was observed that saxsagliptin administration significantly
reduced (p<0.05). On the other hand, due to ischemia, MDA, KIM-1, NGAL and IL-18
levels increased in renal tissue due to ischemia (p<0.05), it was determined that MDA,
KIM-1, NGAL and IL-18 levels decreased with saxsagliptin administration (p<0.05),
again due to ischemia with decreasing GSH levels and SOD, CAT, GPx, enzym activity
it was determined that the increase of saxsagliptin (p<<0.05). As a result of histological
analysis revealed that saxsagliptine reduced renal tissue damage (p<0.05).

Results: The experimental study of saxagliptin,is a protective effect against
ischemia-reperfusion injury it has been determined.

Keywords:Kidney, ischemia, oxidative stress, reperfusion, saxsagliptin
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

ADP :Adenozin difosfat

ADH : Antiditiretik hormon

AMP : Adenozin monofosfat

ATP : Adenozin trifosfat

BUN : Kan tire azotu

Ca?* : Kalsiyum iyonu

cAMP : Siklik adenozin monofosfat
CAT : Katalaz

Cre : Kreatinin

Dk : dakika

DNA : Deoksiribo niikleik asit
DPP-4 : Dipeptidil peptidaz-4 enzimi
GFR : Glomeriiler filtrasyon hizi
GLP-1 : Glukogon benzeri peptit-1
GR : Glutatyon rediiktaz

Gis :Gastrointestinal sistem
GSH : Glutatyon

GPx : Glutatyon peroksidaz
GSSG : Okside glutatyon

GIP : Glukoz bagimli insulinotropik
H* : Hidrojen iyonu

HO’ : Hidroksil radikali

H»0; : Hidrojen peroksit

IL-18 : Interlokin -18

/R : Iskemi reperfiizyon

K* : Potasyum iyonu

KDH : Ksantin dehidrogenaz
KIM-1 : Kidney injury molecule-1
KO : Ksantin oksidaz

LOO’ : Lipit peroksil

LOOH"’ : Lipit hidroperoksit
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: Fosfat tampon tuz ¢6zeltisi
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: Siiperoksit radikali
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1. GIRIS

Iskemi/reperfiizyon (I/R) patolojik bir durumdur. Bir organda arteryel kan
akiminin durmasi ile meydana gelen iskemi dokunun metabolik beslenmesinin durmasina
neden olur. Bu durum hipoksiye neden olur oksijensiz kalan dokuda hasar meydana
gelerek derin bir inflamatuar yanita neden olur (1). Reaktif oksijen tiirleri (ROS) hiicre
solunumunun yan Triinii olarak oksijen metabolizmasindan f{iretilir ve aerobik
organizmalarin hepsinde bu durum siireklidir. Yapilan arastirmalar kanser, Alzheimer,
otoiimmiin ve dejeneratif hastalik siireglerine oksidatif stresin aracilik ettigini ileri
stirmektedir (2). Giiniimiizde transplantasyon, travma, nefrektomi, renal arter cerrahisi ve
nefron koruyucu cerrahi gibi renal kan akimin1 azaltan cerrahi girisimlerden kaynaklanan
akut bobrek iskemisine bagli olarak doku hasariyla sik¢a karsilasilmaktadir. Akut bobrek
yetmezligiyle sonuglanan bobrek I/R hasari, yiiksek mortalite oran1 sebebiyle major bir
klinik problemdir. Bobrek kan akiminin gegici olarak kesildigi; bobrektransplantasyonu,
parsiyel nefrektomi, renal arter anjioplasti, kardiopulmoner bypass, aortik
bypasscerrahisi, sepsis, hidronefroz, elektif iirolojik ameliyatlarda goriiliir. Bununla
birlikte kan akiminin geri donmesi iskemik dokuda normal fonksiyonun geri donmesine
sebep olabilir. Bir ¢eliski olarak reperfiizyon olayi sirasinda doku daha fazla hasara da
ugrayabilir. Gegen onyilda iskemi reperfiizyon sirasinda iiretilen siiperoksit radikali,
hidrojenperoksit, hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirlerinin hasar1 artti1
bildirilmistir. I/R sirasinda inflamatuvar aracilarin artmasi ve bunun sonucu olarak artan
inflamatuvar yanit doku hasarinmi artirmaktadir (3, 4). Saksagliptin (Sax) gii¢lii ve segici
bir dipeptidil peptidaz-4 enzimi (DPP-4) inhibitoriidiir. DPP-4 barsakta iiretilip glukagon
benzeri peptit-1 (GLP-1) ve glukoz bagimli insulinotropik (GIP) gibi insulin
salgilanmasini artiran hormonlarin yikilmasina neden olan peptiddir. Bu etkisinden
dolayr DPP-4 inhibitorleri tip 2 diyabet tedavisinde yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistir (5). DPP-4 inbitdrleri ile son yillarda yapilan hayvan ¢aligmalar1 osteoporoz,
kalp yetmezligi, ateroskleroz, kanser aragtirmalar1 gibi konular1 da kapsamaktadir. DPP-
4 inflamatuvar stiregle ilgili rolii oldugu ve DPP-4 inhibitorlerinin antiiflamatuvar etki
gosterdigi anlasilmistir. Yapilan bazi calismalarda hipoksik hiicrelerde ve organlarda
DPP-4 mRNA ve protein seviyesinin arttig1 gosterilmistir. Bagka ¢alismalarda DPP-4
knockout farelerde ve DPP-4’iin farmakolojik inhibisyonu yapilan farelerde kalp

iskemireperfiizyon hasarinin azaldigi gozlenmistir (6, 7). Chang ve ark. yaptigi

1



calisamada 1 saat iskemi ve 72saat reperfiizyona maruz birakilan siganlarda bir DPP-4
inhibitorii olan sitagliptin uygulamasinin bobrek hasarini azalttigi rapor edilmistir (8).
Glorie ve ark. Yaptig1 ¢aligmada 30 dk iskemi ve 2, 12 ve 48 saat reperfiizyona maruz
birakilan sicanlara bir DPP-4 inhibitérii olan vildagliptin uygulamasinin bobrek hasarini
azalttig1 gosterilmistir (9). Sax’1n sitagliptin ve vildagliptinden 10 kat daha fazla selektif
olarak DPP-4 inhibisyonu sagladig1 gosterilmistir. Siganlardaki yar1 6mrii 4,5 saattir (10).
Literatiirde Sax’m bobrek I/R hasarina etkisi ile ilgili ¢alismaya rastlanmamistir. DPP-4
iskemik siiregle olan iliskisi, antiinflamatuvar, antiapoptotik 6zelligi bobrek I/R hasarinda
koruyucu etkisi olabilecegini diigsiindiirmektedir.

Yaptigimiz bu calismada siganlarda deneysel olarak olusturulan bobrek I/R

hasarinda saksagliptinin etkilerini arastirmay1 amaglamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobregin Yapisi

Bobrekler, periton boslugunun disinda karin arka duvarinda yer alir. Yetigkin bir
bireyde her bir bobregin agirligi ortalama 150 gramdir. Her bobregin ortasinda hilum ad1
verilen bdbregin veni, arteri ve lenfatiklerinin, sinirlerinin nihai idrar1 bobrekten
bosaltincaya kadar bekledigi yer olan mesaneye kadar tasiyan iireterlerin girip ¢iktigi
cukur bir alan bulunur ve bu yapilar Sekil 2.1.’de gosterilmistir (11). Bobrekler tist
noktasindan alt noktasi boyunca uzun eksenden ikiye kesilirse; dista korteks, i¢ kisminda
medulla ad1 verilen iki bolgeye ayrilir. Bobregin medullasinda bobrek piramitleri denilen
koni bicimli 8-10 adet doku kiitleleri bulunur piramitlerin tabani korteks ile medulla
arasinda baglar ve treterin iist ucundaki bobrek pelvisine dogru uzanan papillada son
bulur. Pelvis idrar1 pelvik boslugundan mesaneye tasiyan iireterin {ist-genis alanini
kapsar. Insan bobreginde pelvis major kaliks adi1 verilen 2 ya da 3 keseye ayrilir. Her
major kaliks idrar1 papilladan tastyan minor kalikslere ayrilir. Kaliksler, pelvis ve lireterin

duvarinda diiz kas bulunur ve bu kaslarin kasilmasi ile birlikte idrar mesaneye gonderilir

(11).
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Major Kaliks

Renal Papilla
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Renal Ven
Minor Kaliks )
Renal Pelvis

Ureter

Sekil 2.1. Bobregin yapisi (12).



2.1.1. Nefronlar

Her bir bobrekte idrar olusturma yetenegine sahip bir milyon kadar nefron bulunur
(Sekil 2.2.). Nefronlarin bobrek hastaliklari, bobrek hasari ya da yaglanmaya bagli olarak
sayilarinda azalma meydana gelir. 40 yagindan sonra aktif olarak iglev géren nefronlarin
sayist her 10 yil i¢inde azalma gosterir. Her nefron fazla miktarda sivinin filtre glomertil

ve bobrek pelvisi yolu boyunca filtre edilen sivinin idrara doniistiigii uzun bir tiibiilden

meydana gelir (13).
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Sekil 2.2. Nefron yapisi (13).

Iki cesit nefron bulunmaktadir. Glomeriilii korteksin dis kisminda bulunanlara
korteks nefronlari olarak adlandirilir. Bu nefronlarin henle kivrimlari ¢cok kisa mesafeye
iner. Glomeriilleri korteksin nispeten daha derin kisminda bulunanlara ise jukstamedullar
nefron denir. Jukstamedullar ve kortikal nefron yapilart Sekil 2.3’de sunulmustur. Bu

nefronlarin henle kivrimlari ¢ok uzun ve medullanin derinliklerine kadar iner (11).
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Sekil 2.3. Jukstamediiller ve Kortikal Nefron yapisi (14).

Diger kapiller aglar ile kiyaslandiginda glomeriil kapiller agin daha yiiksek
hidrostatik basinca (60 mmHg) sahip oldugu goriilmektedir. Glomeriil kapilleri, epitel
hiicreler ile kapli ve glomeriill Bowman kapsiilii ile beraber sarilmistir. Glomeriil
kapillerden filtre edilen siv1 ilk olarak Bowman kapsiiliiniin i¢ine ve ardindan bobrek
korteksinde bulunan proksimal tiibiil i¢ine dogru akar ardindan siv1 henle kivrimina akar
ve henlenin bir inen kolu bir de ¢ikan kolu bulunur. Stvinin ¢ikan kolu kortekse inen kolu
da medullaya dogru akar. Henlenin ¢ikan kolunun sonunda 6zellesmis epitel hiicreleriyle

olusan plak iceren kisa boliimiine makula densa adi verilir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Glomeriil ve Makula Densa yapis1 (11).

2.1.2. Bobregin Kanlanmasi

Bobregin kan akimi normalde kalp debisinin %22’si veya dakikada 1100 ml’dir.
Bobrek arteri hilum bolgesinden bobrege girer ve interlober, arkuat, interlobiiler (radyal)
arterler ve afferent arteriyollere ayrilir. Afferent arteriyoler, plazma proteinlerinden
baska, fazla miktarda su ve maddelerin filtre edilerek idrar yapiminin basladig1 yer olan
glomertil kapillerini olusturur (Sekil 2.5.). Her glomeriil kapillerinin distal ucu bir araya
gelerek, bobrek tiibiillerini ¢evreleyen peritiibiil kapilleri denilen ikinci bir kapiler agi
olusturan efferent arteriyolii olusturur. Bobrekteki kan dolasimu, iki farkli kapiler yatag:

olan 6zel dolagimdir (11).
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Sekil 2.5. Bobregin damarlari ve kanlanmasi (11).

2.2. Bobrek Fonksiyonunu Degerlendirmede Kullanilan Kavramlar

2.2.1. Ure

Molekiil agirligi 60 dalton olan iire karacigerde protein metabolizmasi sonucu
olusan ve amonyaktan sentezlenen maddedir. Laboratuvar sonuglarinda iire i¢indeki
nitrojeni olgerek kan iire azotu (BUN) degeri elde edilir. Ure karacigerde
sentezlendiginden ve tiibiiler reabsorbsiyona ugradigindan bobrekte fonksiyon bozuklugu
olmadan kandaki BUN seviyesinde degisimler olabilir. Protein alinimin artmasi
aminoasitlerin inflizyonu gastro intestinal sistem (GIS)’te olusan kanama gibi durumlarda
kandaki BUN seviyesinin artmasina neden olmaktadir. Akut veya kronik olan karaciger
hastaliklarinda, protein eksikligi gibi durumlarda kandaki BUN seviyesin diismesine
neden olmaktadir. Kan veya serumdaki normal iire azot araligi litre bagina 5-20 mg/dl

veya 1.8-7.1 mmol tiredir (15).



2.2.2. Kreatinin

Molekiil agirligr 113 dalton olan kreatinin kas metabolizmasi sonucu meydana
gelir yapim orani kasin kitlesi ile yakindan ilgilidir. Travma agir egzersiz gibi durumlarda
kaslarda artan kreatin salinimi ile bobrek fonksiyonlarinda bozulma olmadan da kreatinin
seviyesi yiiksek ¢ikabilir. Saglikli yetigskin erkeklerde kreatinin normal degeri 0.6-1.2
mg/dl yetiskin kadinlarda 0.5-1.1 mg/dl ‘dur fakat ilerlemis bobrek yetmezliginde orani
%40 kadar olabilmektedir (15).

2.2.3. Klirens Kavram

Bobreklerde plazma belli maddelerden arindirilmaktadir. Klirens kavrami birim

zamanda ilgili maddeden arindirilan plazma voliimiinii olarak ifade edilir.

Klirens = (Idrar Konsantrasyonu x Idrar Voliimii) / (Plazma Konsantrasyonu x

Zaman)

Plazma Klirensi = Maddenin Idrardaki Konsantrasyonu (mg/ml) x Idrar Hacmi

(ml/dk) / Maddenin Plazmadaki Konsantrasyonu (mg/ml) (16).

2.2.4. Bobrek Fonksiyonlar:

Bobrekler viicudumuzda metabolizma sonucu meydana gelen atiklar1 arindirma
fonksiyonu vardir. Viicut sivilarinin hacim ve bilesimi bobreklerin kontroliindedir.
Bobrekler plazmayi filtre ederek olusan filtrattan viicudun ihtiyacina goére maddeleri
uzaklastirir ve bu sayede bobrekler viicut i¢in gerekli maddelerin kana geri verilmesini

saglarken diger yandan istenmeyen zararli maddeleri idrar ile disariya atar.

e Asit— baz dengesinin diizenlenmesi

e Eritrosit yapiminin diizenlenmesi (eritropoetin salgilayarak)

e Arteryel kan basincinin diizenlenmesinde

e Bazi hormonlarin salgilanmasinda ve metabolize edilerek, atilmasi.

e Glikoneogenez (uzun stireli aglik esnasinda aminoasitlerden glikoz sentezler)

2.3. Bobreklerden Atilan Uriinler
e Aminoasitlerin yikimi sonucu olusan iire

e Kas kreatini



e Niikleik asitlerden olusan {irik asit
¢ Hemoglobinin yikimi sonucu olusan son iiriin biluribin
e Hormon metabolitleri

e Ilaglar ve besin maddeleri gibi disaridan alman yabanci maddeler (17).
2.4. Bobrek iskemi-reperfiizyon hasari

2.4.1. iskemi Hasar1

Bobreklerde hipovolemik sok, kardiyak arrest, aortun klemplenmesi, organ hasari
gibi klinik durumlarda akut I/R hasari olusmaktadir (18). iskemide dokuya giden kan
akiminin kesilmesi ile hiicresel oksidatif fosforilasyon ve buna bagimli olarak ATP ve
fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat sentezinde azalma meydana gelir (19). ATP nin
azalmasida hiicre i¢inde ¢ogu sistemi etkiler. Hiicrede ATP nin azalmasi ile hiicre zarinda
bulunan Na*- K*-ATPaz pompasinin aktivitesini azaltir buna bagli olarak hiicre igerisinde
Na' ve Ca? birikimine ve K* azalma olusur. Kati maddelerin artis1 ve suyun izoozmotik
artis1 ile beraber akut hiicresel sisme meydana gelir (20, 21). Normal durumda ATP
bagimli kalsiyum tastyicilar ile sitoplazmik Ca™* ekstraseliiler siviya gore daha diisiik
konsantrasyonda tutulur ve ¢ogu mitokondri, endoplazmik retikulum igerisinde yer alir.
Iskemi esnasinda sitozoldeki Ca™ konsantrasyonunda artma ile plazma membranindan
gecen , mitokondri ve endoplazmik retikulumdan salgilanan Ca™  sorumludur.
Sitoplazmada artan Ca*? fosfolipazlari, ATPaz’lar1, proteazlari, endoniikleazlar1 aktif
hale getirir. Fosfolipaz A2’nin aktivasyonu ile membranin fosfolipit yapis1 bozulmaya
baslayarak membrandaki hasar dahada ilerler (20). Iskemi esnasinda ATP’nin iiretimi
durup, kullanim1 devam ettiginden dolay1 ATP’den siras1 ile adenozin difosfat (ADP),
adenozin monofosfat (AMP) ile adenozin olusur. Adenozinde hiicrenin disina difiize olup
inozin ve hipoksantine doniigiir.Normal durumda hipoksantin , ksantin dehidrogenaz
(XD) vasitasiyla iirik asit ve ksantin’e metabolize olur. Bu olusan reaksiyonda elektron
alicis1 okside nikotinamid adenin diniikleotit (NAD") “dir. Hiicre i¢inde artan Ca™ , Ca*?
bagimli proteazlar araciligiyla XD’in ksantin oksidaz (XO)’a déniisiimiine neden olur.
Reperfiizyonun baslamasi ile birlikte hipoksanti’nin ksantine ve ksantininde iirik asit’e
dontisiimii XO tarafindan gergeklestirilir. Bu olusan reaksiyonda elektron alicist olarak
molekiiler oksijen kullanilir ve bunun sonucunda SOR olusur (22, 23). Olusan iskemi

devam ederse mitokondri ve kristalarinda vakolizasyon, lizozomlarda sisme, plazma



zarinda asir1 zedelenme ve matrikste kalsiyumca zengin sekilsiz yogun igerik birikimiyle

hasar olusur.

2.4.2. Reperfiizyon Hasan

Reperfiizyon, iskemik dokuya yeniden kan akiminin saglanmasi ile birlikte
dokunun oksijenlenmesi olayidir. iskeminin ortadan kalkmasi ile oksijenli kanin dokuya
gelisi iskemik donemden daha cok doku hasarini meydana getirecek bir siirecin
baslamasina neden olur (24). iskemik siirecte hiicredeki iyon derisimlerinin degismesi ile
proinflamatuar sitokinlerin 16kosit adezyon molekiillerinin yapiminda artma ve buna
karsilik antioksidan enzimlerde azalma gibi hiicredeki metabolik yapisal degisiklikler
hiicrede reperfiizyon sirasinda olusan veya olusacak hasara karsi1 dayaniksiz olmasina
neden olur (24). Proteinler, zar lipitleri, Niikleik asitler, deoksiriboniikleik asit
molekiilleri reperfiizyon hasarina karst en ¢ok duyarli olan hiicresel yapilardir (25).
Reperfiizyon sonucunda kaspaz-3 ve kaspaz-8 gibi preapopitotik proteinler apopitozu
baslatir ve bu proteinler mitokondrinin ¢eper yapisinda ve fonksiyonunda bozulmaya
neden olurken, niikleer DNA’nin yikilarak hiicrelerin 6lmesine neden olan sitokrom C
vitamininin sitoplazmaya salinmasini saglar (26, 27). Apopitozu baslatan gen faktorii,
timor nekrozis faktor (TNF) reseptoriiniin list grubuna ait olan 6liim reseptoriidiir ve
hiicre disindan aldiklar1 6liim sinyallerini hiicrenin i¢ine iletirler ve bununla birlikte hiicre
icinde hasarlanmig DNA, mitokondri, endoplazmik retikulum gibi hiicre organellerinde
oliim sinyalinin kaynagimi olusturur (28, 29). Renal hiicredeki I/R hasarmin olusumunda
birgok faktor rol alip bunlardan hipoksi, yangi, serbest radikaller yer alir. SOR’nin biiyiik

kismi yaralanmada 6nemli bir rol oynayip bu siiregte hiicre hasarina sebep olur (30).

2.5. iskemi-Reperfiizyon Hasar1 Mekanizmalar1 Serbest Oksijen Radikali ve

Tiirleri

Iskemi-reperfiizyon hasari birbiri ile bagimli, karmasik hiicresel ve humoral
olaylar dizisidir. Hasarin fizyopatolojisi ile ilgili 6zellikle dort faktoriin etkili oldugu 6ne
siiriilmektedir;

1- Serbest oksijen radikalleri
2- Polimorf niiveli 16kositler (PMNL)
3- Kompleman sistemi

4- Endotel hiicre (1).
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2.5.1. Serbest Oksijen Radikali ve Tiirleri

Serbest radikaller bir ya da daha fazla ortaklanmamus elektron igeren kimyasal
reaktiviteleri yiiksek molekiillerdir. Kimyasal olarak kararsiz bir yapida olan serbest
radikaller, dis yoriingelerindeki elektronu eslemek i¢in atom ya da molekiil ile etkilesime

girerek kararli duruma gegme egilimindedirler (31, 32).

2.5.2.Siiperoksit Radikali

Hemen hemen biitiin aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron almasi sonucunda
indirgenerek serbest siiperoksit radikal anyonu (O2") olugmaktadir. Siiperoksit bir serbest
radikal olmak ile birlikte kendisi direkt olarak ¢ok zarar vermez asil dnemini hidrojen
peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasindandir (33,
34).

O2+e- —> O

Siiper oksit anyonunun dismutasyonu ile H2O2 + O2 meydana gelir (35).

02"+ 02 +2H" 7390 HoO2 + O2

2.5.3. Hidrojen peroksit

Molekiiler oksijenin ¢evresinde bulunan molekiilden iki elektron almasi ya da
stiperoksidin bir elektron almasi sonucunda peroksit meydana gelir. Peroksit molekiilii
iki tane hidrojen molekiilii ile birleserek hidrojen peroksidi (H202) olusturur (36, 37).
H202 aslinda bir serbest radikal molekiilii olmadig halde reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer
ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli rol alir. Siiperoksit ile reaksiyonu sonucu en
reaktif ve zarar verici SOR olan hidroksil radikalini olusturur ve kolaylikla yikilabilir

(36).

O2+e ™ +2H ———> H202

2.5.4. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH) hidrojen peroksidin gecis metalinin varliginda
indirgenmesi sonucu olusur (37). Yarilanma omrii kisadir, son derece reaktif oksijen
radikalidir, olustugu yerde biiyiik hasara yol acar. Yag asitleri ve tiyoller gibi

molekiillerden bir proton kopararak yeni radikallerin olugmasina sebep olur (36).
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Glutatyon ve dogal enzimler yetersiz seviyede ise hidrojen peroksit ve siiperoksit ayri
ayr1 ortamlarda serbest halde olan Fe™® veya Cu*?ile reaksiyonu sonucu en giiglii radikal

olan hidroksil molekiiliinii olusturur (38).

Fenton rekasiyonu (39).

Fe? + H O, ——> Fe™”+HO +OH"

Haber-Weiss reaksiyonu (40).

02 +H,0, =—> 0O + HO+OH"

2.5.5. Singlet Oksijen

Oksijen molekiiliiniin ydriingesinde elektronlardan birinin enerji alarak
yoriingesini degistirmesi ile Singlet oksijen ('O2) olusur. Protein, DNA ve lipitleri
dogrudan okside edebilir. Biyolojik sistemlerce farkli biyomolekiiller ile etkilesime girme

yetenegine sahiptir (41, 42).

2.5.6. Nitrojen Oksitler

Serbest oksijen olan nitrojen oksit (NO) basit bir gazdir. Kii¢iik bir molekiil
olmasi ve lipofilik olma 6zelliginden dolay1 hiicre membranindan kolayca gecebilir. NO

proteinlerin fonksiyonlarinda degisim, hiicre hasarinda hiicrenin korunmasini saglar (43).

2.5.7. Serbest Oksijen Radikali

I/R hasarinda indirgenme reaksiyonlar1 sonucu meydana gelen SOR primer olarak
gorev alir (44). Serbest oksijen radikalleri ile lipit peroksidayonunun doku ve organlarda
meydana getirdigi hasar ve olusan hastaliklarin patogenezindeki rolii etkin sekilde
arastirilmaktadir. Dejeneratif hastaliklar, yaslanma, yanik, akciger hastaliklari, katarakt,
diabet, aterosikleroz gibi hastaliklarin olusumundaki etkisi yapilan bircok caligmada
kanitlanmustir (41). SOR aerobik hiicrelerde normal metabolizmasinin olusmasi disinda;
inflamasyon, radyasyon, I/R, hiperoksi ve bazi ilaglarin alinmas1 ile meydana gelir. SOR

iki farkli kaynagi vardir bunlar;
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Endojen Kaynaklar
e Mitokondriyal elektron transport sistemi
e Mikrozomal elektron transport sistemi
¢ Endoplazmik retikulum ve niikleer Membran elektron transport sistemi
e Siklooksijenaz, ksantin oksidaz, lipooksijenaz
e FEozinofiller, notrofiller, monosit ve makrofajlar
e Endotelyal hiicreler
e Otooksidasyon reaksiyonlari
e Okside glutatyon
Eksojen Kaynaklar
e Ilac oksidasyonlar
e Radyasyon, sigara

e Giines 15181, 151 soku (41, 45, 46).

2.6. Serbest Radikallerin Hiicre Yapisindaki Etkileri

Serbest radikaller dis yoriingesinde bulunan ve paylasilmamis elektron tasiyan
kimyasal iriinlerdir. Olusturduklar1 diizensiz durumdan dolayr meydana gelen enerji
organizmanin temel yapitasi olan protein,lipit, karbonhidrat ve inorganik kimyasallar gibi
cevre molekiiller ile olusan tepkime sonucu olusurlar. Serbest radikaller hiicrenin
membran1 ve niikleik asitlerin yapisinda bulunan anahtar molekdillerdir (35, 47). Serbest
radikaller hiicrede DNA, lipit, hiicre membran1 ve proteinlere saldirarak hiicreyi zarara

ugratirlar.

2.6.1. Proteinlere Etkisi

Proteinlerin serbest radikal hasarin1 etkileme derecesi aminoasitlerinin
kompozisyonuna baglidir. Proteinlerin oksidasyonu 6zellikle tirozin, histidin, fenil alanin
gibi aminoasitlerde karbonil gruplarinin bulunmasidir. Proteinlerin ¢apraz baglama ile
fragmantasyon olusumu vardir. Protein fonksiyonlarinda (kataliz, transport, reseptor)

bozulma ve immiin sistem stimiile edecek antijenik degisiklikler meydana gelebilir (48).

2.6.2. Lipitlere Etkisi

Lipitler hiicre zarlarmin yapisinda doymamis yag asitleri (PUFA) seklinde
bulunur. Lipitler serbest radikallerin olusan etkilerine karsi diger biyomolekiillere

kiyasla. PUFA’larin serbest radikallere maruz kalmas lipit peroksidasyonu ile sonuglanir
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(49). PUFA’lar ve metabolitleri enerjinin saglanmasinda, gen eksprasyonunun
diizenlenmesi ve hiicre i¢i sinyal olusumu gibi 6nemli fizyolojik rolleri vardir. Bu nedenle
lipit peroksidasyonu membran lipit tabakasinda fizyolojik degisiklikler yaparak hiicresel
islev kaybina neden olabilmektedir (50-52). Reaksiyonda olusan ilk asama PUFA’larin
metilen grubunun 'O2 veya HO' radikali ile tepkimeye girmesiyle baslar. Molekiil
icindeki ¢ift bagin yer degistirmesi ile dien konjugatlar1 ve ardindan lipit radikalinin
oksijen radikali ile tepkimeye girmesi lipit peroksil radikali (LOO") olusur. LOO" radikali
hiicre membranindaki diger PUFA’lar1 etkileyerek yeni lipit radikallerinin olugsmasini
saglar. Olusan reaksiyonda ilk olarak PUFA’lardan kopan hidrojen atomlar1 LOO’
radikali ile birleserek lipit hidroperoksitlere (LOOH) doniisiir. Bu sekilde kendini
tekrarlayan otokatalitik reaksiyonlara dontiserek reaksiyon devam eder. Lipit
peroksidasyonu hiicreler i¢in ¢ok zararli olabilen etkiler olusturur (51, 52). Hiicre
membraninda olusan deformasyonlar membranin gegirgenliginin bozulmasina ve hiicre
ici iyon dengesinin bozulmasina ve hiicre membranindaki reseptorlerin, enzimlerin
etkilenmesi ile hiicresel fonksiyonlarda bozulmaya neden olabilir. LOOH hiicrede yikima
ugradiginda ¢ogu aldehitlere déniisiir. Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucunda yine bir aldehit olan malondialdehit (MDA) meydana getirir.
MDA membran komplementlerinde c¢apraz baglanma ve polimerizasyon yaparak;
deformasyon, enzim aktivitesinde ile iyon trasnportunda bozulmaya ve hiicre ylizeyindeki

bilesenlerde agregasyona sebep olarak membran yapisini bozar (52-54).

2.6.3. DNA’ya Etkisi

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’da hasar yaparak
hiicrelerin degisimine ve Oliime neden olurlar. DNA yapisindaki piirin ve pirimidin
bazlarinda pargalanmasi ve yikimi sonucunda DNA’nin denatiirasyonuna sebep olur.
Oksidatif hasarda baz ¢ifti degisimleri gibi yeniden diizenleme ile yapist degismekte ve
mutasyonlar ortaya ¢ikmakta. DNA serbest radikallerden kolay zarar gorebilir ve 6nemli

bir hedeftir (48, 55).

2.7. Antioksidan Sistemler

Antioksidanlar, serbest radikalleri yada serbest radikallerin islevini notralize eden
maddelerdir (56). Antioksidanlar serbest radikal olusturan tepkimeleri sonlandirarak ve
radikal olusumunu sinirlandirmasi ile meydana gelen radikalleri detoksifiye ederek ya da

oksidatif hasara maruz kalmis maddelerin onarilmasini saglayarak etkisini gosterir
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Organizmadalarda meydana gelen anabolik ve katabolik olaylar ile biitiin metabolizmay1
etkileyen ve bir kism1 enzimlerin aktif gruplarinda bulunan, yetersizligi ve yoklugunda
fizyolojik fonksiyonlarin 6nemli derecede azalmasina veya durmasma sebep olan
antioksidan maddelere kars1 ilgiyi artirmis ve bilimsel arastirma konusu olmustur (57,
58). Antioksidanlar dort farkli mekanizma ile radikallere etki eder bunlar;

1- Toplayic1 Etki

Antioksidanlar serbest oksijen radikallerine etki ederek onlar1 tutar yada daha
etkisiz olan bagka bir molekiile ¢evirir. SOR etkisini bu sekilde engellemesi toplayici etki
olarak tanimlanmaktadir. Bu tip etkiyi gosteren antioksidanlar; antioksidan enzimler ve
geraniol 0rnek olarak verilebilir (58-60)

2- Bastiric1 Etki

Antioksidanlar serbest oksijen radikalleri ile etkilesimi sonucu bir hidrojen iyonu
verip aktivitelerini azaltarak yada notr hale doniistiirerek inaktive hale getirir. Bu etkiye,
vitaminler ve flavonoidler sahiptir (58-60).

3- Zincir Reaksiyonlarim1 Kirma Etkisi

Antioksidanlar SOR ile birleserek reaksiyon zincirini kirar ve fonksiyonunu
engeller. Agir metaller, hemoglobin oksidanlar1 kendilerine baglayarak inaktive hale
getirirler (58-60).

4- Onarica Etki

Serbest oksijen radikallerinin sebep oldugu hasara karsi iyilestirici etki gosteren

antioksidanlardir (58-60).

2.7.1. Enzimatik antioksidanlar

Hiicre igerisinde farkli mekanizmalarla olusan radikaller bazi enzimler tarafindan
giderilir bu enzimler dogrudan ya da dolayli olarak serbest radikalleri giderme

mekanizmasinda katkida bulunur bu enzimler asagidaki gibidir;

2.7.2. Siiperoksit Dismutaz

En etkin antioksidanlardandir ii¢ tane izoenzimi vardir bunlar; hiicre i¢ginde Cu-
Zn Siiperoksit Dismutaz (SOD), (SOD-1, sitozolde Mn SOD (SOD-2) ve mitokondride
EC (ekstra seliiler) SOD (SOD-3). Oksijenden ilk olusan reaktif olan siiperoksit anyonu

H202 ve oksijen molekiiliine (O2) doniistiirmektedir (61).
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20,"+2H — " HHO,+ Oz

2.7.3. Katalaz

Katalaz (CAT), 240,000 dalton molekiil agirliginda ve tetrametrik yapiya sahip bir
proteindir. Biitlin aerobik hiicrelerde bulunur. Karaciger, bobrek, ¢izgili kas, miyokart ve
eritrositler katalazin en ¢ok aktive gdsterdigi yerlerdir. Katalaz, %80 peroksizomlarda ve %20

sitozolde mevcuttur (62).

2H0: ¥AT 2H,O+ 02

2.7.4. Glutatyon peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), sitozolik enzim olup yapisinda selenyum atomu
bulundurur. GSH-Px, hidrojen peroksidin suya yikilmasini katalizleyerek etkisiz hale
getirir (63). Bu tepkimeyi gerceklestirirken indirgenmis glutatyonu subsrat olarak kullanir

ve reaksiyon sonucunda oksitlenmis glutatyon (GSSG) ve su molekiilii olusur (64).

H>02+2GSH — H20 + GSSG

2.7.5. Glutatyon Rediiktaz

Hidrojen peroksitin detoksifikasyonu ile okside forma doniismiis olan glutatyonun
tekrardan kullanilmasi i¢cin, NADPH varliginda glutatyon rediiktaz enzimi ile glutatyon
disiilfiti tekrar rediikte glutatyona (GSH) dontistir (64).

2.8. Non — Enzimatik (Enzimatik olmayan) Antioksidanlar

Yapisinda enzim bulunmayan dogal antioksidanlardir, bitki ve hayvan
dokularinda bulunan veya bitkisel ya da hayvansal kaynakli bilesiklerin pisirilmesi yada
islem gormesi sonucunda meydana gelen maddelerdir. Cogu bitkilerde,
mikroorganizmalarda ve bazi hayvansal dokularda bulnur Glutatyon, melatonin,
albumin, miyoglobin, metiyonin, hemoglobin, bilirubin, sistein, iirat, laktoferrin ve

ferritin gibi molekiiller enzim olmayan endojen kaynakli antioksidanlardir (65, 66).
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2.8.1. Glutatyon

GSH, glutamik asit, sistein ve glisinden meydana gelir ve ¢ok Onemli bir
antioksidandir. GSH hiicrede en fazla niiklus mitokondri ve sitozolde bulunur. Hiicre
icinde fazla miktarda indirgenmis olarak bulunur ve glutatyon peroksidazin katalizledigi
reaksiyonda endojen olarak tretilen peroksitlere kars1 okside olup indirger. Glutatyon
rediiktazin katalizlenmesi ile rediikte halde tutulan GSH hiicreyi etkili bir sekilde
koruyabilmektedir. Singlet oksijen ve hidroksil gibi reaktif oksijen tiirlerinin
temizleyicisi olan glutatyon peroksitler ve serbest radikaller ile reaksiyona girip hiicreyi
oksidanlara kars1 korur. Glutatyon enzim ile proteinlerin inaktivasyonunu proteindeki

stilfitril (-SH) gruplar rediikte halde tutarak saglarlar (67, 68).

2.8.2. Vitamini E (a-tokoferol)

Insan viicudunda esansiyel olan antioksidan bir bilesiktir bundan dolay1 disaridan
almmalidir. Hiicre membranin fonksiyonu ve yapisi i¢in 6nemli olan doymamis yag
asitlerinin korunmasinda gorev alir. Zincir kirici olarak goérev alan vitamin E
membranlarda oksijen radikalinin ana temizleyicisidir. Kolay yoldan membran
fosfolipitlerine difiize olarak, bilesikleri doymamis yag asitlerine indirger ve serbest

radikallerin membranlarda olusturabilecegi lipit peroksidasyonunu onler (69, 70).

2.8.3. C Vitamini

C vitamini (askorbik asit) bitkilerde yaygin bulur ve suda ¢oziinen vitamin
grubundandir. Gii¢lii indirgeyici olan C vitamini semihidroaskorbat radikal ara {iriinii
vasitasiyla kolayca dehidroaskorbik aside okside olur. Siiperoksit ve hidroksil radikali ile

kolay reaksiyona girer ve bu radikallerin temizlenmesinde gorev alir (71, 72).

2.9. ila¢ olarak kullanilan ekzojen antioksidanlar

NADPH oksidaz inhibitorleri (lokal anestezikler, adenozin, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antiiflamatuvar ilaglar), Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiiringl,
oksipiirin6l,), Rekombinant siiperoksit dismiitaz, Demir redoks dongiisii inhibitorleri
(desferroksamin) TNF ve IL-1 inhibitorleri. Ekzojen antioksidan ajanlar serbest radikal
hasarini oksijenden kaynakli serbest radikal tiretimini engellemesi ve olusan radikallerin

tutulmas1 endojen antioksidan korunma mekanizmalarini artirmasi ile dnlerler (73).
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2.10. Bobrek Hasar Belirtecleri

Gilinlimiizde bobrek hasarinin  degerlendirilmesinde yeni biyobelirtegler
tanimlanmistir. Bu tlir biyobelirtegler hasarin ilerlemesini yavaglatmak ve potansiyel
olarak iyilestirmek icin Onleyici stratejilerin daha erken uygulanmasinda yardimci

olmaktadir (74).

2.10.1. Nétrofil Jelatinaz ile liskili Lipokalin

Siderokalin veya lipokalin-2 olarakta adlandirilan nétrofil jelatinaz ile iliskili
lipokalin (NGAL), baslangigta insan ndtrofillerinde tanimlanan lipokalin siiper ailesine
ait 25 kDa polipeptididir. Bobrek, trakea, akgiger, mide ve kolonda dahil olmak iizere
cesitli insan epitellerinde eser miktarda bulunur (75, 76). Iskemi veya toksik olaylar
sirasinda organellerden salinan hiicresel kararsiz demiri temizleyerek islevini yapar.
Mevcut demirin azaltilmasi bakteriyel biiyiimeyi inhibe eder ve organ yaralanmasi
sirasinda oksidadif stresi azaltir. Yapilan klinik ve deneysel ¢aligmalarda NGAL, bobrek
hasar1 siiresi ile dogru orantili olarak yiikseldigi gézlenmistir. Deneysel calismalarda
NGAL’nin renal iskeminin baslangicindan sonra en fazla indiiklenen genlerden biri
oldugunu gostermistir iskemi veya toksik bir olay sirasinda erken biyobelirteg olarak

kullanilmast 6nerildi (75-77).

2.10.2. Kidney Injury Marker-1

Insan bobrek hasar molekiili-1 (KIM-1), normal bébrek dokusunda
saptanamayan, ancak iskemik veya toksik hasardan sonra proksimal tiibiil epitel
hiicrelerinde yiiksek seviyede bulunan bir tip I transmembran proteinidir (78). Yapisal
olarak KIM-1, hiicre adhezyon molekiili 1’1 (MAdCAM-1) en ¢ok andiran
immiinoglobulin gen siiper ailesinin bir iiyesidir (79). KIM-1 bdbreklerde iskemi-
reperfiizyon veya nefrotoksik gibi zedelenmeler sonrasinda proksimal tiibiil hasari ile

idrara salinan hassas bir biyobelirte¢ oldugu rapor edilmistir (80, 81).

2.10.3. interlokin-18

Interldkin -18 (IL-18), IL-1 siiper ailesine ait sitokindir (82). IL-18 akut b&brek
hasarinda, immiin sistemde onemli gérev almaktadir. IL-18 inflamasyon mediatdrii olan
ve proinflamatuvar bir sitokindir. Iskemik doku zedelenmesinde artarak nétrofil
kemotaksisinin olusumunu saglar. Yapilan deneysel caligmalarda akut tiibiiler nekroz

olanlarda kaspaz-1 araciligi ile hiicre icinde IL-18 arttig1 gdzlenmistir (83).
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2.11. inkretin

Inkretinler gida alinmasinin ardindan GIS’de 6zel hiicrelerden salgilanan ve
insiilin sekresyonunu uyaran hormonlardir. Ilk kez yirminci yiizyil baslarinda gida
alimimina bagl bazi intestinal faktorlerin saglandigi ve bunlarinda kan sekerini diistirticti
etkisi oldugu yaymlanmistir. Oral yolla alinan glukozun ayni miktarda intravendz olarak
verilen glukoza gore insiilin sekresyonunu daha ¢ok oldugu durum inkretin etki olarak
tanimlannustir (84). Inkretin etkiden sorumlu iki hormon vardir bunlar; GLP-1 ile
GIP‘dir Bu hormonlar besin alinimina yanit olarak barsaktan salinimi olur ve insiilin
sekresyonunu artirir, yart orii 1-2 dakikadir (85). GLP-1 30 amino asitten olusmus ve
kromozom 2 de lokolize olmus peptit yapil1 bir hormondur. Ince barsak L hiicrelerinden
salinimi olur ve insiilin salgisini uyarir, hepatik glukoz salinimini inhibe eder Biyolojik
olarak iki izoformu vardir bunlar; ilk olarak ‘’amidlesmis peptit ©’ olarak adlandirilan
GLP-1 (7-36) amid ve “’glisin saglayici peptit’> GLP-1 (7-37) ‘dir. Sentezlenmeleri ve
salinimi es zamanlidir. GIP 42 amino asitten olusmus ve 17 kromozomda lokalize olmus
peptit yapida olup proksimal ince barsaktaki K hiicrelerinden oral yolla alinan
karbonhidrat ve yag gibi besinlere yanit olarak salgilanir (85-88). Viicudun farkl
bolgelerinde endotel hiicreleri tarafindan iiretilen ve plazmada DPP-4 enzimi salgilanan

inkretinleri katalize eder (89).
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Sekil 2.6. GLP-1 ve GIP’1n etkileri (85).
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GLP-1 ve GIP her iki peptit hormon yapisal olarak farkl fakat iliskili reseptorler
yoluyla etkiledikleri adacik hiicreleri iizerinde ortak eylemleri paylagir. GLP-1 ve GIP’in
organlar lizerindeki etkileri (Sekil 2.6.) sunulmustur (85).

DPP-4’iin bdbrekte, ince barsak, damar endotelyumunda, lenfositlerde,
membranlarda ve plazmada ¢6ziiniir formda bulundugu belirtilmistir (90, 91). DPP-4
inhibitorleri ise glukoz seviyesini dengede tutmak icin salgilanan inkretin hormonlari
parcalayarak inaktif hale getiren DPP-4 adli enzimi inhibe ederek GLP-1 ve GIP
seviyelerinin sistemik dolasimda daha fazla kalmasina saglar bununla birlikte bu
inhibitorler oral antidiyabetik olarak kullanilir ve hastalarda glukoz seviyelerini
diisirmektedir (92-94). D PP-4 enzim inhibitor ailesinin ilk ilaci sitagliptindir Avrupa ve
Amerika’da 2006 yilinda {ilkemizde ise 2008 yilinin sonunda kullanilmaya baslarken,
Sax, 2011 yilinda iilkemizde kullanilmaya baslanilmistir (95). Arastirma ve gelistirme
programlar1 sonucu sitagliptin, vildagliptin, alogliptin, Sax, denagliptin, ASP8497 basta
olmak iizere bir cok DPP-4 enzim inhibitorii gelistirilmistir Ortak etki mekanizmalarina
ragmen, bu ajanlar farkli farmakolojik 6zelliklere doniismeleri,yar1 6miir, sistemik maruz
kalma aktif metabolitlerinin varlig1 ve atilim yollar1 dahil olmak {izere 6nemli farkliliklara
sahiptir. Sax (Onglyza) Sitagliptin( Januvia), vildagliptin (Galvus) ve adli inhibitdrler
lisans aliarak kullanimina baslanmis olup diger ¢ok sayida bilesigin klinik gelistirme
calistirmalarin1  takiben yakin bir gelecekte ila¢ piyasasinda yerini alacagi

beklenilmektedir (89, 96, 97).

2.12. Saksagliptin

Sax, DPP-4 enziminin uzun siireli inhibisyonu i¢in 6zel olarak tasarlanmis segici,
geri dontisiimlii bir DPP-4 enzim inhibitorii olup molekiil formiilii C1sH27N303, kimyasal

yapisi (Sekil 2.7.) ve 333,4 dalton molekiil agirligindadir (10, 98-100).
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Sekil 2.7. Saksaglipti’nin kimyasal yapis1 (100).

Sax faz 3 caligmalar1 tamamlanmus, giinde 1 kez verilen giiclii ve spesifik DPP-4
inhibitoriidiir (diger DPP-4 enzim inhibitorleri ile karsilastirildiginda). Giincel verilerde
Sax aclik ve postprandiyal plazma glukozu ve hemoglobin A‘da 6nemli azalmalar ile
sonuglandigin1 gostermektedir. Sax iyi tolere edilir ve plasebo ile karsilastirildiginda
hipoglisemiyi artirmaz, viicut agirligina etkisi notr’dii. Sax inkretin hormonlarinin
bozulmasini azaltir ve bdylece inkretin hormonlarinin viicutta olan etkileri daha uzun
siirede faydalanmasina olanak saglar. 24 haftaya kadar siiren klinik caligmalar, Sax’in
monoterapide glisemik kontrolii diger oral antidiyabetik maddelere (metformin,
stilfoniliire) gore gelistirdigi ve etki mekanizmasi glikoz bagimlilig1 nedeniyle diisiik

hipoglisemi riski oldugunu gostermistir (10, 100-103).

21



Intake
o GLP-1
o GIP GLP-1 and GIP effect
Degraded increting on [-cells:
| ﬂ"’-‘“‘!ﬁ . nzyn
1

"

- J relesse

Increting

' . o O
_ O Pancreas —
0 9 drepi)
3 o o
Gl tract o 1'.'," . o 00O
¥ GLP-1 affact on
a-calls  g-cedls:
[F —_—ms
- Glueagon [ 1o actons of
* seEcrelion | ncredns ane limik
!I‘.-HIHCHI;I Tey rn
froam the 41 tracy | rpidty dogradad
aillnr @ il I the DPP-4 enaym
Food E.

Saxagliptin Increases and prolongs GLP-1
and GIP effect on B cells:
Beells A Insulin
Q) release
2 o Net effect:
S i Pancreas ot affect:
5 o  Blood glucose
) ” © [®) r5) %~
Gl tract © © o Incretins
~X o Increases and prolongs GLP-1
acells effect on a cells:
L 1 Glucagon

vV secretion

Sekil 2.8. DPP-4 inhibitorlerinin etki mekanizmasi (A), Sax’in etkisi (B) (104).

Sax, giinde bir kez 2.5 veya 5 mg’lik dozlarda tip 2 diabetes Mellitus tedavisinde
kullanilan, oral olarak aktif oldukca etkili, se¢ici ve rekabet¢i bir DD-4 inhibitoriidiir.
DPP-4, bagirsaktan tiiretilmis hormonlarin GLP-1 ve GIP’nin parcalanmasindan
sorumludur (Sekil 2.8.) ve Sax zayif bir P-glukoprotein substratidir ancak P-
glukoproteinin 6nemli bir inhibitorii veya indiikleyicisi degildir (5, 100, 102). Sax ve aktif
metaboliti M2 inkretin hormonlarinin GLP-1 ve GIP polipeptidin inaktivasyonunu
onleyerek glisemik kontrolii gerceklestiren dipeptidil peptidaz-4 inhibitoriidiir (100).
Sax oral yolla alindiktan sonra hizli ve yogun bir sekilde emilimi ve bobrek yoluyla
atilimi gergeklesir. Farmakolojik olarak aktif metaboliti 5-hidroksi saksagliptin olup ana
bilesik olan saksagliptinin yaklasik yaris1 kadar DPP-4 inhibe edici potansiyele sahiptir
(5). Sax, DPP-4’1i bloke etmede diger DPP-4 enzim inhibitorii olan sitagliptinden 10 kat
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daha etkili oldugu ve diger proteazlara gore 4000 kat daha fazla secicilige sahiptir (102).
Sax aktif metaboliti (5-hidroksisaksagliptin), diger DPP-4 enzim inhibitorlerine kiyasla
yiiksek derecede segicilik gdstermekte ve Smg dozu ile plazmada DPP-4 inhibisyonunun
yar1 omrii ~ 27 saattir. Sax, sitokrom P450 (CYP) 3A4 ve 3AS tarafindan metabolize
edilir renal ve hepatik klirens kombinasyonu ile elimine olur Sax’nin farmakokinetigi,
cinsiyet, yas, viicut agirlig1 veya irk ile degisim gdstermez (5, 100, 104). 5-hidroksi
saksagliptin, insan plazma proteinlerine kayda deger oOlclide baglanmaz (105). Bu
nedenle protein baglanmasinin Sax’in farmakokinetigi tizerinde anlamli bir etkisi yoktur
ve c¢esitli hastaliklar durumunda (hepatik bozulma) kan protein seviyelerindeki

degisikliklerin Sax’1n etkinligini degistirmez (5).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Arastirmanin Yapildig1 Merkez

Calisma, Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan
alinan onay vasitastyla (13.04.2017 tarih, 2017/A-28 protokol numarali), Inénii
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim Arastirma Merkezi, Tip Fakiiltesi
Fizyoloji AD ile Histoloji & Embriyoloji AD laboratuvarinda gergeklesti.

3.2. Gruptaki Hayvan Sayilarimin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak hayvanlarin sayisi, hayvanlarin deneye baslama agirlik
ortalamasi 260 gr, standart sapmast 15 gr, %5 sapma, tip 1 hata (o) 0.05 ve tip 2 hata (B)
(Giig=0.80) ve hayvanlar 4 gruba ayrilmasi durumunda her bir grupta en az 10 hayvanin

olmasi gerektigi giic analizi (Power Analiz) ile belirlendi.

3.3. Hayvanlarin Gruplara Atamasi

Deneye baglamadan once hayvanlar tartilarak viicut agirliklar1 kaydedildi.
Belirlenen viicut agirliklarina gére hayvanlarin gruplara atamasi, bilgisayar algoritmasina
dayal1 basit rastgele atama yontemi ile yapildi (MedCalc 12.7.0 for Windows) ve tek
yonlii varyans analizi bulgularina gore gruplar arasinda hayvanlarin agirliklar: agisindan

fark olmadig: tespit edildi (Tablo 3.1; p=0.253).

Tablo 3.1. Gruplarin bilgisayar algoritmasi kullanilarak olusturulmasi.

Gruplar Kontrol ~ I/R Sax 2mg/kg Sax 10mg/kg P
Hayvan sayis1 (n) 10 10 10 10

Ortalama Agirlik (g) 260.81  261.30 258.60 259.40

SD 14.27 16.43 15.76 17.23 0.253
En kiiciik agirlik(g) 235.6 239.2 241.5 237.7

En biiytik agirlik(g) 290.5 293.9 2924 291.1
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3.4. Deney Hayvanlari ve Gruplarinin Olusturulmasi

Bu ¢alismada yaklasik 260 gr agirhginda Spraque-Dawley cinsi toplam 40 adet
erkek sigan kullanildi. Sicanlar 4 gruba ayrildi (n=10). Deney kapsaminda olusturulan
gruplardaki hayvanlara asagida belirtilen islemler uygulandi (Sekil 3.1).

Grup 1: Bu grup kontrol grubu olup, gruptaki siganlara hi¢bir uygulama yapilmadi. 24
saat sonra sicanlar dekapite edilerek analiz edilecek dokular toplandi.

Grup 2: Bu grup I/R grubu olup, iskemiden 1 saat 6nce 1 ml haciminde serum fizyolojik
su (Saksagliptin ¢oziiciisii) siganlara oral gavaj yontemi kullanilarak verildi. Sonrasinda
bu grupta bulunan si¢anlarin her iki bobrek dokusundaki renal arterler klemplenerek 45
dakika siiresince iskemi, ardindan 24 saatlik bir reperfiizyon islemi uygulandi.
Reperfiizyon siiresi sona erdiginde siganlar dekapite edilerek analiz edilecek dokular
toplandi.

Grup 3: Bu grup I/R grubu olup, iskemiden 1 saat dnce 1 ml haciminde 2 mg/kg
konsantrasyona sahip Sax siganlara oral gavaj yontemi kullanilarak verildi. Sonrasinda
bu grupta bulunan sicanlarin her iki bobrek dokusundaki renal arterler klemplenerek 45
dakika siiresince iskemi, ardindan 24 saatlik bir reperfiizyon islemi uygulandi.
Reperfiizyon siiresi sona erdiginde sicanlar dekapite edilerek analiz edilecek dokular
topland.

Grup 4: Bu grup I/R grubu olup, iskemiden 1 saat énce 1 ml haciminde 10 mg/kg
konsantrasyona sahip Sax siganlara oral gavaj yontemi kullanilarak verildi. Sonrasinda
bu grupta bulunan si¢anlarin her iki bobrek dokusundaki renal arterler klemplenerek 45
dakika siiresince iskemi, ardindan 24 saatlik bir reperfiizyon islemi uygulandi.
Reperfiizyon siiresi sona erdiginde siganlar dekapite edilerek analiz edilecek dokular

toplandi.
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45dk iskemi 24 saat  45dk iskemi 24 saat  45dk iskemi 24 saat
Reperfizyon Reperflizyon Reperflizyon

Sekil 3.1. Arastirma plani

3.5. Cerrahi Uygulama

Cerrahi uygulamalardan 1 saat 6nce I/R grubuna 1 ml hacminde SF (Saksagliptin
¢Oziiclisli), uygulama gruplarina ise 2 ve 10 mg/kg konsantrasyonda ve 1 ml hacminde
saksagliptin (Sigma Aldrich, Amerika) oral gavaj yontemiyle uygulandi. Kontrol grubuna
ise herhangi bir uygulama yapilmadi. Tiim si¢anlara (kontrol grubu hari¢) intramiiskiiler
olarak 70 mg/kg ketamin (Richter Pharma AG, Avustralya), 8 mg/kg ksilazin (Alfazyn,
Hollanda) kombinasyonu ile anestezi uygulandi. Siganlarin parmak kistirma yanitlari ve
fizyolojik yanitin izlenmesi sonunda anestezi altina girdikleri belirlendi ve spontan
hareketleri kaybolan siganlarin sirt kisimlari tras yapilarak (Sekil 3.2A) bu bolgeye
bilateral olarak povidon iyodin siiriildii (Sekil 3.2B). Si¢anlarin sirt kismu bistiiri ile
acilarak bobrege ulasildi ve renal artere ulasildi (Sekil 3.2C). Renal artere klemp takildi
(Sekil 3.2D) ardindan 45 dakika siire ile sol renal arteden kan akist durduruldu, renk
degisimi meydana geldi ve aymi islem sag renal artere de yapildi iskemi sirasinda
kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine engel olunmasi i¢in 0.5 ml SF, i.p. olarak verildi
45 dakika iskeminin ardindan klempler acilarak bobrege kan akisi serbest birakildi ve
once periton, sonrasinda deri siitiir ile dikildi. Ardindan povidon iyodin siiriilerek
insizyon alanina pansuman yapildi ve hayvanlar bireysel tekli kafeslere konuldu. 24 saat

reperfiizyon islemi yapildiktan sonra sicanlar dekapite edilerek dokular toplandi.
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Sekil 3.2. Siganlarin trag edilmesi (A), islem yapilacak olan kesi bolgesine povidon iyodin
stiriilmesi (B) kesi islemi yapilarak bobrege ulasilmasi (C), ulasilan bobrege klemp

takilmasi (D).

3.6. Dokularin Toplanmasi

Tiim gruplardaki siganlar anestezi altinda dekapite edildi. Deney sonunda
siganlarin kan ve bobrek dokular1 toplandi. Kan 6rnekleri 3500 rpm’de 10 dk santrifiyj
(Hettich, Almanya) edilerek serumlar1 ayrildi. Serumlar BUN, Kreatin, NGAL, KIM-1,
IL-18 biyokimyasal analizleri yapilincaya kadar derin dondurucuda (-80°C) saklandi.
Alman bobrek dokularindan biri (Sag) histolojik analizlerde kullanilmak tizere %10
formol soliisyonuna birakildi, diger bobrek (sol) ise kuru buzda hemen dondurulduktan
sonra BUN, Kreatin, NGAL, KIM-1, IL-18, CAT, GSH, GPx, MDA ve SOD analizi i¢in

-80 °C ‘de analizler yapilincaya kadar muhafaza edildi.

3.7. Dokularin Biyokimyasal Analize Hazirlanmasi

-80° ‘de muhafaza edilen bobrek dokular1 analiz islemlerinde kullanilmak igin
cikarild1 ve coziilen bobrek dokulari serum fizyolojik (SF) ile yikandiktan sonra her
birinin agirlik degerleri alindi. Homojenizasyon islemi i¢in dokular cam tiiplere
konularak iizerine 2 ml Tris-HCI tampon ¢6zltisi ( Ph= 7,4) eklendi. Bobrek dokulari
16.000 devir/dakika hizla homojenize edildi (IKA,Germany). Elde edilen homojenatin
tizerine 6 ml Tris-HCI eklendi ve vortekslendi. Olusan homojenatin CAT, GSH, GPx
MDA, SOD, o6l¢iimleri icin ependorf tiipline alindi. SOD, GSH, GPx enzim aktivitesi
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Olclimiinii ¢aligsmak i¢in 10 saniye araliklarla sonifike edildi ardindan 3220 rpm’de 4 C°
sicaklikta 30 dakika santrifiij yapilarak siipernatant elde edildi.

3.7.1. Protein Olciimii

Protein dl¢limii, Lowry yontemine gore yapildi (106, 107). Yaptigimiz yontemin
temel prensibi alkali ortamda bakir protein kompleksi olusarak Folin-ciocalteu-phenol
reaktifini rediikte etmesi ve mavi renk olusturmasina dayanir. Folin reaktifi alkali bakir-
protein ¢ozeltisi ilave edip vortekslendi (JEIO TECH) ve bu sayede folin reaktifinde bir

par¢alanmadan indirgenme meydana geldi ve sonuclar pg/ml olarak ifade edildi.

3.7.2. SOD Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

SOD enzim aktivitesi Sun ve arkadaglarinin yaptiklari metoda gore 6l¢iildii (108).
Yaptigimiz metoda gore, ksantin-ksantin oksidaz’in etkisiyle meydana gelen siiper
oksidin nitroblutetrazolium’u (NBT) indirgemesi ile olusur ve olusan siiper oksit radikali
NBTyi rediikte ederek renk degisimi meydana getirir. Olusan renk degisimi 550 nm’de
maksimum absorbans degerini vermektedir. Numuneler 550 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (BioTEK Synergy HTX, Kanada) okutuldu ve olgiilen absorbans
degerleri numunedeki % inhibisyonun degeri bulundu ve Sonuglar U/mg protein olarak

kayit edildi.
% inhibisyon =Ak-An/Ak.100
Ak=Absorbans kor
An=Absorbans numune

3.7.3. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin 6lciimii

CAT enzim aktivitesini Aeb’nin metoduna gore oOlciildii (108). Yaptigimiz
6l¢iimde H202’nin CAT enzimi tarafindan oksijene ve su’ya ayrisarak ultraviole (UV)
spektrofotometrede  absorbansin  azalmasi  olarak  Olgiildii. H202’nin UV
spektrofotometredeki maksimum absorbansi 240 nm dalga boyunda oldugu i¢in dl¢timler

bu dalga boyuna gore yapildi.
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3.7.4. Glutatyon ol¢iimii

Glutatyon 6lgiimde homojenatlar tris hidrokloriirle hazirlandi1 ve homojenatlar %
10’luk trikloro asetik asit soliisyonu ile 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi ve bu
sayede proteinden ayrismis ekstrat elde edildi, olusan proteinsiz ekstrata 0,3 molar
disodyum fosfat soliisyonu eklendi ve ardindan 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoik asit ile
hazirlanmis olan soliisyon ilave edildi. Spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda

okundu ve sonuglar pmol/g doku olarak kayit edild (109).

3.7.5. Malondialdehit Ol¢iimii

Malondialdehit (MDA) dl¢timii Uchiyama ile arkadaslarinin metodu kullanilarak
yapildi (110). Yaptigimiz metod’ta MDA’ nin 95° C’de tiyabarbitiirik asit ile tepkimeye
girmesi ile olusan pembe {iriiniin, N-biitanol fazinda c¢ekilmesi ile siipernatantin

spektrofotometrede 520-535 nm 6l¢iildii ve sonuglar pmol/g doku olarak kayit edildi.

3.7.6. NGAL, KIM-1, IL-18 diizeyinin olciilmesi

Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya A.D. Laboratuvarlar’inda
NGAL, KIM-1, IL-18’e o6zgii satin alinan ticari ELISA Kkitleri (Elabscience) deney
protokolleri kullanilarak yapildi.

3.7.7. BUN ve Kreatinin degerlerinin dl¢iimii

Calisma gruplarindaki Kreatin ve iirenin Olgiilmesi, inonii Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya A.D. Laboratuvarlar’'nda Cobas 1600 tam otomatik

biyokimya otoanalizator (Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) kullanilarak 6l¢iildii.

3.7.8. Hematoksilen ve Eosin Boyama Yontemi

%10 formalin i¢cine konulan bobrek dokular1 parafilme gomiilerek Spm kalinlikta
kesitler halinde kesildi ve Hematoksilen-Eosin (H-E) ile boyandi. Gruplarin bobrek doku
ornekleri Leica DFC280 151k mikroskobu ve Leica Q Win goriintii analiz sistemi (Leica

Micros Imaging Solutions Ltd, Cambridge,UK) kullanilarak incelendi.

3.7.9. Immiinohistokimyasal Boyama Yéntemi

Immiinohistokimyasal analiz i¢in bébrek dokular1 pollisin kapli lamlar iizerine
yerlestirildi ve numuneler sitrat tamponuna (Ph 7.6) aktarildiktan sonra mikrodalga

firinda 20 dk 1sitildi ardindan oda sicakliginda 20 dk sogutulduktan sonra numuneler
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fosfat tampon tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikandi ve sonrasinda numuneler 7 dk boyunca %0.3
H20:2 iginde tutuldu ve PBS ile yikandi. Numuneler birincil tavsan-poliklonal Kaspaz-3
(Boster, PA1302) antikoru ile iki saat boyunca inkiibe edildi ve ardindan PBS ile
durulandiktan sonra 10 dk boyunca biyotinlenmis keg¢i antipolvalent ve 10 dk boyuncada
oda sicakliginda streptavidin peroksidaz ile inkiibe edildi. Boyama 15 dk boyunca
kromojen+substrat ile tamamlandi numuneler, Mayer’in hematoksilin ile 1 dk sonra

musluk suyunda duruland: ve kurutuldu.

3.7.10. istatiksel Analiz

Analizlerde IBM SPSS Statistics 24.0 for Windows paket programi kullanildi.
Nicel veriler ortanca (Ortalama + Standart sapma) ile 6zetlendi. Normal dagilima
uygunluk Shapiro Wilk testi ile incelendi. Nicel degiskenlerin gruplar arasi
karsilastiriimalarinda Kruskal Wallis H kullanildi. Onemli farklilik belirlendiginde ¢oklu
karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile gergeklestirildi. p<0.05

degeri istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Saksagliptin’nin Serum BUN Seviyesi Uzerindeki Etkileri

Gruplarin serum Bun seviyeleri Sekil 4.1°de gosterilmistir. Deney gruplart serum
BUN seviyesi bakimindan karsilastirildiginda, kontrol grubuna gére I/R yapilan grupta
BUN seviyesinin énemli diizeyde artis gosterdigi belirlendi (p<0.05). Ote yandan Sax
uygulanan gruplarda (2 ve 10 mg/kg) serum BUN seviyesinin I/R uygulanan gruptaki
sicanlardan daha az oldugu gorildii (p<0.05).
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Gruplar

Sekil 4. 1. Deney ve uygulama gruplarinin serum BUN diizeyleri. (Verilerin degerlendirilmesi

Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U
testi ile degerlendirildi. Degerler ort. = SS olarak ifade edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkli (*% °p<0.05).
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Serum Kreatin Seviyesi mg/dL

4.2. Saksagliptin’nin Serumda Kreatin Seviyesi Uzerinendeki Etkileri

Gruplarin serum Kreatin seviyeleri Sekil 4.2.’de gdsterilmistir. Deney gruplari
serum Kreatin seviyesi bakimindan karsilastirildiginda, kontrol grubuna gore I/R yapilan
grupta Kreatin seviyesinin dnemli diizeyde artis gosterdigi belirlendi (p<0.05). Diger
yandan Sax uygulanan gruplarda (2 ve 10 mg/kg) serum Kreatin seviyesinin I/R

uygulanan gruptaki siganlardan daha az oldugu goriildii (p<0.05).
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Sekil 4.2. Deney ve uygulama gruplarinin serum Kreatin diizeyleri. (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ort. £ SS olarak ifade edildi. a ve b birbirinden
farkli(**p<0.05).

4.3. Saksagliptin’nin Serum ve Bobrek Dokusundaki NGAL Seviyesi
Uzerindeki Etkileri

Gruplarin serum NGAL seviyeleri Sekil 4.3.’de gosterilmistir. Deney gruplari
serum NGAL seviyesi bakimindan karsilastirildiginda, kontrol grubuna gére I/R yapilan
grupta NGAL seviyesinin dnemli diizeyde artis gosterdigi goriildii (p<0.05). Diger
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Serum NGAL Seviyesi mg/dL

yandan Sax uygulanan gruplarda (2 ve 10 mg/kg) doz bagimsiz olarak serum NGAL
seviyesinin I/R uygulanan gruptaki sicanlardan daha az oldugu gériildii (p<0.05)
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Sekik 4.3. Deney ve uygulama gruplarinin serum ve bdbrek doku NGAL diizeyleri.
(Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu
karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler

ort. + SS olarak ifade edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkli (*>°p<0.05).

Gruplarin bobrek dokudaki NGAL seviyeleri Sekil 4.4.’de gosterilmistir. Deney
gruplar1 serum NGAL seviyesi bakimindan karsilastirildiginda, kontrol grubuna gére I/R
yapilan grupta NGAL seviyesinin énemli diizeyde artis gosterdigi belirlendi (p<0.05).
Diger yandan Sax uygulanan gruplarda (2 ve 10 mg/kg) doz bagimsiz olarak bdbrek
dokudaki NGAL seviyesinin I/R uygulanan gruptaki sicanlardan daha az oldugu goriildii
(p<0.05).
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Bobrek Dokusu NGAL Seviyesi mg/dL
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Sekil 4.4. Deney ve uygulama gruplarinin serum ve bdbrek doku NGAL diizeyleri.
(Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu
karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler

ort. + SS olarak ifade edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkli (*>°p<0.05).

4.4. Saksagliptin’nin Serum ve Bobrek Dokuda KIM-1 Seviyesinin
Uzerindeki Etkileri

Gruplarin serum KIM-1 seviyeleri Sekil 4.5.’de gosterilmistir. Deney gruplari
serum KIM-1 seviyesi bakimindan karsilastirildiginda, kontrol grubuna gére I/R yapilan
grupta KIM-1 seviyesinin 6nemli diizeyde artis gosterdigi belirlendi (p<0.05). Diger
yandan Sax uygulanan gruplarda (2 ve 10 mg/kg) doz bagimsiz olarak serum KIM-1
seviyesinin I/R uygulanan gruptaki sicanlardan daha az oldugu gézlendi (p<0.05).
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Serum KIM-1 Seviyesi ng/dL
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Sekil 4.5. Deney ve uygulama gruplarinin serum ve KIM-1 diizeyleri. (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ort. + SS olarak
ifade edildi. a, b birbirinden farkl1 (**p<0.05).

Gruplarin bobrek dokudaki KIM-1 seviyeleri Sekil 4.6.’de gosterilmistir. Deney
gruplar1 bobre dokudaki KIM-1 seviyesi bakimindan karsilagtirildiginda, kontrol grubuna
gore I/R yapilan grupta KIM-1 seviyesinin énemli diizeyde artis gdsterdigi belirlendi
(p<0.05). Diger yandan Sax uygulanan gruplarda (2 ve 10 mg/kg) doz bagimsiz olarak
bobrek dokudaki KIM-1 seviyesinin I/R uygulanan gruptaki sicanlardan daha az oldugu
goriildi (p<0.05).
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Bobrek Dokusu KIM-1 Seviyesi ng/dL
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Sekil 4.6. Deney ve uygulama gruplarinin bébrek doku KIM-1 diizeyleri. (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ort. + SS olarak
ifade edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkli (*>°p<0.05).

4.5. Saksagliptin’nin Serum ve Bébrek Dokuda IL-18 Seviyesi Uzerindeki
Etkileri

Gruplarin serum IL-18 seviyeleri Sekil 4.7.’de gosterilmistir. Deney gruplari
serum IL-18 seviyesi bakimindan karsilastirildiginda, kontrol grubuna gore I/R yapilan
grupta IL-18 seviyesinde belirgin bir artig gosterdigi belirlendi (p<0.05). Diger yandan
kontrol ve Sax uygulanan gruplarda (2 ve 10 mg/kg) doz bagimsiz olarak serum IL-18

seviyesinin I/R uygulanan gruptaki sicanlardan daha az oldugu goriildii (p<0.05).
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Serum IL-18 Seviyesi mg/dL
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Sekil 4.7. Deney ve uygulama gruplarmin serum IL-18 diizeyleri. (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ort. + SS olarak
ifade edildi. a, b birbirinden farkli (*°p<0.05).

Gruplarin bobrek dokudaki IL-18 seviyeleri Sekil 4.8.’de gosterilmistir. Deney
gruplart bobrek dokudaki IL-18 seviyesi bakimindan karsilastirildiginda, kontrol grubuna
gore I/R yapilan grupta IL-18 seviyesinin onemli diizeyde artis gosterdigi belirlendi
(p<0.05). Diger yandan Sax uygulanan gruplarda (2 ve 10 mg/kg) doz bagimsiz olarak
bobrek dokudaki IL-18 seviyesinin I/R uygulanan gruptaki sicanlardan daha az oldugu
goriildi (p<0.05).
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Sekil 4.8. Deney ve uygulama gruplarinin bobrek doku IL-18 diizeyleri. (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ort. + SS olarak
ifade edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkli ( **p<0.05).

4.6. Saksagliptin’nin Bobrek Dokusunda SOD Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkileri

Gruplarin bobrek dokudaki SOD enzim aktivitesi Sekil 4.9.’de gosterilmistir.
Deney gruplar1 bobrek dokudaki SOD enzim aktivitesi bakimindan karsilastirildiginda,
kontrol grubuna gére I/R yapilan grupta SOD enzim aktivitesi dnemli diizeyde azalma
gosterdigi belirlendi (p<0.05). Diger yandan Sax uygulanan gruplarda (2 ve 10 mg/kg)
doz bagimsiz olarak bobrek dokudaki SOD enzim aktivitesi I/R uygulanan gruptaki
sicanlardan daha yiiksek oldugu goriildii (p<0.05).
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Sekil 4.9. Deney ve uygulama gruplarinin SOD enzim aktivitesi. (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ort. + SS olarak
ifade edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkli (*>°p<0.05).

4.7. Saksagliptin’nin Bobrek Dokusunda CAT Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkileri

Gruplarin bobrek dokudaki CAT enzim aktivitesi Sekil 4.10.’de gdsterilmistir.
Deney gruplar1 bobrek dokudaki CAT enzim aktivitesi bakimindan karsilagtirildiginda,
kontrol grubuna gore I/R yapilan grupta CAT enzim aktivitesi énemli diizeyde azalma
gosterdigi belirlendi (p<0.05). Diger yandan Sax uygulanan gruplarda (2 ve 10 mg/kg)
doz bagimsiz olarak bobrek dokudaki CAT enzim aktivitesi I/R uygulanan gruptaki
sicanlara gore yliksek oldugu belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.10. Deney ve uygulama gruplarinin CAT enzim aktivitesi. (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ort. + SS olarak

ifade edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkli ( **>p<0.05).

4.8. Saksagliptin’nin Bébrek Dokusunda GPx Enzim Aktivitesi Uzerindeki
Etkileri

Gruplarin bobrek dokudaki GPx enzim aktivitesi Sekil 4.11.’de gdsterilmistir.
Deney gruplart bobrek dokudaki GPx enzim aktivitesi bakimindan karsilastirildiginda,
kontrol grubuna gére I/R yapilan grupta GPx enzim aktivitesinde azalma gosterdigi
belirlendi (p<0.05). Diger yandan Sax uygulanan gruplarda (2 ve 10 mg/kg) doz bagimsiz
olarak bobrek dokudaki GPx enzim aktivitesi I/R uygulanan gruptaki siganlara gore

yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.11. Deney ve uygulama gruplarmin GPx enzim aktivitesi. (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ort. + SS olarak
ifade edildi. a, b birbirinden farkli (*°p<0.05).

4.9. Saksagliptin’nin Bébrek Dokusunda MDA Seviyesi Uzerindeki Etkileri

Gruplarin bobrek dokudaki MDA enzim aktivitesi Sekil 4.12.’de gosterilmistir.
Deney gruplar1 bobrek dokudaki MDA enzim aktivitesi bakimindan karsilastirildiginda,
kontrol grubuna gére I/R yapilan grupta MDA enzim aktivitesinde belirgin bir artis
oldugu belirlendi (p<0.05). Diger yandan Sax uygulanan gruplarda (2 ve 10 mg/kg) doz
bagimsiz olarak bobrek dokudaki MDA enzim aktivitesi I/R uygulanan gruptaki siganlara

gore azaldigi gozlendi (p<0.05).
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Sekil 4.12. Deney ve uygulama gruplarinin MDA seviyeleri. (Verilerin degerlendirilmesi
Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ort. = SS olarak ifade edildi. a, b ve ¢
birbirinden farkli ( #>°p<0.05).

4.10. Saksagliptin’nin Bébrek Dokusunda GSH Seviyesi Uzerindeki Etkileri

Gruplarin bobrek dokudaki GSH enzim aktivitesi Sekil 4.13.’de gosterilmistir.
Deney gruplar1 bobrek dokudaki GSH enzim aktivitesi bakimindan karsilastirildiginda,
kontrol grubuna gore I/R yapilan grupta GSH enzim aktivitesinde belirgin bir azalma
oldugu belirlendi (p<0.05). Diger yandan Sax uygulanan gruplarda (2 ve 10 mg/kg) doz
bagimsiz olarak bobrek dokudaki GSH enzim aktivitesi I/R uygulanan gruptaki siganlara
gore arttig1 gézlendi (p<0.05).
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Sekil 4.13. Deney ve uygulama gruplarinin GSH seviyeleri. (Verilerin degerlendirilmesi
Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ort. + SS olarak ifade edildi. a, b ve ¢
birbirinden farkli (**<p<0. 05).

4.11. Hemotoksilen-Eozin Histolojik Degerlendirme Sonug¢lari

Kontrol grubu bobrek doku kesitlerinden elde edilen goriinti sekil 4.14° te
sunulmustur. Yapilan histolojik degerlendirme de kontrol grubu bdébrek dokularinda
herhangi bir inflamasyonun olmadigi, fircamsi kenarlarin, tiibiil ve glomeriil yapilarinin

normal yapida oldugu goriildii.
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Sekil 4.14. Kontrol grubu bobrek dokusuna ait histolojik goriiniisii H-E; X40

I/R grubunun bébrek doku kesit goriiniimii Sekil 4.15°de gosterilmistir. Sekil
4.15’¢ ait bobrek doku kesiti incelendiginde tiibiiler liimende kanamalarin oldugu (Sekil
4.15A-D) ve inflamatuar hiicre infilrasyonunun (OK) yogun oldugu (B), hidropik
dejenerasyonun oldugu (Sekil 4.15C-F), tiibiillerde epitel atrofilerin meydana geldigi ve
hiicrede deskuamasyonu’nun olustugu (Sekil 4.15D-E-F), tiibiiler epitel hiicrelerinin
vakuolizasyonun meydana geldigi, tlibliler liimende atmalar olustugu ve genel
morfolojisinin bozuldugu gozlendi (Sekil 4.15E-F).
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Sekil 4.15. I/R grubu bobrek dokusuna ait histolojik goriiniisii A, B, C: H-E; X20,
D, E, F: H-E; X40.

[/R+Sax 2mg/kg doz uygulanan grubun bobrek dokusunun H-E boyama. Sekil
4.16’da verilmistir. Bobrek doku kesiti incelendiginde histopatolojik hasarin azaldigi,
hiicre infiltrasyonunun kismi olarak gozlendigi, tiibiiller ve glomeriilus arasinda kiiclik

kanamalarin oldugu belirlendi (Sekil 4.16A-C).
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Sekil 4.16. I/ R + 2 mg/kg Sax grubunun bobrek dokusuna ait histolojik goriiniisii
A, B, H-E; X20, C: 'H-E; X40.

[/R+Sax 10mg/kg doz uygulanan grubun bébrek dokusunun H-E boyama. Sekil
4.17°de verilmistir. Bobrek doku kesitinin incelenmesi sonucunda histopatolojik hasarin
biiyiik 6l¢iide korundugu, tiibiillerin ve glomeriilusun morfolojik goriiniimiiniin iyilestigi

belirlendi (Sekil 4.17A-C).
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Sekil 4.17. I/ R + 2 mg/kg Sax grubunun bébrek dokusuna ait histolojik goriiniisii.
A, B, H-E; X20, C: H-E; X40.

4.12. immiinohistokimyasal Degerlendirme Sonuclar

Dokularda immiinohistokimyasal olarak kaspaz-3 boyamas:t Sekil 4.18’de
verilmistir. Kontrol grubunda pozitif boyanmis kaspaz-3 hiicreleri gozlenmedi. I/R
yapilan grupta kaspaz-3 pozitif boyanan hiicrelerin yogun oldugu (B) ve I/R+Sax2 mg/kg
ve I/R+Sax10mg/kg doz uygulanan gruplarda ise kaspaz-3 boyanmas sonucu kaspaz-3
pozitif boyanmus hiicreler I/R grubuna gére az oldugu ve I/R+Sax10mg/kg doz uygulanan

gruplarda kaspaz-3 pozitif boyanan hiicrelerin 6nemli derecede azaldigi gozlendi (D).
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Iskemi/Reperfiizyon(I/R)

Sekil 4.18. Tiim gruplarda kaspaz-3 immiin boyama prosediirii. Kontrol (A), I/R (B),
Sax 2mg/kg (C) ve Sax 10 mg/kg gruplardaki immiin boyama gortintiileri.

4.13. Histolojik Hasar Sonug¢

Gruplarn histolojik hasar sonuglar1 Tablo 4.1°de verilmistir. Histopatolojik olarak
olusan hasarlardan; tiibiiler liimenin dilatasyonu, hiicre infiltrasyonu, tiibiiler ve
glomeriiler arasindaki kanama, epitel atrofilerin olusmasi gibi hasarlarin incelendiginde
kontrol grubuna gére I/R yapilan grupta yiiksek seviyede oldugu ve I/R+Sax2 mg/kg doz
uygulanan grupta olusan hasarin kismi olarak azaldigi ama en belirgin azalmanin ve

[/R+Sax10 mg/kg doz uygulanan grupta meydana geldigi belirlendi.
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Tablo 4.1. Histolojik Hasar. Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi
kullanilarak yapildi. Degerler orttss olarak ifade edildi, a, b, ¢ ve d
birbirinden farkly;( **<4p<0.05)

Gruplar Histolojik Hasar (Ort + SS)
Kontrol 0,48 £0,08%
/R 1,85+0,11°
[/R+Sak2mg/kg 1,63 +0,12°¢
[/R+Sak10 mg/kg 1,43+ 0,09 ¢
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5. TARTISMA

Iskemi (kan akisinin kesilmesi), ardindan reperfiizyon ile (kan akismnin yeniden
kurulmasi) organ ve dokularda karakteristik hasara sebep olur (111). iskemi normal
fizyolojik islevi siirdiirmek i¢cin doku ve organ tarafindan ihtiya¢ duyulan siirekli oksijen
ihtiyacini tehlikeye atar. Iskemik hiicre 6liimiinii Snlemek icin hizli bir sekilde oksijenli
kanin (reperfiizyon) geri dontisii gerekmektedir. Bununla birlikte reperfiizyonun
kendiside oksijenin geri doniisii ile iliskili olan “reperfliizyon hasari’’olarak bilinen
hiicresel yaralanma ve 6liime yol agar (112, 113). Dolayisiyla, iskemik yaralanma oksijen
eksikligi (hipoksi) ile olurken, reperfiizyon hasari oksijenin geri doniisii ile iliskilidir
(114, 115) ve bununla birlikte I/R hasar1 hayati tehlike olusturan birgok hastalik ve
hastalik ile iligkili organ doku fonksiyon bozukluguna neden olur. Bobrek kan
akimindaki azalma veya kesilme ve sonradan olusan reperfiizyon ile birlikte ¢esitli
derecelerde doku hasar1 olusturmaktadir (116). Sepsis, sok, hipotansiyon (117) bazi
bobrek ameliyatlari, bobrek tasi ile ilgili cerrahi islemler, parsiyel nefrektomi, bobrek
nakli ve renal arter revaskiilarizasyonu ya da kardiyotorasik cerrahi (118, 119) bdbrek
iskemisine neden olabilir ve bu durumlar hasar siirecini baslatir ve mitokondrilerde enerji
liretimi azalmaya baslar. Bu nedenle hiicre zar1 gecirgenliginin artmasi nedeniyle hiicresel
iyon dengesi bozulur, proteaz ve fosfolipaz aktivitesi artar. Uzun iskemi siiresine bagh
olarak, nekrotik bir hiicre 6liim sekli meydana gelebilir (120). Reperfiizyon sirasinda
saglanan molekiiler oksijen elektron alicis1 olarak tiiketilir ve iki sliperoksit anyonun
olusumunda kullanilir, hidrojenperoksit ve hidroksil radikallerinin iskemi/reperfiizyon
tarafindan indiiklenmis ger¢ek hasara neden oldugu diisiiniilmektedir (121). Bobrek
iskemi/reperfiizyon hasari, birbiriyle baglantili olan hiicre i¢i hasar1 ve enflamatuar
reaksiyonlar meydana getirir (120). Aslinda klinik ve deneysel ¢alismalar I/R hasarimnin
ROS araciligtyla meydana geldigini gostermektedir (122, 123). Reperfiizyon sonucu
dokuya oksijen verildiginde ve doku detoksifikasyon kapasitesi ROS olusumu igin
yetersiz kaldiginda ROS aracilikli hiicre hasar1 meydana geldigi kanitlanmistir (124).
Bundan dolay1 hiicre oksidasyonu, protein ve zar lipit peroksidasyonu hiicre 6limii ve
DNA ¢ift sarmal yapisinin bozulmasina neden olur (125, 126). Benzer sekilde,
reperfiizyon siiresi enflamatuar yaniti baglatir ve geri doniisiimsiiz doku hasari

gerceklestirir (125).
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Doku hasarinin tetiklemesi ile gelisen biyokimyasal olaylarda antioksidan sistem
yetersiz kalmaktadir. Iskemik dokuda oksidanlara bagli olarak iskemi siiresince
glutatyon miktariin azaldigi ve SOD, CAT ve GPx gibi enzimlerin inaktivasyonunun
hizlandig1 ve buna bagh olarak hiicrelerin reperfiizyon sirasinda hizla olusan oksijen
radikallerinin etkisine daha duyarli hale geldigi bilinmektedir (127). Tiim bunlarin
disinda akut bobrek hasarina bagl olarak KIM-1 ve NGAL gibi molekiillerin hasar
belirteci olarak bobrek dokusundan salgilandigi da bilinmektedir (128). Bobrek iskemi
hasarini azaltilmasi agisindan bir¢ok farmokolojik miicadele arastirilmistir, bunlarin gogu
I/R yaralanmasim azaltmak ve bbrek fonksiyonlarini iyilestirmek amaciyla klinik olarak
degerlendirilmesine ragmen, hi¢biri 6nemli 6l¢iide hasar1 tam anlamiyla azaltamamistir
(129, 130). Mevcut arastirmalar serbest radikal hasarini inhibe ederek bébrek I/R hasarini
tyilestirmeye yonelik farmakolojik ajanlara odaklanmistir. Sax DPP-4 enzim inhibitor
ailesinin yeni bir liyesi olup, antidiyabetik etkileri kanitlanmis ve klinik kullanim1 giderek
yayginlagan bir ilactir (5). Sax etkisini DPP-4 enzimini inhibe ederek gostermektedir.
DPP-4 ise GLP-1 ve GIP’in inhibisyonuna neden olmaktadir (5). Tip2 diyabet tedavisinde
DPP-4’lin Sax tarafindan inhibe edilmesi, GLP-1 ve GIP’in daha uzun siireli etkili
olmasini saglamakta ve uzun siireli bu etki insiilin salgisinda artis ile sonu¢lanmaktadir.
Boylece artmis insiilin salgisi, kan glukoz homeastazisinin yeniden kurulmasini
saglamaktadir (5, 131, 132). GLP-1 reseptdr mimetiklerinin I/R hasarina kars1 koruyucu
olabilecegi rapor edilmistir. GLP-1 ve Sax hakkindaki mevcut literatiirde, bobrek I/R
hasari iizerine etkileri hakkindaki bilgiler olduk¢a sinirlidir. Vaghasiya ve ark. tarafindan
sitagliptinin (DPP-4 enzim inhibitdrii) diyabetik sicanlarda bobrek hasarinin indiikledigi
bobrek I/R hasarini iyilestirdigi gosterilmistir (133). Buna ragmen ayn1 makalede, bobrek
I/R hasarina kars1 sitagliptin etkisi diyabetik olmayan si¢anlarda arastirilmamistir. Wang
ve ark. DPP-4 inhibitoriiniin bobrek tiibiiler hiicreleri tizerinde indoksil siilfatin toksik
etkisini zayiflattigini bildirmislerdir (134). Joo ve ark. DPP-4 inhibit6riiniin siganlardaki
bobrek hasarini zayiflattigini bildirmislerdir (135). DPP-4 inhibitoriiniin si¢anlardaki
bobrek hasarimi zayiflattigini bildirmislerdir 2015 yilinda Nuransoy ve ark. yaptiklari
calismada erkek sicanlar 60 dakika renal iskemi ve 24 saat reperfiizyon hasari olusturulan
siganlara DPP-4 inhibitorii olan Sitagliptin uygulamasinin oksidatif stres ve tiibiiler hasari
azalttig1, antioksidan enzimleri artirdig1 ve sitagliptinin I/R’dan kaynakli hasarma kars1

koruyucu bir etki gdsterdigi rapor edilmistir (136).
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2013 yilinda Chen Yen-Ta ve ark. yaptiklar1 calismada erkek sicanlara 60 dakika
bilateral olarak iskemi uygulayip 3 giin sitagliptin uygulamasinin sonucunda serum
kreatin seviyesinin, tiibliler hasari, apoptosis, oksidadif stresi azaldigi uygulana
sitagliptinin bobregi I/R hasarindan etkili bir sekilde korudugu belirtmislerdir (137). Bir
baska DPP-4 inhibitorii olan vildagliptin ile yapilan ¢caligmada; Glorie ve ark. yaptiklar
calismada 30 dakika iskemi 24 saat iskeminin ardindan tiibiiler hasar, inflamasyonda,
oksidatif stres ve serum kreatin seviyasinde, azalma oldugu goézlenmistir (9). Ancak
mevcut literatiir bilgilerine gére bdbrek I/R hasari {izerine saksagliptinin etkisi
arastirilmamustir. Bu ¢alismada sicanlarin bébrek dokularda I/R (45 dakika iskemi, 24
saat reperfiizyon) hasari olusturuldu yapilan deneysel calismalarda bobrekteki I/R
hasarindaki doku ve serum analizlerinde hasarin en erken 4 saatte olustugu ve en yiiksek
seviyeye 24 saatte meydana geldigi literatiir calismalarinda rapor edilmistir (138). Bizim
calismamizda, bobrek dokularinda bébrek /R MDA’da, KIM-I, NGAL, IL-18
seviyelerinde artisa ve SOD, CAT, GPx aktivitesi ile GSH seviyelerinde azalmaya neden
oldugunu tespit ettik (p<0.05). Serum dokusunda ise bobrek dokusunda oldugu gibi KIM-
1, NGAL, IL-18 ile Bun ve Kreatinin arttig1 goriildii (p<0.05). Bu bulgular mevcut
litertiirle drtiismekte ve I/R hasarmn bir sonucu olarak ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. Bu
durum deneysel bdbrek I/R modellinin siganlarda basaril bir sekilde gergeklestirildiginin
bir kanit1 olarak da degerlendirmek miimkiindiir. Bununla birlikte, 2 ve 10 mg/kg oral
uygulanan Sax’m I/R grupta bébrek dokusunda MDA seviyesini azaltirken ve SOD,
CAT, GPx aktivitesi ile GSH seviyesini arttirdigi belirlendi. Ote yandan Sax
uygulamasinin serumda BUN, Kreatin, KIM-1, NGAL ve IL-18 seviyesini azalttig1 tespit
edildi. I/R hasarinin en O6nemli sonucu lipit peroksidasyonudur. Béylece lipit
peroksidasyonu, serbest radikallerin kaynagina bakilmaksizin oksidatif stresin ana
yolagidir. MDA lipit peroksidasyonunun ana Triiniidiir ve hiicre lipit hasarimni
goriintiilemek i¢in kullanilir (139). Muhtemelen bu yolagi bloklayan ROS aracilikli
bobrek hasarmin engellemesi etkili bir yoldur (140). SOD, GSH ve CAT ve GPx
antioksidan enzimleri, ROS aktivitesini engelleyen savunma mekanizmasidir. Ne yazik
ki bobrek I/R hasarinda antioksidan enzim seviyesi diismektedir (141, 142). Bir diger
onemli biyokimyasal bulgumuz KIM-1, NGAL ve IL-18 seviyesinin Sax uygulamasina
bagli olarak azalmasidir. NGAL proksimal tiibiil hiicrelerinde meydana gelen
biyobelirtegdir (75, 143). Mishra ve ark. yaptiklari calismada 30 dakikalik ¢ift tarafli renal
I/R maruz birakilan fare modelinde, NGAL’1n iskemiyi takip eden 2 saat icerisinde

idrarda kolayca tespit edildigi tespit etmislerdir. Bu nedenle NGAL’in iskemik bdbrek
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hasar sonrasinda hassas bir belirte¢ oldugu ve bobrek iskemisinin dozu ve siiresi ile iliskili
oldugu belirlenmistir. Ote yandan KIM-1"in sicandaki bdbrek hasarmin olaganiistii bir
gostergesi oldugu, bircok patofizyolojik durumda veya toksik maddelere yanit olarak
proksimal tiibiildeki histopatolojik degisikliklerin ongoriiciileri olarak, kan {ire ve serum
kreatinine gore daha onemli bir belirleyici oldugu rapor edilmistir (143, 144). Yapilan
calismalarda hayvan modellerinde KIM-1 ekspresyonunun bdbrekteki I/R ve nefrotoksik
yaralanmay1 takiben proksimal tiibiillerde lokalize oldugu ileri siiriilmiistiir (145). KIM-
1 normal yetiskin sigan bobreklerinde, diisiik ve saptanamayan diizeyde ekspre edildigi,
ancak iskemi sonrasi bdbreklerde c¢arpici sekilde ekspre edildigi gosterilmistir (79).
Idrardaki KIM-1 seviyesinin doku KIM-1 seviyesi ile yakindan iliskili oldugu ve bobrek
dokusu hasart ile iliskili oldugu da ayrica dogrulanmistir (146). Tiim bunlarin disinda IL-
18’in bobrek tiibiiler hiicreleri ve makrofajlar tarafindan iiretilip, apopitoz, I/R
enfeksiyon, otoimmiin kosullar olmak tizere ¢esitli bobrek hastaliklarinda aktif bir rol
oynadigi bilimektedir (147). Olusan iskemi sonrasi artan IL-18 seviyesi sasirtict olmayip
Sax makrofajlar tizerinde baskilayici bir etki meydana getirdiginin ilk sinyallerini ortaya
koymaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen biyokimyasal bulgularimizin mevcut
literatiirde yer alan farkli renal iskemi modelleri ve farkli DPP-4 enzim inhibitorii
uygulamalari ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Calismamizda tiim bunlarin disinda sican
bobrekleri histolojik hasar acisindan histopatolojik olarak degerlendirildi. Bir cok ¢calisma
gosterdi ki bobrek I/R hasari, mikrovaskiiler hasara ve bozulmus renal vaskiiler
reaktiviteye baglt bobrek kan akimi degisikliklerine, inflamatuar hiicrelerin
infiltrasyonuna, tlibiiler epitel hiicrelerin hasarina, glomeruler hasara, apoptoza ve fibroza
neden olmaktadir (148). Bu ¢aligmada, Sax ile tedavi edilen gruplarda bu histolojik hasar

bakimindan kayda deger iyilesme oldugu gosterilmistir.

Sonug olarak uyumlu biyokimyasal ve histopatolojik sonuglarimiz, Sax’in I/R’nu
indiikledigi bobrek hasarina karsi serbest radikal temizleyici etkisiyle koruyucu etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Sonuglarimiz bdbrek I/R hasarinda daha énce DPP-4
inhibitoriiniin kullanilmasin1 antiapoptotik ve antioksidan 6zellikler agisindan gerekli
goren GLP-1den bahseden ¢aligmalarla uygunluk gostermektedir. Bu calismada I/R
hasarinin indiikledigi bobrek hasarinda diger mekanik detaylari ayirt etmek igin 6zellikle
Sax antioksidan dzelliklerine odaklandik. Yine de bu bulgular ile I/R hasari tedavisinde
klinik uygulamalara gecilmeden dnce gelecekte yapilacak deneysel ve klinik ¢aligmalarin

bu bulgular1 dogrulamasi gerekmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Tez arastirmasinda bir DPP-4 enzim inhibitorii olan Sax’in kan glukoz
homeostazisinin diizenlenmesi iizerindeki etkilerinden bagimsiz deneysel olarak sicanlarda
olusturulan bdbrek I/R hasarinda koruyucu rol iistlendigi, histolojik ve biyokimyasal
analizler sonucunda belirlendi. Sax’imn bobrek dokusu iizerindeki bu koruyucu etkileri
mevcut literatiirde yer almamakla birlikte bulgularimiz bu alanda ilk olma 6zelligindedir.
I/R hasarmi dnlemeye ydnelik umut verici birgok farmakolojik ajan ile deneysel calisma
yapilmis olsa da, bu yeni miidahale ajanlarinin klinikte kargilik bulabilmesi i¢in diger doku
ve organlar iizerindeki etkilerinin de arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Sax’in I/R bagh
olarak bobrek dokusunda meydana getirdigi koruyucu etkileri hangi fizyolojik/
patofizyolojik mekanizmalar {izerinden gergeklestirdigi heniiz bilinmemektedir. Ozellikle
mekanizmanin ileriki ¢aligmalar ile aydinlatilmasi hastaligin tedavisine yeni bir yaklagim
kazandirmis olacaktir. Bu nedenle tedavi edici yaklagimlart degerlendirmek ve bobrek
hasarina kars1 korumada potansiyel bir tedavi secenegi olarak karsimiza c¢ikan Sax’in
antioksidan, antiiflamatuar oOzelliklere sahip potansiyel etkilerini daha kapsamh

degerlendirmek biiyiik 6nem tasimaktadir.
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