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OZET

DPP-4 INHIBITORU ANTIDIYABETIK VILDAGLIPTIN iLE
SITAGLIPTININ GENOTOKSISITE VE SITOTOKSISITE ACISINDAN
ARASTIRILMASI

Amac: Bu c¢alisma ile tip 2 diyabetin tedavisinde kullanilan vildagliptin ve
sitagliptin etken maddeleri ile metabolitlerinin in vitro kiiltiir sartlarindaki genotoksisite
ve sitotoksisitesinin arastirilmasi amaclanmistir.

Materyal ve Metot: 2 kadin ve 2 erkek saglikli goniilliiden kan alinarak tam
kan kiltiirleri yapildi. Kromozom anomalilerini, mikroniikleus ve kardes kromatid
degisimlerini degerlendirmek i¢in hiicre kiiltiirii yapilarak kromozom anormallikleri,
mikroniikleus ve kardes kromatid degisim yontemleri uygulandi. Hiicre kiiltiirleri,
vildagliptinin 125 pg/ml, 250 pg/ml ve 500 pg/ml’lik konsantrasyonlari ile sitagliptinin
250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 png/ml’lik konsantrasyonlari ile muamele edilerek bu iki
ilaca 24 saat ve 48 saat siire ile maruz birakildi. Ayrica, aymi ilag dozlari ekzojen
metabolik aktivator ile muamele edilerek metabolitlerin de etkileri degerlendirildi.
Calisma sonunda iki ilacin ve metabolitlerinin genotoksik ve sitotoksik o6zellikleri
belirlendi ve karsilastirildi.

Bulgular: Vildagliptinin doz artigina paralel olarak mitotik indeks iizerinde
zay1f sitotoksik etki gosterdigi saptandi. Sitagliptinin de doz artisina bagli mitotik
indeks, niikleer boliinme indeksi ve proliferasyon indeksi tizerinde sitotoksik ve
sitostatik etki gosterdigi belirlendi. Iki etken maddenin ve metabolitlerinin de
genotoksik etkinin 6nemli belirtegleri olan kromozom anormallikleri, mikroniikleus ve
kardes kromatid olusturma konusunda etkili olmadig: anlasildi.

Sonug¢: Vildagliptin ve sitagliptinin insan periferal lenfositleri tizerinde
sitotoksik ve sitostatik etkilere sahip olmalari, bu ilaglarin hiicre ¢ogalmasini baskilayici
ozellikte olduklarin1 ortaya koymustur. Sitagliptinin daha fazla etkiye sahip olmasiyla
birlikte, iki ilacin da sahip olduklar1 bu potansiyel, onlarin tip 2 diyabet tedavisinin yani
sira antiproliferatif ve antikansorejen ajan olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Genotoksisite; sitotoksisite; sitagliptin; vildagliptin

Ceren, BORCEK KASURKA, (Doktora Tezi)

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Temmuz-2017



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CYTOTOXICITY AND GENOTOXICITY OF
VILDAGLIPTIN AND SITAGLIPTIN AS DPP-4 INHIBITOR ANTIDIABETIC
DRUGS

Aim: In this study, it is aimed to investigate genotoxicity and cytotoxicity of
vildagliptin and sitagliptin active ingredients and their metabolites, used in the treatment
of type 2 diabetes in in vitro culture conditions.

Material and Method: Whole blood cultures were established with two male
and two female healthy volunteers' blood. To assess chromosomal anomalies,
micronuclei and sister chromatid exchanges, chromosomal anomaly, micronucleus and
sister chromatid exchange methods were applied. Concentrations of vildagliptin at 125
pg/ml, 250 pg/ml and 500 pg/ml and concentrations of sitagliptin at 250 pg/ml, 500
pug/ml and 1000 pg/ml were applied to the cultures, and the cells were exposed to the
two drugs for 24 and 48 hours. In addition, the effects of metabolites were assessed by
treating the same drug doses with an exogenous metabolic activator. At the end of the
study, genotoxic and cytotoxic properties of the two drugs and their metabolites were
determined and compared.

Results: It is determined that vildagliptin showed weak cytotoxicity on the
mitotic index, parallel to the increase in dose. It is also found that sitagliptin, depending
on its increase in dose, caused potential cytotoxicity and cytostatic effect on the mitotic
index, nuclear division index and proliferation index. It is decided that the active
ingredients and their metabolites have no genotoxic effect on chromosomal anomalies,
micronuclei and sister chromatid exchanges.

Conclusion: Vildagliptin and sitagliptin have cytotoxic and cytostatic effects
on human peripheral lymphocytes; thus these drugs inhibit cell proliferation. Besides
the fact that sitagliptin is more effective, due to this potential of the drugs, they may be
used as an antiproliferative and anticancer agent in addition to the treatment of type 2
diabetes.

Keywords: Cytotoxicity; genotoxicity; vildagliptin; sitagliptin

Ceren, BORCEK KASURKA (Ph. D. Thesis)
Ondokuz Mayis University - Samsun, July-2017
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DMSO . Dimetil Siilfoksit
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PPAR-1 : Peroxisome Proliferator Activated Receptor 1
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WHO :  World Health Organisation (Diinya Saglik Orgiitii)
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1.GIRIS

Diinya saglik orgiitii (World Health Organisation-WHO), saghgi sadece
hastalik ve sakatligin olmamasi1 durumu olarak degil, ayn1 zamanda fiziksel, zihinsel ve
sosyal a¢idan biitiinliyle iyi olma hali olarak tanimlamaktadir (WHO, 2017b). Tibbi
bilimlerin caligma hedefini olusturan hastalik ise: hekimlerin gorebildigi, dokunabildigi,
6lgebildigi ve tamamiyla patolojik bir stirectir (Boyd, 2000).

Diabetes mellitus (DM), insiilin salinim1 ve faaliyetindeki bozukluklar sonucu
ortaya cikan hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Diyabetin sebep
oldugu kronik hiperglisemi; ozellikle gozler, bobrekler, sinirler, kalp ve kan damarlar
olmak iizere, farkli organlarda uzun siireli hasara, disfonksiyona ve bozukluga neden
olabilmektedir. DM’un gelisminde; pankreastaki $ hiicrelerinin otoimmiin yikimindan
kaynakli insiilin eksikligi ile insiiline diren¢ olusturan patojenik mekanizmalar rol
almaktadir. DM hastaliginda karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki anormal
degisimlerin temelinde hedef dokulardaki insiilin yetersizligi yatmaktadir. Insiilin
faaliyetindeki yetersizlik, eksik insiilin salinimindan ya da azalmig insiilin cevabindan
kaynaklanmaktadir. Insiilin yetersizligi, fonksiyonel acidan kompleks olan yolagin bir
veya birden fazla noktasinda gerceklesen diizensizlige dayanmaktadir. Hipergliseminin
belirgin semptomlart; poliiiri, polidipsi, kilo kaybi, polifaji ve bulanik gormedir.
Kontrol edilemeyen diyabetin hayati tehdit eden akut belirtisi ise ketoasidozis veya
nonketotik hiperosmolar sendromun ortaya ¢ikmasidir. Uzun siire diyabetle yasayan
hastalarda; potansiyel gorme kaybina neden olan retinopati, bobrek yetersizligine sebep
olan nefropati, ayak iilserleri, ampiitasyonlar, Charcot eklem riski, periferik ndropati,
gastrointestinal, genitoiiriner ve kardiyovaskiiler bozukluklar gibi komplikasyonlar
gelismektedir. Ayrica otonomik ndropati ile cinsel bozukluklar da sik goriilmektedir.
DM’te ayrica reaktif oksijen tiirleri ile antioksidan koruma sistemi arasinda da bir
dengesizlik ortaya ¢ikmaktadir (Aleisa ve ark., 2007; ADA, 2010).

DM’un diinya genelindeki prevalansi, 6zellikle az gelismis ve gelismekte olan
iilkelerde olmakla beraber hizla artmaktadir. Hasta sayis1t 1980’den bu yana 4 kat
artarak 422 milyon vakaya ulagmistir ve oniimiizdeki 20 yil iginde ikiye katlanacagi
ongorilmektedir (WHO, 2017a).



DM vakalari 3 temel etipatojenik kategoride toplanmaktadir. Tip | DM; biitiin
DM hastalarinin %5-10’unu olusturmaktadir. Buna insiiline bagimli ya da juvenil
baslangi¢l diyabet de denmektedir. Hastalik; pankreasin B hiicrelerinin hiicresel aracili
otoimmiin yikimi sonucunda olusmaktadir. Tip 2 DM; insiiline direncin ve yetersiz
insiilin salinmasinin birlikte goriildiigii ve prevalansi daha yiiksek olan bir hastaliktir.
Bu hastalik tipinde hiperglisemi diizeyi ¢esitli hedef dokularda higbir klinik semptom
gostermeden patolojik ve fonksiyonel degisikliklere sebep olabilmektedir. Gestasyonel
diyabet de insiilin direnci ve insiilin yetersizligi ile karakterize olan bir hastalik tipidir.
[k tanis1 hamilelik sirasinda konan diyabet, (herhangi bir seviyede) glukoz intoleransi
sonucunda olugsmaktadir. DM un bu tipi birgok olguda dogum sonrasinda ortadan kalksa
da dogum sonrasinda da devam edebilmektedir (ADA, 2010).

DM tedavisinde Kkullanilan oral antidiyabetikler, etki mekanizmalari
bakimindan gruplandirilmiglardir. Eski nesil ilaglarin etki mekanizmalari; insiilin
sekresyonunu arttirma (stilfoniliireler ve glinidler), insiilin duyarliligint giliglendirme
(metformin ve tiyazolidinedonlar), intestinal karbonhidrat emilimini azaltma (o-
glukozidaz inhibitorleri) gibi islevsel davranislar seklinde tezahiir etmektedirler. Oysa
yeni nesil ilaglarin etki mekanizmasi, dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) inhibisyonu yoluyla
glukagon benzeri peptid 1 salimini saglamak ve glukoza bagimli insiilin sekresyonunu
giiclendirmek seklinde islev gormektedir.

Yeni nesil ilaglardan vildagliptin ve sitagliptin (inkretin mimetik ilaglar
grubundan) DPP-4 inhibitorleri olarak islev gérmektedirler. Bu ilaglar, barsak inkretin
hormonu glukagon benzeri peptid (glucagon-like peptide-1; GLP-1)’in hizli
dejenerasyonunu inhibe edip, biyolojik acidan aktif GLP-1 seviyesini arttirmak suretiyle
gorev yapmaktadirlar. GLP-1 ise, B-hiicrelerinden insiilin salinimini gii¢lendirirken,
glukagon salinimini engelleyip, hepatik glukoz iiretimini azaltmaktadir. Oral DPP-4
inhibitorlerine, baslangigta hemoglobin A1C’yi disiirmesi, kilo degisimine sebep
olmamasi ve hipoglisemi riski tasimamasi gibi etkileri nedeniyle, kombine tedavilerde
genig yer verilmektedir (Levetan, 2007). Diyabet hastalarinin ¢ogu, hayatlarinin geri
kalaninda ilaglarla tedavi edilirler. Bu nedenle, bu ilaglarin uzun vadeli etkinlik ve
giivenilirligi hakkinda bilgi sahibi olmak, yonetim stratejilerini belirlemek ve tip 2
diyabetin ekonomik yiikiinii azaltmak i¢in 6nemlidir (Caballero, 2017).



DM ile kanser arasinda muhtemel bir iliskinin varligr 1930’larin ilk yarisindan
bu yana tartisilmaktadir (Marble, 1934). Bir hastada kanser ve diyabetin birlikte
goriilme siklig1, beklenenden daha fazladir. Diyabet ile kanserin insidansi global olarak
artis gostermektedir. Epidemik arastirmalar, kanser insidansindaki artis ile diyabet
arasinda bir iligskinin varligini ortaya koymaktadir. Kanser 6liim siralamasinda diinyada
2. sirada yer alirken, diyabet 12. sirada yer almaktadir. Buna karsin, diyabet hastalari,
birgok farkli kanserin gelisiminde yiiksek risk tasimaktadirlar. Bu riskin ortak
patogenetik siliregten mi, ortak risk faktorlerinden mi yoksa DM sonucu ortaya ¢ikan
metabolik deformasyondan mi kaynaklandigi hala tartisilan bir konudur. Ayrica
diyabetik tedavinin de kansere yatkinlik yarattigi ileri strilmistir. Ardisik
arastirmalarin, hipergliseminin tedavisinde kullanilan bazi ilaglarin kanser riskini
artirdigin1 ve bazi ilaglarin da azalttifini1 gosteren kanitlar ortaya koydugu belirtilmistir
(Giovannucci ve ark., 2010).

Diyabetin tiplendirilmesinde, hastaliga yol agtig1 diistiniilen genetik faktorler
ile patofizyolojik nedenler yer almaktadir. Genetik, epigenetik ve cevresel faktorler
arasinda gerceklesen etkilesim, Tip 2 diyabetin gelisimini saglamaktadir. Tip 1 diyabet
ise daha c¢ok genetik foktorler etkenli olup; pankreatik gelisim ile insiilin
metabolizmasinda gorev alan genlerin mutasyonlari ile epigenetik degisim kaynaklhidir.
Gestasyonel diyabetin ise maternal, paternal ve fetal genomlari ilgili genlerinin glukoz
metabolizmas1 iizerindeki etkilerinin sonucu gelistigi varsayilmaktadir. Tek gen
mutasyonlarina bagli olarak olusan diyabet tiplerinin de oldugu bilinmektedir
(Horenstein ve Shuldiner, 2004; Stankov ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2013; Bansal ve
Pinney, 2017)

Diyabet hastalarinda kanser insidansinin normal populasyona gore daha yiiksek
olmasindan dolay1, bu ilaglar genotoksisite ve sitotoksisite agisindan arastirma konusu
olmustur (Oz Gul ve ark., 2013; Engiizel, 2015; Harishankar ve ark., 2015). Bu nedenle,
bu calisma ile son zamanlarda kullanim 6nceligi olan DPP-4 inhibitorii vildagliptin ve
sitagliptinin in vitro ortamda genotoksik ve sitotoksik etkilerinin arastirilmasi
amaclanmistir. Bu ¢alisma ile ayn1 grupta yer alan iki antidiyabetik ilacin genotoksik ve
sitotoksik etkileri arastirilarak farkli dozlarina ve maruziyet siirelerine gore

degerlendirme yapilip karsilastirilmistir.  Ayrica, ekzojen metabolik aktivasyon



saglanarak, ilag metabolitlerinin de genotoksik ve sitotoksik etkileri aragtirilarak

ilaglarin doz degerleri ile karsilagtirilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Diyabet Nedir?

Diabetes mellitus ya da kisaca diyabet, pankreasin yeterli miktarda insiilin
salgilayamadigi ya da viicudun mevcut insiilini verimli sekilde kullanamadigi
durumlarda ortaya ¢ikan kronik, ilerleyici ve organ sistemlerini bozan ciddi bir
hastaliktir (IDF, 2015; WHO, 2016). Insiilin; pankreas tarafindan salgilanan ve kandaki
glukozun enerji olarak kullanilacagi hiicrelere tasmmmasimi saglayan bir hormondur.
Insiilinin olmamas1 ya da kullanissiz olmas1 kandaki glukozun artmasina neden olur
(IDF, 2015).

21. yizyilin en ciddi kiiresel saglik sorunlarindan birisini diyabet
olusturmaktadir. Diyabetik hasta sayisinda, 1980lerden giinlimiize kadar neredeyse 4 kat
artts olmustur. (WHO, 2017a). Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF)’nin 2015 yil
verileri diinyada 415 milyon diyabet hastasi oldugunu ortaya koymus ve ayni yilda 5
milyon diyabetlinin 6ldiigiinii bildirmistir. Ayrica 318 milyon glukoz toleransi
bozulmus yetiskinin de gelecegin diyabetlileri olacagini ifade etmistir. 2015 yilinda her
11 yetigkinden birinin diyabetik oldugu ve 2040 yilina gelindiginde 10 kisiden birinin
diyabetik olacag bildirilmistir (IDF, 2015).

Ulkemizin 2015 yili verileri, her sekiz yetiskinden birinin diyabetik oldugunu
ve toplamda 6,339 milyon kiginin bu hastaliktan muzdarip oldugunu gostermistir.
Ayrica 2,179 milyon yetiskinin de heniiz tan1 almamig diyabetik hasta oldugu tahmin
edilmektedir. Ulkemizin 2015 yili diyabet prevalanst %12,5 iken, 2040 yilindaki
prevalansinin %16 olacagi tahmin edilmektedir (IDF, 2015).

Kiiresel saglik hizmeti sistemi ve kiiresel ekonomi i¢in biiyiik bir kiilfet olan
diyabet, tibbi bedeller, tiretim kaybi, erken 6liim ve gayri safi milli hasila {izerinde de
negatif etkiler yaratan bir hastaliktir (WHO, 2016). Tip 2 diyabet; sismanlik, obezite,
fiziksel inaktivite ve sagliksiz beslenme gibi degistirilebilir risk faktorlerinin prevalansi
azaltilarak multisektorel ve popiilasyon bazli yaklasimlarla biiyiik 6l¢iide engellenebilir
(Giovannucci ve ark., 2010).

Diyabet, kan glukoz seviyesindeki yilikselme ile karakterizedir. Kan
glukozunun artis1 kalp, kan damarlar, gozler, bobrekler ve sinirleri etkileyip kalp

krizine, inmeye, alt ekstremite ampiitasyonuna, goriis kaybina, sinir hasarina ve benzeri



komplikasyonlara yol agar. Komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasi hastalarda 6liim riskini
arttirmaktadir (WHO, 2016). Tedavi siirecinin iyi yonetilememesi ve uzun bir hastalik
siirecinin yasanmasi sonucunda ¢ogunlukla mikroanjiyopati ve/veya makroanjiyopatiye
bagli olarak nefropati, retinopati, ndropati, ateroskleroz ve kalp hastaliklar1 gibi islevsel
bozukluklar olusur (Sen ve ark., 2014). Diyabetin semptomlar1 arasinda poliiiri,
polidipsi, polifaji, istahsizlik, halsizlik, ¢cabuk yorulma, agiz kurulugu, noktiiri, bulanik
gorme, aciklanamayan kilo kaybi, inatgr enfeksiyonlar, tekrarlayan mantar
infeksiyonlar1 ve kasinti sayilmakatdir (TEMD, 2014). Tip 2 diyabette goriilen
hiperglisemi farkli ancak birbiri ile iliski iki yol iizerinden ortaya ¢ikmaktadir. Hepatik
glukoz yapimindaki artistan dolay1r aglik plazma glukozunda yiikselme; insiilin
sekresyonunu ve takiben periferik kullaniminda olusan bozukluk sonucunda yemek

sonrasi glukozunda artis gozlenmektedir (Atmaca ve Ecemis, 2012) .

2.1.1.Diyabet Tipleri
Ug ana tip diyabet goriilmektedir; tip 1, tip 2 ve gestasyonel diyabet. Bunlarin
yanisira monogenik diyabet vakalar1 ve cesitli hastaliklar sonucu ortaya ¢ikan sekonder

diyabetik vakalar da bulunmaktadir (IDF, 2015).

Tip 1 diyabet
Tip 1 diyabet; insiilin bagimli diyabet, juvenil veya g¢ocukluk baslangich

diyabet olarak da adlandirilir. Viicudun yetersiz insiilin iiretimi ile karakterizedir. Tip 1
diyabetli insanlar, kanlarindaki yiliksek glukoz seviyesini diizenlemek i¢in giinliik olarak
insiilin alirlar. Oyle ki, insiiline ulasamadiklar1 durumda hayati tehlike i¢ine girebilirler
(WHO, 2016).

Tip 1 diyabet, daha nadir olarak goriilse de, her yil prevalansi, 6zellikle
cocuklar arasinda, %3 oraninda artig gostermektedir. 2015 yilinda tip 1 diyabetli
cocuklarin sayis1 yarim milyonu gectigi ileri siiriillmektedir (IDF, 2015).

Tip 1 diyabetin kesin nedeni bilinmese de genler ve cevresel faktorler
arasindaki karmasik etkilesimler sonucu ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir (WHO, 2016).
Otoimmiin sistemin pankreastaki insiilin tireten B hiicrelerine saldirmasi sonucunda
insiilin tretiminin engellenmesiyle tip 1 diyabet ortaya ¢ikar (IDF, 2015). Mevcut f
hiicre rezervi %80-90 oraninda azaldiginda kiside diyabetin klinik semptomlar1 ortaya
cikar (TEMD, 2014).



Tip 2 diyabet
Tip 2 diyabet; insiilinden bagimsiz diyabet ya da eriskin baslangich diyabet

olarak da bilinen diyabettir. Insiilinin verimsiz kullanmas1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir
(WHO, 2016). Prevelansi en yiiksek olan diyabet tipi olup, kiiltiirel ve toplumsal
degisimlere gore artis gosterir. Gelismis llkelerdeki diyabetlilerin %91’ini tip 2
olusturur (IDF, 2015). Bati toplumlarindaki yetiskinlerin yaklasik %6 s
etkilemektedir (EMA, 2017) Tip 2 diyabet yetiskinlerde en yaygin diyabet tipi olup,
giiniimiizde gengler arasinda da giderek artis gostermektedir (Bansal ve Pinney, 2017).

Bozulmus glukoz toleransi ve bozulmus aglik glisemisi normal kan glukoz
seviyesinden diyabete gegisin emareleri olarak kabul gérmektedir (WHO, 2016). Her 15
yetiskinden birinin bozulmus glukoz toleransindan sahip oldugu ve her 7 dogumdan
birinin de gebelik diyabetinden etkilendigi varsayilmaktadir. Bu durum ileri yaslarda tip
2 diyabet gelisimi i¢in risk faktorii olarak goriilmektedir (IDF, 2015).

Tip 2 diyabet riski; genetik ve metabolik faktorlerin birbirlerini etkilemesine
bagli olarak One ¢ikar. Risk faktorleri arasinda sismanlik ve obezite, fiziksel inaktivite,
etnisite, ailesel diyabet Oykiisii, daha 6nce gecirilmis gestasyonel diyabet, sagliksiz
beslenme, ve sigara kullanimi yer alir. Ayrica erken gocukluk donemindeki beslenme
sekli, zayif fetal gelisim, diisiik ve yiiksek dogum agirhigr da tip 2 diyabetin ileri
yaslarda gelismesinde risk faktorii olarak rol alir (WHO, 2016).

Tip 2 diyabette insiilin iiretimi olsa bile insiiline direng gelisebilir ve insiilin
etkisizlesir. Zamanla insiilin seviyeleri yetersiz kalir. Insiilin direnci ile yetersizligi kan
glukoz seviyesinin ylikselmesine yol acarak diyabetin ortaya ¢ikmasina neden olur

(WHO, 2016).

Gestasyonel diyabet

Gestasyonel diyabet, baglangict veya ilk teshisi gebelikte goriilen glukoz
intolansidir. Farkli populasyonlarda ve etnik gruplarda prevalansi degisen ve giderek
artan ciddi bir saglik problemidir (Zhang ve ark., 2013). Bireyler normalin iistiinde kan
glukoz seviyelerine sahip olsalar bile heniiz diyabet tanis1 almazlar. ileri anne yast,
sismanlik, obezite, gebelikte asir1 kilo alimi, diyabetik aile oykiisii, 6lii dogum,
kongenital anomalili bebek Oykiisii, gebelik sirasinda idrarda asir1 glukoz ve onceki
gebeliklerde yasanmis gestasyonel diyabet bu tip diyabetin risk farktorleridir (WHO,

2016). Bunlara ilaveten, gebelik Oncesi ve siiresince yetersiz beslenme ve fiziksel



hareketsizlik de gestasyonel diyabetin risk faktorii olarak kabul gérmektedir (Zhang ve
ark., 2013). Bu diyabet tipi, gebeligin nihayete ermesiyle genellikle ortadan
kalkabilmektedir. Fakat anne ve bebegi, ileri yaslarda tip 2 diyabet olma riskine sahip
olacaklardir (IDF, 2015).

2.2.Diyabet Genetigi

Diyabetin fenotipi oldukca heterojendir. Diyabet, altta yatan genetik faktorlere
ve patofizyolojik sebeplere gore alttiplere ayrilir (Horenstein ve Shuldiner, 2004).
“Thrifty gene’ hipotezinin Ongoriisii; farkli genetik kusurlarin ve polimorfizimlerin
kiimelenmesinden kaynakli bazi populasyonlarda genetik avantaj saglanabilirken bazi
etnik gruplarda gida alimmin artmasindan dolayr (gida alimi arttiginda) insiilin
direncine ve diyabete egilimin gelismesine yol agtigini iddia etmektedir (Carulli ve ark.,
2005).

Tek gen mutasyonlarindan kaynaklanan diyabet tipleri toplumda %2-5
oraninda goriilmekte olup yiliksek penetransa sahiptir ve cevresel faktorlerden ¢ok az
etkilenmektedir. Bunun aksine, tip 1 ve tip 2 diyabet de genetik temele sahip olup
kalitim paterni heniiz bilinmeyen hastaliklar grubunda yer alirlar. Tip 1 ve tip 2 diyabet
fenotipleri; her biri katkili etkiye sahip olan ¢oklu genler ile ¢evresel faktorlerin
etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Horenstein ve Shuldiner, 2004). Epigenetik
modifikasyonlardan deoksiriboniikleik asit (DNA) metilasyonu ¢evre ile genomun ile
etkilestigini ifade eder. DNA metilasyonundaki degisimlerin tip 1 ve tip 2 diyabet
prevalansinin artigina katki yaptigina dair kanitlarin bulundugu bildirilmistir (Bansal ve
Pinney, 2017).

Tip 1 diyabet; genetik, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, mikroRNA
disregiilasyonu gibi epigenetik mekanizmalar ve ¢evresel faktorlerin etkilesimiyle
gergeklesen kompleks bir hastaliktir. Tip 1 diyabet en sik goriillen kalitimsal
hastaliklardan biri olup, monozigot ikizlerin otoimmiin hastaliklar arasinda en fazla
konkordans gosterdigi hastaliktir (Stankov ve ark., 2013). Kardesi veya ebeveyni tip 1
diyabet olan bir kisinin tip 1 diyabete yakalanma olasiliginin %6-7 oldugu bidirilmistir.
Akrabalarinda tip 1 diyabet olmayan bir kiside bu oran % 0,4 olarak belirlenmistir
(Florez ve ark., 2003; Stankov ve ark., 2013). Tip 1 diyabet i¢in yapilan asosiyasyon
caligmalari, hastaliga neden olan ii¢ 6nemli gen bdolgesinin oldugunu gostermistir.

Bunlar; human leukocyte antigen (HLA) bolgesi, insiilinin variable number tandem



repeat (VNTR) bolgesi ve cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen 4; CD152
(CTLAA4) geni olup, tip 1 diyabete neden olan genetik riskin yarisini olusturdugu ileri
strilmustiir (Florez ve ark., 2003).

Tip 2 diyabetin de pankreatik gelisim ve P hiicrelerindeki insiilin geninin
ekspresyonunda rol alan transkripsiyon faktorlerindeki mutasyonlar ile B hiicrelerinin
glukoz duyarliligini etkileyen mutasyonlardan kaynaklandigr ileri siiriilmistiir (Florez
ve ark., 2003). Genetik ¢alismalar sonucunda ortaya konan genetik determinantlarin,
transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler ve iltihap ile iliskili genleri kapsadigi
saptanmistit. Bu gen {irlinleri ¢ogunlukla B hiicrelerinin ¢ogalmasi ve apoptozunda
gorev almaktadirlar (Tarnowski ve ark., 2017). Kardesi veya ebeveyni tip 2 diyabet olan
bir kisinin tip 2 diyabete yakalanma olasiliginin %30-40 oldugu ileri siiriilmiistiir Oysa
popiilasyondaki tip 2 diyabetin oran1 %7 olarak hesaplanmistir (Florez ve ark., 2003).
Monozigotik ikizlerde tip 2 diyabet, dizigotik ikizlere gore daha yiiksek konkordansi
gostermistir. Bu sonug, tip 2 diyabet riskinin %30-%70 oraninda genetik temele
dayandigmin bir bagka kanitidir (Cornelis ve Hu, 2012).

Gestasyonel diyabetle ilgili asosiyasyon c¢alismalari, tip 2 diyabet igin risk
olusturan bazi polimorfik varyasyonlarin gestasyonel diyabet igin de risk olusturdugunu
gostermistir. Bazi arastirmacilar, gestasyonel diyabetin gelisiminde sadece maternal
genomun yer almadigimi, paternal ve fetal genomlarin da etkili olabilecegini
bildirmislerdir (Zhang ve ark., 2013).

2.3.Tip 2 Diyabetin Tedauvisi

Tip 2 diyabetli bireylerde optimal glisemik kontroliin saglanmasinda oral
antidiyabetik  ilaglar  kullanilmaktadir.  Ilaglar etki ~mekanizmalarina  gore
siniflandirilmaktadir;

a) Insiilin salgilatic1 ilaglar

b) Insiilin duyarlastirici ilaglar

c) Alfa glukozidaz inhibitorleri

d) Insiliinomimetik ilaglar (Levetan, 2007; Atmaca ve Ecemis, 2012; TEMD,

2014).



insiilin salgilatici ilaclar

Pankreatik B hiicrelerinden insiilin salinimini arttiran sulfoniliire ve glinid
grubu ilaglar bu gruba girmektedir. Bu ilaglar, B hiicresinin plazma membraninda
adenozin trifosfat (ATP) bagimli potasyum kanallarin1 kapatarak potasyumun hiicre
disina  ¢ikisint - engellemek  suretiyle ve  membranda  depolarizasyon
gerceklestirmektedirler. Depolarizasyon sonucunda hiicre igine kalsiyum girisi artarak
insiilin sekresyonunu uyarir (Atmaca ve Ecemis, 2012; TEMD, 2014).

insiilin duyarlastirici ilaclar

Farkli organ ve dokularda insiilin hassasiyetini arttiran ilaglardir. Periferik
dokularin insiilin duyarliligini arttiran metformin, 1960’lardan beri kullanilan, biguanid
tirevidir. Esas etkisi hepatik glukoz ¢ikisini azaltmaktir. Metforminin hiicre i¢i hedefi
AMP tarafindan aktive olan protein kinazdir. Bu sayede glukoz ve lipid
metabolizmasinda rol oynar ve hiicresel enerji regiilasyonunu saglar. Tiazolidindionlar
ise yag doku, kas ve karacigerde glukoz kullaniminin arttigini ve tiretiminin azalmasini
saglayarak insiilin duyarliligini arttirirlar. Peroksizom proliferator aktive edici reseptor
(PPAR) iizerinden etkilerini gosterirler (Atmaca ve Ecemis, 2012; TEMD, 2014).

Alfa glukozidaz inhibitorleri

Barsaktan glukoz emilimini geciktiren ilaglardir. Tirkiye piyasasinda bu
gruptan sadece akarboz bulunur. Akarboz, saflastirllmis mikrobiyal kaynakli bir
psodotetrasakkarittir. Etkisini yemek sonrasi glukozu diistirerek gosterir. (Atmaca ve
Ecemis, 2012; TEMD, 2014).

Insiilinomimetik ilaclar

Insiilin salgilanmasim arttirarak etki gdsteren ilaglardir. Amilin agonistleri ve
inkretin mimetik ilaglar bu grup iginde yer almaktadir. inkretinmimetik ilaglar, inkretin
hormonlarin1 (Glucagonlike peptide 1; GLP-1 ve Gastric inhibitory polypeptide; GIP)
taklit etmek i¢in veya yikimini engellemek igin tasarlanmistir. Gliptinler, inkretin etkiyi
gliclendirerek insiilin salinimini arttiran ilaglardir (Sromova ve ark., 2016). Dipeptidil
peptidaz 4 (DPP-4) inhibitorii olan vildagliptin ve sitagliptinin de dahil oldugu bu grup,
endojen inkretinlerin yikimini engellemektedir (TEMD, 2014).

Sitagliptin, 2006 yilinda Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi (The Food and Drug
Administration-FDA) tarafindan onaylanan ilk DPP-4 inhibitoriidiir (Matteucci ve
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Giampietro, 2011; Plosker, 2014). Diinya ¢apinda 130 iilkede tek basina veya kombine
tedavilerde kullanilmaktadir (Scott, 2017). Vildagliptin ise 2007 yilinda piyasaya

stiriilmiis ve tedavide kullanim1 devam etmektedir (Ma ve ark., 2017).

2.3.1.Vildagliptin ve Sitagliptinin Etki Mekanizmasi

Yemek yemek; bagirsak motilitesinin diizenlenmesi, gastrik asit ve pankreatik
enzimlerin salgilanmasi, safra kesesi kontraksiyonu ve besin absorpsiyonu ile ilgili
birgok gastrointestinal hormonun salgilanmasina sebep olur. Intestinal hormonlar, ayn1
zamanda pankreastan insiilin salgilanmasini uyararak emilen glukozun atilmasini da
kolaylastirir.  Intestinal bir inkretin hormonu olan GLP-1, normal glukoz
homeostazisinin diizenlenmesinde onemli bir role sahiptir. Inkretinler, besin alimim
takiben barsaklardan salgilanan gastrointestinal enzimlerdir. Insiilin salinimini stimiile
eder ve glukagon salinmmini baskilarlar; gastrik bosalmayi onler ve istah ile yemek
alimin1 azaltirlar. Boylece oral glukoz toleransini gelistirirler (Drucker ve Nauck, 2006;
Matteucci ve Giampietro, 2011). Ama tip 2 diyabet hastalarinda bu hormonun etkisi
azalir ve glukoz dengesi bozulur. Inkretin hormonu GLP-1’i baz alan ilk tedaviler 2005
yilinda uygulamaya koyulmustur. (Deacon, 2011; George ve Joseph, 2014).

GLP-1, dolagimdan hizlica temizlenen dayaniksiz bir peptiddir. GLP-1’in ilk
parcalanmasini saglayip insiilinotropik etkisini yitirmesine neden olan enzim, bir serin
ekzopeptidaz olan DPP-4’tiir. Bu enzim T-cell activation antigen CD26 da bilinir
(Deacon, 2011). DPP-4; Kkaraciger, akciger, bdobrek, bagirsak (firga-kenar
membranlarinda), lenfositler ve endotel hiicreleri gibi birgok dokuda yaygin olarak
bulunan bir hiicre yiizeyi aminopeptidazidir. DPP-4 peptidleri, tercihen, ikinci
aminoterminal pozisyonunda bulunan prolin veya alanin rezidiisiinden pargcalar.
Aralarinda GLP-1’in de bulundugu noropeptidler, sitokinler ve kemokinler gibi pek ¢cok
gastrointestinal hormon DPP-4’iin substratidir (Drucker ve Nauck, 2006).

Tip 2 diyabet tedavisi amaciyla GLP-1’in faaliyetlerini arttirmak i¢in DPP-
4’lin inhibe edilme olasilig1 ilk kez 1995°te tanimlanmistir. DPP-4’{in inhibisyonu ile
yikima ugramayan GLP-1’in artis1 gézlemelendikten sonra bu yolaga yonelik ¢esitli
tedaviler ilizerinde calisilmaya baslanmistir. Bu amagla ¢ok sayida DPP-4 inhibitori
gelistirilmigtir. 2002 yilina gelindiginde bir DPP-4 inhibitoriiniin (NVP-DPP728) tip 2
diyabetli hastalarda 4 haftalik kullanim sonras1 aglik ve tokluk glukoz seviyelerinde ve

glikolize hemoglobin seviyesinde diismeye sebep oldugu gosterilmistir (Deacon ve ark.,
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1995; Ahrén, 2006). Gelistirilen bilesikler DPP-4 i¢in yiiksek affinite gostermektedir,
diisiik nanomolar aralikta inhibisyon saglar ve hepsi kompetetif reversible inhibisyon
Ozelligi gosterir. Tasarlanan her bir bilesigin enzimle etkilesimi agisindan farkliliklar
vardir (Deacon, 2011).

Sitagliptin, DPP-4 enziminin katalitik bolgesi ile non-kovalent etkilesimler
kurarak yaklasik %97 inhibisyon saglar. Oral biyoyararlanimi yaklasik %87 dir.
Sitagliptin, insanlarda c¢ok az metabolize edilmekte ve dolasimda %80 oraninda
degismeyen ana bilesik olarak kalmaktadir (Deacon, 2011). Klinik olmayan
absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve atilim ¢alismalarinin sonuglari sitagliptinin hizla
absorbe edilen ve nispeten kisa bir plazma yar1 6mrii olan ve orta ile yiliksek klirens
gosteren bir ilag oldugunu gostermistir (EMA, 2007). Sitagliptinin farmakokinetik
ozelliklerini saptamak amaciyla 70 saglikli erkek goniillide 100 mg’lik doz
uygulanmasi yapilmis. Calisma sonucunda plazma ilag seviyesinin 2,5-4 saat sonra pik
yaptig1; yarilanma Omriiniin 12,4 saat oldugu ve renal klirensinin yaklagik 350ml/dk
oldugu bildirilmistir. Sitagliptinin plazma proteinlerine baglanmadig1 ve sitokrom p450
vasitasiyla herhangi bir ilag etkilesimi gostermedigi de bilinmektedir (Choy ve Lam,
2007).

Vildagliptin ise diisiik hizlarda reversible enzim-inhibitor kompleksleri
olusturarak enzim isleyigini yavaslatir ve yaklasik %95 inhibisyon saglar. Oral
biyoyararlanimi %85 civarindadir. Vildagliptin, karaciger ve diger dokularda sitokrom
P450 (CP450)’den bagimisiz mekanizma araciligr ile yogun sekilde metabolize
olmaktadir (Deacon, 2011). Vildagliptin i¢in temel eliminasyon yollari hidroliz yoluyla
metabolizasyon ve renal atilimdir. Aliman dozun % 69'u metabolize olurken % 23
degismeden idrar yoluyla atilmaktadir. Oksidasyon yoluyla metablizasyon ise %1,6
oranindadir. Oral alimi takiben hizli ve iyi sekilde absorbe edilir. 11 saglikli goniillii
tizerinde 50 mg vildgliptin alimim takiben ilacin farmakokinetik 6zellikleri
incelenmistir. Plazma pik konsantrasyonuna 1,5 saatte ulastigi, yarilanma omriiniin 1,6
ile 2,3 saat arasinda oldugu bildirilmistir (He, 2012). Vildagliptin B hiicrelerindeki
glukoz hassasiyetini ve insiilin sekresyonunu arttirmaktadir. Mekanik olarak,
vildagliptin, B-hiicresi fonksiyonunu gelistirir. Ayrica hayvan ¢alismalari, vildagliptinin
B-hiicre kiitlesini arttirma potansiyelini de gostermistir. Bu nedenle vildagliptinin

hastalik siirecini degistirebilecegi diistiniilmektedir (Ahrén, 2006).
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2.4.Diyabet ve Kanser

Hem diyabet hem de kanser, diinyada insidansi artan yaygin hastaliklardir.
Diinya c¢apinda Oliimlere kanser ikinci, diyabet ise onikinci sirada neden olmaktadir.
Kanser ve diyabetin aymi bireyde goriilme olasiligi ise beklenenden daha fazladir
(Giovannucci ve ark., 2010). Diyabet ile kanser arasindaki iliskinin varligina 1930’larda
deginilmistir (Marble, 1934). Bu konuda yapilan arastirmalar, farkli populasyonlarda
belirli kanserlerin diyabetik hastalardaki insidansinda arttis oldugunu ortaya koymustur.
Diyabetli hastalarda pankreas, karaciger, endometrium, kolorektal, meme, jinekolojik
kanserler ile bobrek ve mesane tiimorleri sikliginda artig; prostat kanseri riskinde ise
azalma oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Okutur, 2015).

Ayrica epidemiyolojik ¢aligsmalar, kemoterapi alan veya ameliyat olan diyabetli
hastalarin daha kotii prognoz sergilediklerini ve yiiksek mortalite oranina sahip
olduklarini ortaya koymustur (Sen ve ark., 2014).

Diyabet ile kanser arasindaki iliski hala netlestirilememistir. Diyabetin, kanser
riskinin altinda yatan biyolojik bir faktoriin markeri olmasi olasiligi tartigilmaktadir.
Ayrica, diyabet ile kanser arasindaki iliskinin obezite gibi ortak risk faktorlerine baglh
olabilecegi aragtirma konusudur. Yas, cinsiyet, irk ve etnisite gibi degistirilemeyen
faktorler ile sismanlik, obezite, beslenme, fiziksel aktivite, sigara ve alkol kullanimi gibi
degistirilebilen faktorler diyabet ile kanserin ortak risk faktorleri oldugu bildirilmistir
(Giovannucci ve ark., 2010).

Diyabet ile kanser arasindaki iligkiye onkogen, tiimor supresor genler, glutamin
metabolizmasi, inflamasyon ve obezite faktorleri de 6nemli katki yapmaktadir (Sen ve
ark., 2014). Diyabet hastalarindaki neoplastik siirecin hiperinsiilinemi, hiperglisemi
veya kronik inflamasyon gibi cesitli mekanizmalardan etkilendigi ileri stiriilmiistiir
(Giovannucci ve ark., 2010).

Hiperglisemi, diyabet i¢in karakteristiktir. Artmis glukoz kullaniminin malign
hiicrelerde varligi1 da bilinmektedir. Kanser hiicrelerindeki artmis glukoz metabolizmasi
1956 yilinda Warburg tarafindan tanimlanmis olup giiniimiizde “Warburg etkisi” olarak
bilinmektedir. Hipergliseminin saglamis oldugu yiiksek glukozun, tiimor hiicreleri igin
“yakit pompas1” islevi gordiigii disiiniilmektedir (Warburg, 1956; Okutur, 2015). Hatta

timor hiicrelerinin artmig glukoz metabolizmasindan faydalanarak kanserde tanisal
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amacgl glukoz tlirevlerinin kullanimi uzun yillardir uygulamada olan bir yontemdir
(Fukuda ve ark., 1982; Nakachi ve ark., 2017).

Diyabet tedavisinde kullanilan ilaglarin kilo alimi, hipoglisemi, 6dem,
gastrointestinal intolerans gibi akut ve kronik yan etkileri oldugu bildirilmistir. Son
yillarda antidiyabetik ilaglarin kansere de neden olabildigi ileri stirilmiistiir (Cordero ve

ark., 2009; Giovannucci ve ark., 2010; Matteucci ve Giampietro, 2011)

2.5.Genotoksisite Testleri ve Onemi

Bilesiklerin toksik etkisi, konsantrasyon ile maruz kalma siiresinin bir
bileskesidir. Bir toksinle muamele edilen hiicre popiilasyonunda dinamik degisiklikler
goriiliir. Bu degisiklikler hiicre tipine ve yogunluga bagl olarak farklilasabilir. Kiiltiirde
yetisen hiicreler lizerinde bilesiklerin etkilerinin analizi tiim hayvanlarda potansiyel
toksik etkilerin tespiti amaciyla yaygin olarak yapilmaktadir (Riss ve ark., 2011).

Genetik toksisite ya da genotoksisite terimleri genel olarak c¢ekirdekte,
kromozomlarda ve/veya DNA yapisinda meydana gelen hasarlari nitelemektedir. Bagka
bir deyisle genotoksisite, kimyasal maddelerin DNA’ya veya genomun dogrulugunu
diizenleyen hiicresel bilesenlerden olan ig iplik¢iklerine, topoizomerazlara, DNA
onarim sistemine ve DNA polimerazlara zarar verme kapasitesini ve genetik bilgi
tizerindeki tiim yan etkileri ifade etmektedir. Genetik materyale potansiyel zarari olan
etkenler, dogrudan veya dolay1 olarak etki saglayabilirler. Zararli etkiler sadece
mutajenik maddelerden kaynaklanmayabilir. Bu nedenle, genotoksisite, mutasyonlarda
artly yapma yetenegi demek olan mutajeniteden daha kapsamli bir biyolojik olaydir
(Eastmond ve ark., 2009; Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

Genotoksisitesi aragtirilacak maddelerin gilivenlik degerlendirmeleri; genel
olarak, insan hastaliklar ile iligkili i¢ 6nemli genetik hasar yaratan gen mutasyonu,
Klastojenite ve andploidi gibi anormallikleri degerlendiren farkli testlerin
kombinasyonlarina dayanarak yapilmaktadir. Bu ii¢ genetik degisim, germ hiicrelerinde
kalitilabilir etkilere sahip olarak karsimiza c¢ikip gelecek nesiller agisindan ciddi risk
olusturma potansiyeli tasir. Somatik hiicrelerdeki benzer degisimler ise malignansi
olusumunda 6nemli rol iistlenirler. Genotoksik veya mutajenik maddelerin olusturacagi
genetik hasarin derecesi, maruziyet siiresine ve maddenin konsantrasyonuna bagli
olarak degisebilmektedir (Mark ve ark., 1994; Jena ve ark., 2002; Eastmond ve ark.,

2009). Yapisal sitogenetik anomaliler ise dogrudan kanser etiyolojisinde rol
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alabilmektedir. Kromozomal anomali frekansindaki yiikselise paralel olarak bir ¢ok
kanser tiiriinde risk artmaktadir (Sant'Anna ve ark., 2013).

Cesitli etki mekanizmalar1 ile dogrudan veya dolayli olarak genetik hasari
indiikleyen ilaglar1 belirlemek amaciyla in vitro ve in vivo olarak tanimlanan
genotoksisite testleri tasarlanarak uygulanmistir. Genotoksisite testlerinin uygulanisi,
uzun donemli karsinojenite ¢aligmalarinin tasarlanmasi, yiiriitiilmesi ve yorumlanmasi
icin de gerekli olmustur. Yiiksek hassasiyetleri ve hizli sonug vermeleri nedeniyle
genotoksisite arastirmalarinda in vitro yontemlerin kullanimi vazgegilmezdir (Jena ve
ark., 2002).

Ilaglarin hiicre, doku ve organlara kanserojen, mutajen veya teratojen etkilerini
arastirmak amaciyla son yillarda yapilan calismalar deney hayvanlar1 yerine, hiicre
kiiltiirleri tizerinde yapilmistir. Memelilerin farkli hiicre sistemleri gen mutasyonlari ve
biiyiik kromozomal hasarlarin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir (Jena ve ark., 2002)
Insan hiicre kiiltiirleri ile calismakla, tiir farkliligindan dolay1 ilaglarm neden oldugu
farkli etkilerden kaynakli sorunlar asilacagi gibi, deney hayvanlariyla ilgili kaygilar1 da
ortadan kalkmustir (Saygi, 2003; Borgek Kasurka, 2010).

Bazi kimyasal maddelerin mutajenik kapasitelerinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in
metabolize edilmeleri gerekmektedir (Mateuca ve ark., 2006). Bu durum gozoniine
aliarak yetersiz endojen metabolik kapasiteye sahip periferal lenfositlerle olusturulacak
hiicre kdltiirlerinde, memelilerde in vivo gerceklesen biyotransformasyon olayini
gerceklestirebilmek icin, ekzojen metabolik aktivasyon kaynagina ihtiyag duyulur. /n
vitro test sistemlerine eklenen karaciger mikrozom fraksiyonlart (S9 mix), arastirilan
kimyasali metabolize ederek, metabolitlerin ortaya ¢ikmasina yardimci olur. Boylece
aragtirtlan kimyasalin ya da ilacin indirekt mutajenik etkiye sahip olup olmadig:
saptanabilir. Tercih edilen en yaygin yontem, fraksiyonun kemirici karacigerinden elde
edilmesi yontemidir. Cesitli ajanlarla enzim indiiklenmesi gergeklestirildikten sonra,
cikarilan karacigerden elde edilen post-mitokondriyal fraksiyona kofaktorler ve gerekli
tamponlar eklenir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda insan periferal lenfositlerinin
kullanildigr test sistemlerinde kemirici karaciger mikrozom fraksiyonlar1 yerine ticari
olarak satin alinabilinen insan karaciger mikrozom fraksiyonlari tercih edilmistir. Bu
nedenle tiir farkliliklarindan dolay1r ortaya ¢ikabilen sorunlardan kurtulmus
olunmaktadir (Jena ve ark., 2002; OECD, 2016b; OECD, 2016a).

15



Genotoksik ve mutajenik acidan incelenecek maddelerin etkilerini ortaya
cikarmak amaciyla en yaygin kullanilan in vivo ve in vitro testler Ames Testi, Comet
Testi, Kromozom Anormallikleri Testi, Mikroniikleus Testi ve Kardes Kromatid
Degisim Testidir (Tucker ve Preston, 1996; Jena ve ark., 2002; Mateuca ve ark., 2006;
Eastmond ve ark., 2009; Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Kocaman ve ark., 2014)

2.5.1.Kromozom Anormallikleri Yontemi

Kromozom anormallikleri (KA) analizi i¢in Oncelikle boliinmekte olan
hiicrelere kolsisin uygulanarak ig iplik¢ikleri bloklanir ve bdliinmesi durdurulan
hiicrelerin metafaz safhasinda tutuklu kalmasi saglanir. Fikse edilen hiicrelerin lamlara
yayllmasinin ardindan Giemsa ile boyanarak kromozomlarinin goriiniir hale getirilir
(Mateuca ve ark., 2006; OECD, 2016a).

Kromozomal degisimler yilizyili askin siiredir ¢alisilmaktadir ve bu
degisimlerin bir ¢ok hastaligin yanisira malignansi ile iliskisi bilinmektedir (Tucker ve
Preston, 1996). Garcia-Sagredo (2008), sitogenetigin gelisimini 6zetleyen derlemesinde,
modern insan sitogenetiginin 1956 yilinda insan kromozom sayisinin 46 (diploid) olarak
tespiti ile basladigini, 1959 yilinda Down sendromu, Klinefelter sendromu ve Turner
sendromu gibi andploidik degisimlerin saptandigini ve 1960 yilinda da klastojenik
degisimlerin (Philadelphia kromozomu) tanimlandigini ifade etmistir. 1970’lere
gelindiginde, genotoksik oldugu bilinen kimyasallarin kromozom anomalileri ile kardes
kromatid degisimlerini indiikledigi belirlenmistir (Mark ve ark., 1994).

Kromozom aragtirmalarinda en yaygin kullanilan hiicre grubu, kolay elde
edilmesi, kiltir ortaminda béliinmesi ve metafaz asamasinda ¢ok sayida hiicre
goriilmesi gibi avantajlarindan dolay1 periferal insan lenfositleri olmustur (Tucker ve
Preston, 1996). Periferal lenfositler elde edildigi asamada genellikle Gy fazinda
bulunurlar ve hiicrenin S, G, ve M fazlar1 genotoksisiteye daha hassastir (Fenech, 2000)

Kromozomal anomaliler; normal kromozom yapisinda veya sayisindaki
degisimleri ifade etmektedirler. Yapisal kromozomal anomalileri; direkt DNA kirigi,
hasarlt DNA’nin kalip olarak kullanildig1 replikasyon, DNA sentezinin inhibisyonu ya
da topoizomerazlarin inhibisyonu gibi farkli mekanizmalar tarafindan olusturulurlar
(Mateuca ve ark., 2006). Yapisal kromozomal anomalilerini, krozomom ve kromatid
olmak iizere iki tipe ayrrmak miimkiindiir. iki tip yapisal anomalinin olusumu ve

onarimi farkli mekanizmalarla gerceklesir. Kromozom tipi yapisal anomalileri,
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klastojenlerden etkilenen Go-G; fazindaki lenfositlerde eksik onarim veya onarilmayan
¢ift zincir kiriklart olustugunda ortaya ¢ikarlar. DNA sentezi ve kromozom
duplikasyonundan sonra, Go-G; ‘de olusan anomaliler kopyalanir ve metafazda
kromozom tipi kiriklar ile disentrik kromozom, ring kromozom ve dengeli
translokasyonlar gibi anomaliler olusabilir. Kromatid tipi anomaliler ise S faz1 bagimh
klastojenler tarafindan indiiklenerek olusan tek zincir kiriklara ve baz
modifikasyonlarina cevap olarak kiiltiire edilen lenfositlerde, in vivo sartlara gore, daha
¢ok olusabilirler. Kromozomal anomalinin tipi, hiicrenin kaderi i¢in belirleyicidir.
Disentrik kromozom, ring kromozom veya fragment gibi kararsiz anomaliler tagiyan
hiicreler p53 bagimli yoldan apoptozis ile elemine edilir. Diger taraftan dengeli
translokasyonlar gibi kararli anomaliler organizma i¢in daha zararli sonuglara sahip olsa
da, apoptoza daha az yol agarlar. Sayisal kromozomal anomalileri, kendiliginden veya
uyaran bir maddenin sonucunda anormal kromozom dagilimina bagli olarak ortaya
cikarlar (Mateuca ve ark., 2006).

Kromozom  analiz  teknigi ile yalmizca  kromozom  hasarlar
degerlendirilmemektedir. Ayni zamanda metafaz asamasindaki hiicrelerin oran
hesaplanarak mitotik indeks (MI) de degerlendirilir. Mitotik indeks de sitotoksisite icin
hassas bir degerlendirme parametresidir (Mark ve ark., 1994; Mateuca ve ark., 2006;
OECD, 2016a).

2.5.2.Mikroniikleus Yéntemi

Kromozomal hasarin in vivo sartlarda —hematologlar tarafindan kemik iligi gibi
boliinen hiicrelerde “Howell-Jolly” cisimcikleri olarak da bilinen- mikroniikleus (MN)
seklinde Ol¢iilebilecegi 1970’1lerde ileri siiriilmistiir. O tarihten bu yana mikroniikleus
yontemi, genetik toksikoloji ¢alismalarinin vazgecilmezi olmustur (Fenech, 2000;
Fenech ve ark., 2011)

Mikroniikleus yontemi, niikleer boliinmesini tamamlamis fakat sitoplazma
boliinmesi aktin polimeraz inhibitorii sitokalasin-B ile engellenmis hiicrelerde ¢ekirdek
disinda kalmis genetik materyallerin belirlenmesi esasina dayanir (Fenech, 2000;
Mateuca ve ark., 2006; OECD, 2016b). Bu yontem ile kromozom kayiplari ve
kromozom kiriklar1 hatasiz sekilde Olgiiliip degerlendirilmektedir. Mikroniikleus
yonteminin farkli hiicre tiplerine uygulanmasi yoluyla popiilasyondaki genetik hasarin

izlenmesi, genotoksik ilaglarin arastirilmasi, radyosyona karsi timoér duyarliliginin
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tespiti ve radyasyon duyarliliginin degerlendirilmesi miimkiin olmaktadir (Fenech,
2000).

Mikroniikleus yontemi, klasik kromozom analiz yontemi kadar hassas bir DNA
hasar indikatoriidiir. Kromozom analiz yontemi ile karsilastirildiginda degerlendirme
yapmak i¢in sayimi basit, ileri tecriibe gerektirmeyen ve daha az zaman gerektiren bir
yontemdir. Yontemin asil avantaji, fazla hiicre incelemesine dayanan istatistiksel
degerlendirme sonucunun giivenilir olmasidir. Bu giivenilirlik, kromozom analizinde
kullanilan kolsisin blokajinin 1-4 saat, mikroniikleus yonteminde uygulanan sitokinez
blokajiin ise 24-28 saat boyunca uygulanmasindan kaynaklanmaktadir (Mateuca ve
ark., 2006).

Mikroniikleuslar;  sentromeri  olmayan  kromozom veya kromatid
fragmentlerinden ya da anafazda gec¢ kalip kutuplara go¢ edemeyen kromozom veya
kromatidlerden olusabilirler. Mikroniikleusun c¢evresi telofazda hiicre zari ile kusatilir
ve kardes hiicre cekirdeklerine dahil olmadan sitoplazmada c¢ekirdek dis1 kiiclik
cisimcikler olarak kalir ve mikroniikleus adi da bundan ileri gelmektedir.
Mikroniikleuslarin barindirdigi kromozom fragmentleri; dogrudan gift zincir kiriklari,
replikasyonun ardindan ¢ift zincir kirigma doniisen tek zincir kiriklari veya DNA
sentezinin inhibisyonu sonucu olugmaktadir (Fenech, 2000; Mateuca ve ark., 2006).
Mikroniikleus olusumunu etkileyen bir diger faktor de sentromerik ve perisentromerik
tekrar bolgelerindeki sitozin rezidiilerinin hipometilasyonudur. Metilasyon profili
degisen tekrar bolgeleri, kinetekor proteinlerinin ig iplikgikleri ile dogru baglanti kurma
yetenegininin kaybolmasina neden olarak kromozom kayiplarina yol acarlar. Diger
yandan, mitoz kontrol noktalarindaki kusurlar, anormal sentrozom amplifikasyonlari ve
mitotik ig iplik¢iklerinin toplanmasindaki hatalar da kromozom kayiplarini arttirarak
mikroniikleus olusumuna katkida bulunmaktadirlar (Fenech ve ark., 2011).

Ik ¢ekirdek béliinmesini takiben kiiltiire eklenen sitokalasin-B, boliinen
hiicrelerin iki ¢ekirdekli (bintikleat) asamada tutulmasini saglamaktadir. Mikroniikleus
sayiminda bu iki ¢ekirdekli hiicreler degerlendirilmektedir. Niikleer boliinme indeksi
(NBI) de birinci, ikinci, iigiincii ve dordiincii cekirdek boliinmelerini gegiren hiicrelerin
saymmiyla ger¢eklesmektedir. Niikleer boliinme indeksi, hiicre boliinmesinin
inhibisyonu, yani sitotoksisite hakkinda bilgi vermektedir (Fenech, 2000; Mateuca ve
ark., 2006).
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2.5.3. Kardes Kromatid Degisimi Yontemi

Kardes kromatid degisimi (KKD) yontemi genotoksinlerin ya da mutajenlerin
etkilerinin degerlendirilmesinde genetik indikator olarak kullanilmaktadir. Clinkii; DNA
hasarmmin bir ¢ok formu, replikasyon catalinin ¢okiisii iizerinden kardes kromatid
degisimini uyarmaktadir (Wilson ve Thompson, 2007).

Kardes kromatid degisimleri, DNA replikasyon iiriinleri arasinda homolog
oldugu anlasilan bolgelerde meydana gelen degisimleri ifade eder (Tucker ve Preston,
1996). Kardes kromatid degisimi, duplike olmus kromozomda DNA replikasyonu
sirasinda, atasal zincirin fiziksel degisim bolgelerinde kardes kromatidlerin kirilmasi ve
bir digerine katilmas1 seklinde gelisen bir siirectir. Bu islem, korumaci ve hatasiz olarak
kabul edilmektedir, ¢linkii homolog rekombinasyon sirasinda genellikle higbir bilgi
degistirilmez (Wilson ve Thompson, 2007).

Hiicre dongiisiiniin S fazinda, DNA replike olur ve her bir kromozom,
sentromerlerinden sikica bagli, birbiriyle iligkili iki kardes kromatide doniisiir. Kardes
kromatidler, kardes hiicreleri verecek bdliinmeden once, mitozun geg profaz evresinde
ve erken metafazda sitolojik olarak kolayca goriilebilir (Wilson ve Thompson, 2007).

BrdU (5’-Bromo-2’-deoksiiiridin), DNA molekiiliine inkorpore olabilen bir
timin analogudur. Bu molekiil kromozom boyandiginda kromozomu soluk gosterir. Bu
yiizden BrdU tasiyan zincirler daha parlak goriiliir. Kiiltiir ortamina eklendiginde, timin
yerine gecerek uzayan zincire inkorpore olabilir. DNA replikasyonu yari-korunumlu
oldugundan, BrdU her dublekste yeni olusan zincire tamamen inkorpore olur. BrdU
ortaminda, biiylimenin ikinci asamasinda kardes kromatidler, BrdU mevcudiyeti
miktarinda farklilasir; bir zincir DNA’nin orijinal kalip zinciri digeri ise BrdU tasiyan
zincirdir. Diger kardes kromatidde ise her iki zincirde de BrdU inkorpore olmus duruma
gelir (Wilson ve Thompson, 2007). Bu durumdaki kiiltiirlerde, hiicrelerin metafazda
kalmas1 saglanarak kardes kromatid degisimleri sayilmaktadir (Tucker ve Preston,
1996). Standart kromozom analiz yontemi ile hazirlanan preparatlar, BrdU’nun
parlatma etkisini gosterebilmesi i¢in UV 1smlamasma tabii tutulduktan sonra
boyandiginda, BrdU’nun mevcudiyetine gore agik renkli ve koyu renkli kromatidler
goriiniir hale gelir (Wilson ve Thompson, 2007).
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Kardes kromatid degisimi, normal DNA replikasyonu sirasinda catalin dogal
olarak ¢okmesiyle ile iliskili olarak dogal olarak goriiliir ve hiicrenin her dongiisiinde
yaklasik 3-4 defa gergeklesebilir (Wilson ve Thompson, 2007).

X-1gin1 onarimi ¢apraz tamamlama 1 (X-ray repair cross-complementing 1;
XRCC1) eksikligi, peroksizom proliferator tarafindan aktive edilen reseptor 1’in
(Peroxisome proliferator activated receptor 1; PPAR-1) inhibisyonu veya devredisi
kalmasi ve ¢ift zincir kiriklarina sebep olan ¢esitli kimyasallarla replikasyon g¢atalinin
kirilmas1 sonucu DNA sentezinin inhibisyonu gibi tek zincir kiriklarii arttiran
olusumlar, kardes kromatid degisimini etkili bigimde indiiklemektedir. Bu nedenle,
kardes kromatid degisimi icin en basit yolagin; kirikk DNA replikasyon catallarinin,
atasal zincirde bir bosluk veya ¢entik olustururak homolog rekombinasyon araciligiyla
yeniden baglatilmasi oldugu ileri stiriilmistiir (Wilson ve Thompson, 2007).

KKD yonteminde ayrica BrdU’nin kromatidlerdeki bulunusuna gore hiicrenin
kaginc1 mitoz boliinmeyi gecirdigi de belirlenebilmektedir. Birinci, ikinci ve {iglincii
mitoz boliinme gegiren hiicrelerin orani sitostatik bir belirte¢ olan proliferasyon indeksi

(PI) hakkinda bilgi vermektedir (Speit, 1984; Kontas ve Atli Sekeroglu, 2015).

2.6.Antidiyabetiklerle Yapilan Genotoksisite ve Sitotoksisite Calismalar:
Vildagliptin ve Sitagliptin

Literatiir taramast sonucunda vildagliptinin genotoksisitesi hakkinda yapilmig
bir yayma rastlanilmamistir. Sadece EMA’nin vildagliptin etken maddesini igeren
Galvus isimli ilag i¢in hazirladigi kamu degerlendirme raporuna ulagilmistir. Bu raporda
vildagliptinin standart genotoksisite testlerinde genotoksik potansiyel gostermedigi
bildirilmistir.  Sicanlarda yapilan karsinojenite ¢aligmalari  sonucunda ilacin
karsinojenetik potansiyel tasimadigi gézlenmistir. Farelerde ise meme karsinomlar1 ve
hemangiosarkomlar i¢in riskin yiikseldigi rapor edilmistir. Ayrica iireme sistemi
tizerinde de toksik etkileri olmadigi bidirilmistir (EMA, 2012).

Amritha ve ark. (2015) kolon kanseri hiicre hatt1 (HT-29) iizerinde vildagliptin
ve sitagliptinin 1000 pg/ml, 500 pug/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,2 pg/ml,
15,6 pg/ml ve 7,8 pg/ml’lik konsantrasyonlarinin hiicre proliferasyonuna etkilerini
analiz etmisler. Calisma sonunda vildagliptinin I1Csy dozunun 125 pg/ml; sitagliptinin
ICs0 dozunun 31,2 pg/ml oldugu ve her iki ilacinda antikanser aktivite gosterdigi

bildirilmistir.
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Sitagliptinin genotoksisitesinin degerlendirildigi bir diger calismada ise ratlara
oral olarak 36 giin boyunca 1, 10 ve 100 mg/kg/giin dozlar1 uygulanmig ve sitagliptinin
artan dozlarda in vivo rat lenfositlerinde Comet yontemi ile olasi genotoksik etkileri
incelenmistir. Calisma sonucunda hasarli hiicre oran1 ve genetik hasar indeksinin doz
artisiyla paralel olmadig1 gozlenmistir. Ayrica ¢alismada uygulama Oncesi ve sonrast
canli agirlik ve kan glukoz diizeylerine de bakilmis ve bu parametrelerin sitagliptin
uygulamasindan etkilenmedigi goriilmiistiir (Oz Abak, 2010)

Alt1 ay boyunca farkli oral antidiyabetiklerden; sitagliptin, rosiglitazon ve
pioglitazon kullanan veya medikal beslenme terapisi uygulanan toplam 4 grup tip 2
diyabetli hasta grubunda yapilan ¢alisma ile genotoksik (KA; MN; KKD) ve sitotoksik
(MI, NBI, PI) parametreler karsilastirilmistir. Sitagliptin kullanan grubun, medikal
beslenme terapisi uygulanan kontrol grubundan daha fazla genotoksisite gosterdigi fakat
rosiglitazon ve pioglitazon kullanan gruplardan daha az genotoksisite gosterdigi
belirlenmistir. Sitotoksik parametreler {i¢ ilag grubu arasinda fark gostermeyip kontrol
grubundan anlaml derecede diisiik ¢ikmistir. Bu bulgular, ii¢ ilacin da tip 2 diyabetli
hastalarda genotoksik ve sitotoksik etki gosterebilecigini ortaya koymustur (Oz Gul ve
ark., 2013)

Femia ve ark. (2013) tarafindan 1,2-dimetilhidrazin (DMH) ile indiiklenerek
kolon kanseri olusturulan farelerde sitagliptinin uzun siireli etkisi aragtirllmistir. Erkek
fareleri DMH’ye maruz biraktiktan sonra kolon kanseri ile insiilin direnci igin risk
faktorii olugturan yiiksek yagli diyete tabi tutmuglardir. Bu uygulamadan bir hafta sonra,
yiiksek yagli beslenen (kontrol grubu) ve 260 ppm sitagliptin uygulanan grup olmak
tizere iki ¢alisma grubu olusturulmustur. DMH  uygulamasindan 15 hafta sonra,
prekanserdz lezyonlarin sitagliptin uygulanan grupta belirgin Olciide daha diisiik
goriildiigli saptanmistir.  Arastirmacilar, sitagliptinin  kanser hiicreleri iizerindeki
antiproliferatif 6zellikleri dolayisiylaDPP4 inhibitorlerinin kolon karsinogenezine karsi
koruyucu etkilere sahip olabileceklerini ileri stirmiislerdir.

Sitagliptinin 31,25 pg/ml; 62,5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml ve
1000 pg/ml pg/ml'lik konsantrasyonlari ve sitagliptin-metformin kombinasyonunun
7,81 pg/ml; 15,62 pg/ml; 31,25 pg/ml; 62,50 pg/ml; 125,0 pg/ml ve 250,0 ug/mL'lik
konsantrasyonlar1 insan periferal lenfosit kiiltiirlerinde, 24 ve 48 saatlik maruziyet

strelerindee KA yontemi, MN yontemi, KKD yontemi ile Comet ydntemi

21



uygulanmistir. Bu ¢alisma sonucunda, her iki uygulama siiresinde de sitagliptinin 125,
250, 500 ve 1000 pg/ml'lik konsantrasyonlarmin ve sitagliptin-metformin
kombinasyonunun 250 pg/ml'lik konsantrasyonunun KA oranim1 6nemli derecede
arttirtigr  belirlenmistir.  Sitagliptinin 125, 250, 500 ve 1000 pg/ml'lik
konsantrasyonlarinin her iki etki siliresinde de KKD oranini arttirdifi; sitagliptin-
metformin Kombinasyonunun ise 24 saatlik uygulama siiresindeki minimum dozu harig¢
diger doz uygulamalarinin KKD oranini arttirdig1r gézlenmistir. MN oraninin ise en
yiiksek dozlarda artis gosterdigi tespit edilmistir. Sitagliptin ve sitagliptin-metformin
kombinasyonlar1 uygulamalarinin MI’in diismesine sebep oldugu, ama PI ve NBI
tizerinde etkili olmadig1 goriilmiistiir. Comet yontemi sonuglar ise sitagliptinin tim
uygulamalarda kuyruk yogunlugunun, kuyruk uzunlugunun ve kuyruk momentinin
onemli derecede arttig1; sitagliptin-metformin kombinasyonlarinda ise kuyruk
yogunlugunun, kuyruk uzunlugunun ve kuyruk momentinin sadece 31,25 ve 125,0
pg/mL'lik konsantrasyonlarda arttigi gorilmiistiir. Bu sonuglara bagli olarak
arastirmacilar, sitagliptin ile sitagliptin-metformin kombinasyonunun insan lenfosit
kiiltiirlerinde genotoksik etki gosterdigini ileri stirmiislerdir (Engiizel, 2015).

EMA’nin sitagliptin etken maddesini igeren Januvia isimli ilag i¢in yaymladigi
kamu degerlendirme raporunda; AMES testi (Salmonella/Mikrozom Mutajenite Testi),
rat hepatositlerinde direkt DNA hasar1 analizi, Chinese hamster ovary (CHO)
hiicrelerinde in vitro KA testi ve in vivo fare MN testi sonucunda ilacin genotoksik etki
gdstermedigi bildirilmistir. ki yillik fare karsinogenite calismalarinda; 50 mg/kg/giin,
125 mg/kg/glin, 250 mg/kg/giin, 500 mg/kg/glin dozlarinin hicbir organda timor
sikliginda bir artisa sebep olmadig1 bildirilmistir. Iki yillik rat karsinogenite galismalar
sonucunda, uygulamaya bagli olarak hepatik tiimorlerde artis gorildiigini ve
uygulanan dozun, insana uyarlandiginda, insanlarin maruz kaldigi dozun 58 kati
oldugunu gostermistir. Ayrica ilacin iireme sistemi tizerinde de toksik etki yapmadig:
rapor edilmistir (EMA, 2017).

Sitagliptinin 0, 2, 20, 50, 100 ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlari ile insan
periferal lenfositlerinde in vitro proliferasyon c¢alismasi yapilmis ve 50 pg/ml’lik
konsantrasyon ve tizeri dozlarn hiicre ¢ogalmasini inhibe edici etki gosterdigi tespit

edilmistir. Sitagliptin muamelesinden sonra, sitokin miktar tayini, Th1/Th2/Th17
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fenotiplemesi ve CD26 gen ekspresyonu analiz edilerek sitagliptinin immiinsiipresif
etkileri ortaya konmustur (Pinheiro et al., 2017).

Metformin

Sitotoksik bir ajan olan adriamisine maruz kalan ve kalmayan farelerin ilave
olarak metforminin 62,5 mg/kg/giin, 125 mg/kg/giin ve 250 mg/kg giinliikk dozlarina
maruz kalmalart sonucunda metforminin serbest radikallerin olusumunu azaltarak ve
mitojeniteyi inhibe ederek sekonder tiimor riskini engelledigi tespit edilmistir (Aleisa ve
ark., 2007).

Metforminin 100 mg/kg/giin, 500 mg/kg/gin ve 2500 mgkg’lik
konsantrasyonlarimin kullanildig1 bir ¢alismada diyabetli ve normal farelerde MN, KA,
kemik iliginin mitotik aktivitesi, sperm- bas anomalisi ve baz1 oksidatif stres markerlari
incelenmis ve metforminin genotoksik ve sitotoksik etki gostermedigi kanaatine
vartlmistir (Attia ve ark., 2009).

Tip 2 diyabetin tedavisinde en ¢ok kullanilan ilag metformindir. Kanser hiicre
hatlarinda kullanilan metforminin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, koloni
olusumunu azalttigi ve hiicre dongiisiinii kismen bloke ettigi gosterilmistir. Ayrica,
populasyon galismalar1, metforminin diger glukoz diisiiriicti ilaglara gore kanser riskini
azalttigin1 gostermistir (Giovannucci ve ark., 2010).

Metformin’in 12,5 mM, 25 mM or 50 mM konsantrasyonlar1 ile Aspergillus
nidulans’in UT448//A757 susunda rekombinojenik potansiyeli incelenmis ve herhangi
bir etki gdzlenmemistir. Insan periferal lenfositlerinde ayni dozlar in vitro sartlarda
uygulanmis ve KA ve MN testleri sonucunda herhangi bir etki gdézlenmemistir.
Arastirmada, metforminin uygulanan dozlariin in vivo ve in vitro sistemlerde gentoksik
ozellik gostermedigi testpit edilmistir (Sant'Anna ve ark., 2013).

Metformin’in 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 75 pg/mL, 100 ng/mL ve 125
ug/mL’lik konsantrasyonlar1 insan periferal lenfosit kiiltiirlerinde KA yontemi, MN
yontemi, KKD yontemi ve Comet yontemi uygulanarak degerlendirme yapilmistir. Bu
calisgma sonucunda metforminin yiiksek konsantrasyonlarinin &zellikle uzun sireli
maruziyette klastojenik ve anojenik etki gosterebildigi vurgulanmistir (Mahmoud,
2013).

Meme kanseri hiicre hatlarinda metformin, pioglitazon, eksenatid ve insiilinin

yalniz veya kombine kullanimlariyla ilgili, doz ve uygulama siiresine bagli olarak

23



hiicrelerinin ¢ogalmasi lizerinde bir arastirma yapilmistir. Arastirma, metforminin
kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gosterdigini ve kombine kullaniminin anti
kanserojen ilaglarin etkisini arttirdigini ortaya koymustur. Pioglitazonun fizyolojik
kosullarda meme kanseri hiicrelerinde proliferasyona sebep olmadigi ve tedavi dozu
iistiindeki dozlarmin sitotoksik etki gsterdigi belirlenmistir. insiilinin kanser hiicreleri
tizerindeki proliferatif etkisinin, metformin ile beraber kullanildiginda, azaldig
gbzlenmistir. Eksenatidin tek basina kullanildiginda meme kanseri hiicrelerinde iizerine
proliferatif etki yarattigi ve fakat metformin ile birlikte kullanildiginda, proliferatif
etkiyi ortadan kaldirdig1 saptanmistir bildirilmistir (Aydemir, 2014).

Glibenklamid

Glibenklamidin genotoksisitesi, 0,6 uM’lik plazma konsantrasyonu ve 10 puM,
100 uM, 240 uM ve 480 uM’lik konsantrasyonlar1 insan periferal lenfosit kiiltiirlerinde
MN yontemi ile degerlendirilmistir. Bu konsantrasyonlarin higbirinin glibenklamidin
MN oranina etki etmedigi anlasilmistir. Sadece 480 uM’lik dozun NBI’ni azalttigi
testpiti yapilmistir. Mi’in degerlendirmesi amaciyla 0,6 uM, 10 pM, 20 pM, 40 pM, 80
uM, 120 uM, 240 uM ve 480 uM’lik konsantrasyonlar uygulanmis ve 40 uM’lik dozdan
itibaren MI’in diistiigii goriilmiistiir. Bu ¢alisma sonucunda Glibenklamidin genotoksik
etkiye sahip olmadigi kanaatine varilmistir (de Sant'/Anna ve ark., 2015).

Thiazolidinedion grubu

Thiazolidinedion grubuna dahil olan troglitazonun sebep oldugu hepatik
hasarin mekanizmasi insan hepatoma hiicre hattinda (HepG2) c¢alisilmis ve doz ve
zamana bagli olarak ilacin sitotoksisite gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica ilacin
metaboliti olan M3 (kuinon)’lin ise zayif sitotoksisite gosterdigi belirlenmistir. Bunlara
ek olarak, ilacin apoptoza da neden oldugu bildirilmistir (Yamamoto ve ark., 2001).

Ratlarda rosiglitazonun genotoksisitesi, Comet yontemi uygulanarak periferal
lenfosit ve hepatositlerde incelenmistir. 0,0 mg/kg/giinlik, 0,5 mg/kg/giinlik, 1,0
mg/kg/glinlik ve 2,0 mg/kg/giinliik konsantrasyonlarin 14 giin uygulanmasinin
ardindan, hepatositlerde tiim konsantrasyonlarin; lenfositlerde ise 1,0 mg/kg/giinliik ve
2,0 mg/kg/giinliik konsantrasyonlarin DNA hasarina yol ac¢tii tespit edilmistir.
Bulgularin degerlendirilmesi sonucunda, ilacin lenfositlerden ¢ok hepatositlerde

genotoksik etki gosterdigi anlasilmistir (Bedir ve ark., 2006).
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Pioglitazon ve glimepirid kombinasyonunun in vivo genotoksisitesi de
arastirtlmistir. 5 y1l ve daha fazla siire boyunca pioglitazon ve glimepirid kombinasyonu
kullanan tip 2 diyabetli hastalarda MN oraninin kontrollere gore daha yiiksek gbzlendigi
bildirilmistir (Shaik ve ark., 2010).

Morais ve arkadaslar1 (2016), pioglitazonu insan periferal lenfosit kiiltiirlerinde
4 uM, 12 uM, 36 uM, 108 uM, 324 uM ve 972 uM’lik konsantrasyonlarda kullanilarak
MI’i degerlendirmislerdir. Aym1 calismada 4 uM, 12 puM, 36 pM ve 108 uM’lik
konsantrasyonlar ile MN yontemi kullanilarak MN da degerlendirilmistir. Sadece 108
uM’lik konsantrasyonun MN olusumunu anlamli sekilde arttirdigi ve proliferasyon
indeksini diistirdiigii tespit edilmistir. Diger yandan 108 uM, 324 uM ve 972 uM’lik
konsantrasyonlarda MI’de diisiis gdzlenmistir. Arastirmacilar, bulgularindan yola
cikarak pioglitazone’un torapatik dozun iizerindeki 108 puM’lik konsantrasyonunun
genotoksik etki gosterdigine ve bu 6zelligi sayesinde antitiimoral aktivite agisindan

faydali olabilecegine kanaat getirmislerdir.
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3.MATERYAL VE METOD

3.1. Goniilliilerin Se¢imi

Calismada kullanilacak periferal lenfositler, kan vermeyi goniilli kabul eden
saglikli 2 kadin ve saglikli 2 erkek dondrden onam alinarak ve etik kurallara riayet
edilerek temin edildi. Samsun Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 09.05.2015
tarihinde 183 say1 numarasi ile etik izin alindi.

Goniilliiler, asagidaki 6zellikleri dikkate alinarak secildi.

o Sigara igmemeleri,

° Yas araliginin 20-25 arasinda olmast,

. Rutin ya da siirekli ila¢ kullanilmamast,

o Gegirilmis herhangi bir ciddi hastaligin olmamast,

o Herhangi bir genotoksik ajana maruz kalmamis olmasi.

Iktisadi Isbirligi ve Gelisme Teskilati (Organisation for Economic Co-
operation and Development; OECD)’ye gore, in vitro genotoksisite ¢alismalarinda,
gerekli sartlar1 saglayan 1 kadin ve 1 erkek goniilliden temin edilen lenfosit kiiltiirleri
yeterli olmaktadir (OECD, 2016b). Bu c¢alismada giivenilirligi arttirmak amaciyla
saglikli 2 kadin ve saglikli 2 erkek goniillii tercih edilmistir.

3.2. Arastirma Gruplarinin Planlanmasi
Caligmada her bir goniillii igin ilgili prosediire uygun sekilde 24 saatlik ve 48
saatlik maruziyet grubu ile S9 metabolik aktivasyon varliginda metabolit maruziyet

grubu olusturuldu. Kiiltiir guruplar1 asagida belirtildigi sekilde planlandi,

3.2.1. S9 Metabolik Aktivasyon Uygulanmayan Kiiltiirler

a.Coziicii Kontrol Grubu: Vildagliptin ve sitagliptin i¢in ¢oziicii olarak
kullanilan DMSO (Dimetil siilfoksit) kiiltiir tliplerine 25 pl ilave edilerek (final
konsantrasyonu 10 pl/ml olacak sekilde) 24 saat ve 48 saat siire ile muamele edildi. MN
analizi i¢in sitokalasin-B (final konsantrasyonu 8 pg/ml olacak sekilde), KKD analizi
icin BrdU (final konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde), KKD ile KA analizi igin
kolsisin kiiltiirlere (final konsantrasyonu 0,06 pg/ml olacak sekilde), prosediirde
belirtilen doz ve zamanlarda ilave edildi (OECD, 2016b; OECD, 2016a).
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b. Pozitif Kontrol Grubu: Pozitif kontrol gruplarina ait kiiltiirlere, genotoksik
ve sitotoksik etki gosterdigi bilinen Mitomycine-C (MMC), final konsantrasyonu 0,25
ug/ml olacak sekilde ilave edilerek 24 saat ve 48 saat siire boyunca maruziyet saglandi
MN analizi i¢in sitokalasin-B (final konsantrasyonu 8 pg/ml olacak sekilde), KKD
analizi i¢in BrdU (final konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde), KKD ile KA analizi
icin kolsisin kiiltiirlere (final konsantrasyonu 0,06 ug/ml olacak sekilde), prosediirde
belirtilen doz ve zamanlarda ilave edildi (OECD, 2016b; OECD, 2016a).

c.Vildagliptin Grubu: On c¢alisma sonucunda belirlenen 125 pg/ml, 250
pg/ml ve 500 pg/ml’lik vildagliptin dozlarinin ilgili kiiltiir tiiplerine ilave edilerek 24 ve
48 saat siire ile maruziyet saglandi. MN analizi igin sitokalasin-B (final konsantrasyonu
8 ng/ml olacak sekilde), KKD analizi i¢in BrdU (final konsantrasyonu 10 pg/ml olacak
sekilde), KKD ile KA analizi i¢in kolsisin kiiltiirlere (final konsantrasyonu 0,06 pug/mi
olacak sekilde), prosediirde belirtilen doz ve zamanlarda ilave edildi (OECD, 2016b;
OECD, 2016a).

d.Sitagliptin Grubu: On ¢aligma sonucunda belirlenen 250 pg/ml, 500 pg/ml
ve 1000 pg/ml’lik sitagliptin dozlarimin ilgili kiiltiir tiiplerine ilave edilerek 24 ve 48
saat siire ile maruziyet saglandi. MN analizi i¢in sitokalasin-B (final konsantrasyonu 8
ug/ml olacak sekilde), KKD analizi i¢in BrdU (final konsantrasyonu 10 pg/ml olacak
sekilde), KKD ile KA analizi i¢in kolsisin kiiltiirlere (final konsantrasyonu 0,06 pg/ml
olacak sekilde), prosediirde belirtilen doz ve zamanlarda ilave edildi (OECD, 2016b;
OECD, 2016a).

3.2.2.89 Metabolik Aktivasyon Uygulanan Tiipler

2,5 mI’lik besiyerine 300ul heparinize edilmis kan 6rneklerinden ilave edilerek
kiiltiirler baglatildiktan sonra inkiibasyonun 48. saatinde, taze hazirlanan S9 karigimi ve
uygulanacak etken madde dozlar1 eklendi. 37 OC’de 3 saat inkiibasyonun ardindan 2000
rpm’de 4 dakika santrifiijlenerek siipernatant atildi ve taze besiyeri eklendi. Ardindan
arastirma grubuna gére muamele devam etti ve kiiltiirler 72. saatte sonlandirildi (OECD,
2016b; OECD, 2016a).

a.Coziicii Kontrol Grubu: Inkiibasyonun 48. saatinde S9 karigimi ile 10
pg/ml DMSO eklenerek 3 saat daha inkiibasyonun devami saglandi. Ardindan 2000
rpm’de 4 dakika santrifiijlenerek slipernatant atildi. MN analizi i¢in kiiltiir tiiplerine taze

besiyeri ile birlikte final konsantrasyonu 8 pg/ml olacak sekilde sitokalasin-B, diger
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kiiltiirlere sadece taze besiyeri eklenerek inkiibasyon siirdiiriildii. KKD analizi i¢in 24.
saatte final konsantrasyonu 10 pug/ml olacak BrdU, KKD ile KA analiz edilecegi kiiltiire
de kiiltiir siiresi bitiminden 1 saat 6nce final konsantrasyonu 0,06 pg/ml olacak kolsisin
ilave edildi.

a. Pozitif Kontrol Grubu: MMC, direk etki gosteren bir klastojen oldugu igin
S9 metabolik aktivasyonu uygulanarak pozitif olarak kullanilamayacagi saptanmustir.
Bu sebeple, pozitif kontrol gruplarinda, metabolik aktivasyon gerektiren bir klastojen
olan siklofosfamid (CP) kullanilmistir. Inkiibasyonun 48. saatinde S9 karisimu ile 0.45
ng/ml CP eklenerek 3 saat daha inkiibasyonun devami saglandi. Ardindan 2000 rpm’de
4 dakika santrifiijlenerek silipernatant atildi. MN analizi igin kiiltiir tiiplerine taze
besiyeri ile birlikte final konsantrasyonu 8 pg/ml olacak sekilde sitokalasin-B, diger
kiiltiirlere sadece taze besiyeri eklenerek inkiibasyon siirdiiriildii. KKD analizi igin 24.
saatte final konsantrasyonu 10 pg/ml olacak BrdU, KKD ile KA analiz edilecegi kiiltiire
de kdiltiir siiresi bitiminden 1 saat 6nce final konsantrasyonu 0,06 pg/ml olacak kolsisin
ilave edildi.

b.Vildagliptin Grubu: Inkiibasyonun 48. saatinde S9 karisimi ile belirlenen
vildagliptin konsantrasyonlar1 eklenerek 3 saat daha inkiibasyonun devami saglandi.
Ardindan 2000 rpm’de 4 dakika santrifiijlenerek siipernatant atildi. MN analizi i¢in
kiiltiir tiiplerine taze besiyeri ile birlikte final konsantrasyonu 8 pg/ml olacak sekilde
sitokalasin-B, diger kiiltiirlere sadece taze besiyeri eklenerek inkiibasyon siirdiiriildii.
KKD analizi i¢in 24. saatte final konsantrasyonu 10 pg/ml olacak BrdU, KKD ile KA
analiz edilecegi kiiltiire de kiiltiir siiresi bitiminden 1 saat 6nce final konsantrasyonu
0,06 ug/ml olacak kolsisin ilave edildi.

c.Sitagliptin Grubu: Inkiibasyonun 48. saatinde S9 karisimi ile belirlenen
sitagliptin konsantrasyonlari eklenerek 3 saat daha inkiibasyonun devami saglandi.
Ardindan 2000 RPM’de 4 dakika santrifiijjlenerek siipernatant atildi. MN analizi i¢in
kiiltiir tiiplerine taze besiyeri ile birlikte final konsantrasyonu 8 pg/ml olacak sekilde
sitokalasin-B, diger kiiltiirlere sadece taze besiyeri eklenerek inkiibasyon siirdiiriildii.
KKD analizi igin 24. saatte final konsantrasyonu 10 pg/ml olacak BrdU, KKD ile KA
analiz edilecegi kiiltiire de kiiltiir siiresi bitiminden 1 saat 6nce final konsantrasyonu

0,06 pg/ml olacak kolsisin ilave edildi.
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Calisma boyunca kurulan kiiltiirler ve uygulanan maddeler Tablo 1°de
gosterilmigtir. Her bir gonillil icin; kiltiir sonucu elde edilen preparatlarda KA’ni
belirlemek icin 100 metafaz, Mi i¢in 2000 hiicre degerlendirilmistir. MN’leri
degerlendirmek icin 2000 biniikleat hiicre, NBI i¢in 1000 hiicre sayilmistir. KKD’leri
saptamak amaciyla ikinci mitozu gegiren 25 metafaz ve Pi’ni belirlemek i¢in 100 hiicre

degerlendirilmistir.
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Tablo 1. Tez ¢aligsmas1 boyunca kurulan kiiltiirler

Yontem Uygulanan ilag Doz EtKki siiresi Kultir
Sayis1
Kromozom Analizi Sitagliptin 250 pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
500 ug/mi 24 saat 2
48 saat 2
1000 pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
Pozitif Kontrol (MMC) 0,16 pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
Coziicii Kontrol (DMSO) 10 pl/ml 24 saat 2
48 saat 2
Kardes Kromatid Degisimi Sitagliptin 250 pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
500 pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
1000 pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
Pozitif Kontrol (MMC) 0,16 pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
Coziicii Kontrol (DMSO) 10 pl/ml 24 saat 2
48 saat 2
Mikroniikleus Sitagliptin 250 ug/ml 24 saat 2
48 saat 2
500 pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
1000 pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
Pozitif Kontrol (MMC) 0,16 pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
Coziicli Kontrol (DMSO) 10 pl/ml 24 saat 2
48 saat 2
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Tablo 1’in devamm Tez ¢aligsmasi boyunca kurulan kiiltiirler

Yontem Uygulanan ilag¢ Doz EtKi siiresi Kaltir
Sayisi
Kromozom Analizi Vildagliptin 125 pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
250pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
500pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
Pozitif Kontrol (MMC) 0,16 pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
Coziicti Kontrol (DMSO) 10 pl/ml 24 saat 2
48 saat 2
Kardes Kromatid Degisimi Vildagliptin 125 pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
250pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
500pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
Pozitif Kontrol (MMC) 0,16 pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
Coziici Kontrol (DMSO) 10 pl/ml 24 saat 2
48 saat 2
Mikroniikleus Vildagliptin 125 pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
250pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
500ug/ml 24 saat 2
48 saat 2
Pozitif Kontrol (MMC) 0,16 pg/ml 24 saat 2
48 saat 2
Coziicii Kontrol (DMSO) 10 pl/ml 24 saat 2
48 saat 2

31



Tablo 1’in devamm Tez ¢alismasi boyunca kurulan kiiltiirler

Yontem Uygulanan ilag¢ Doz EtKi siiresi Kaltir

Sayisi
Kromozom Analizi Sitagliptin 250 pg/ml 3 saat 2
(S9 Metabolik aktivasyonu) 500 pg/ml 3 saat 2
1000 pg/ml 3 saat 2
Pozitif Kontrol (CP) 45 pg/ml 3 saat 2
Coziicii Kontrol (DMSO) 10 pl/ml 3 saat 2
Kardes Kromatid Degisimi Sitagliptin 250 pg/ml 3 saat 2
(S9 Metabolik aktivasyonu) 500 pg/ml 3 saat 2
1000 pg/ml 3 saat 2
Pozitif Kontrol (CP) 45 png/ml 3 saat 2
Coziicli Kontrol (DMSO) 10 pl/ml 3 saat 2
Mikroniikleus Sitagliptin 250 pg/ml 3 saat 2
(S9 Metabolik aktivasyonu) 500 pg/ml 3 saat 2
1000 pg/ml 3 saat 2
Pozitif Kontrol (CP) 45 png/ml 3 saat 2
Coziicii Kontrol (DMSO) 10 pl/ml 3 saat 2
Kromozom Analizi Vildagliptin 125 pg/ml 3 saat 2
(S9 Metabolik aktivasyonu) 250 pg/ml 3 saat 2
500 pg/ml 3 saat 2
Pozitif Kontrol (CP) 45 pg/ml 3 saat 2
Coziicli Kontrol (DMSO) 10 pl/ml 3 saat 2
Kardes Kromatid Degisim Vildagliptin 125 pg/ml 3 saat 2
(S9 Metabolik aktivasyonu) 250 ug/ml 3 saat 2
500 pg/ml 3 saat 2
Pozitif Kontrol (CP) 45 png/ml 3 saat 2
Coziicii Kontrol (DMSO) 10 pl/ml 3 saat 2
Mikroniikleus Vildagliptin 125 pg/ml 3 saat 2
(S9 Metabolik aktivasyonu) 250 pg/ml 3 saat 2
500 pg/ml 3 saat 2
Pozitif Kontrol (CP) 45 pg/ml 3 saat 2
Coziicli Kontrol (DMSO) 10 pl/ml 3 saat 2
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3.3.Dozlarin Belirlenmesi

Calismada kullanilacak dozlar1 belirlemek i¢cin OECD’nin kilavuzlarindan
faydalanildi (OECD, 2016b; OECD, 2016a). Yapilan on c¢alismalarda kiiltiirler
vildagliptin ve sitagliptinin farkli konsantrasyonlarina 48 saat siire ile maruz birakildi.
Prosediire uygun sekilde c¢ikarim yapilarak preparatlar hazirlandi. Degerlendirilen
preparatlardan elde edilen verilerden mitotik indeks hesaplandi. Uygulanan
konsantrasyonlardan MI’de %50’lik bir azalmaya sebep olan doz, ICsy yani inhibitdr
doz olarak belirlendi ve bu konsantrasyon calismada en yiliksek konsantrasyon olarak
secildi. ICsg dozunun yarisi ara doz, ¢eyregi ise minumum doz olarak belirlendi.

Vildagliptinin 1Csp degerini belirlemek i¢in denenen dozlar ve bu dozlara ait
MI degerleri Tablo 2’de verilmistir. Vildagliptin igin ICso dozu; yani maksimum doz
500 pg/ml olarak saptandi. 250 pg/ml ara doz, 125 pg/ml ise minumum doz olarak

belirlendi.

Tablo 2. Doz belirleme ¢alismalarinda kullanilan vildagliptin konsantrasyonlar

Uygulanan madde Konsantrasyon Mitotik indeks
DMSO 10 pl/ml 2,1
Vildagliptin 250 ng/ml 1,7
500 pg/ml 0,95
750 pg/ml 0,6
1000 pg/ml 0,55
1500 pg/ml 0,45

Sitagliptinin ICso degerini belirlemek icin denenen dozlar ve bu dozlara ait Mi
degerleri Tablo 3’de verilmistir. Sitagliptin i¢in ICsp dozu olan maksimum doz 1000
ug/ml olarak saptandi. 500 pg/ml ara doz, 250 pg/ml ise minumum doz olarak

belirlendi.

Tablo 3. Doz belirleme ¢aligmalarinda kullanilan sitagliptin konsantrasyonlar

Uygulanan madde Konsantrasyon Mitotik indeks
DMSO 10 pl/ml 2,7
Sitagliptin 150 pg/ml 1,6

250 pg/ml 1,8

500 pg/ml 1,75

750 pg/ml 1,6

1000 pg/ml 1,15

1500 pg/ml 0,45
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3.4.Kromozom Analiz Yontemi

Kan ornekleri, goniillii donorlerden alinirken heparinize edilen enjektor
kullanildi. Periferik kan orneklerinden hiicre kiiltiirii yapilmasinda ve preparat
hazirlanmasinda modifiye edilen Moorhead teknigi kullanildi (Moorhead ve ark., 1960;
Evans ve O'Riordan, 1975). Kan kiiltiirlerine, kiiltiir siiresinin bitimine 24 saat ve 48
saat kala, calisma gruplarinda kullanilacak ilaglar 6n ¢alisma sonucu belirlenen
konsantrasyonlar dikkate alinip ilave edildi.

Kiiltiirler steril sartlar altinda 2,5 ml’lik besiyerine 300 pl kan ekilerek
baslatildi ve 72 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakildi. Tiim kiiltiirlere, kiiltiir
stiresi bitiminden 1 saat once (kiiltiiriin 71. saatinde) final konsantrasyonu 0,06 pg/ml
olacak sekilde kolsisin ilave edilerek metafaz kromozomlarinin tespiti saglandi.

Siiresi tamamlanan kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi ve kiiltiir
tiiptindeki siipernatant su trompu araciligiyla ¢ekilip atildi. Tiip dibinde kalan ve
hiicreleri ihtiva eden yaklasik 1ml’lik pellet nazikg¢e karistirildiktan sonra, tiiplerin
stiine daha Once 1sitilarak 37°C’ye getirilmis olan %0,4’lik KCI hipotonik
sollisyonundan 10 ml yavas yavas ilave edildi ve tiipler 37°C’de 20 dakika bekletildi.
Siirenin sonunda, tiipler tekrar 15 dk. 1200 rpm’de santrifiij edildi. Ustte kalan
slipernatant su trompu ile alinip atildi ve tiip altindaki pellet nazikce pipetaj yapildi.

Hipotonik uygulamasindan sonra, hiicrelerin fikse edilmesi ic¢in her tiipe 3:1
oraninda metil alkol ve glisial asetik asitten hazirlanan ve buzdolabinda muhafaza
edilen soguk tespit (fiksatif) ¢ozeltisinden toplam hacim 10 ml olana kadar, yavas yavas
tiiplere ilave edildi ve pipetaj yapildi. Tipler yaklasik 20 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Sonra tiipler 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi ve iistte kalan siipernatant su
trompu ile g¢ekilip atildi. Tiip altinda toplanan pellet berraklagincaya kadar, fiksatif
uygulamasi1 3-4 kez tekrarlandi. Son santrifiij isleminden sonra, siipernatant cekilip
atild1 ve pellet birakildi.

Tiipteki siispansiyon (pellet) pasteur pipeti ile karistirtip homojen hale
getirildikten sonra, bir miktar pellet pastor pipeti ile cekilip, onceden alkolle
temizlenerek buzdolabinda saklanan soguk lamlar iizerine yayildi. Hazirlanan
preparatlar, kurumak iizere kapali bir yerde oda sicakliginda gece boyu bekletilip isleme

hazir hale getirildi. Kurumus preparatlar, sorenson tamponuyla hazirlanan %5’lik
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Giemsa boyast ile 4-5 dakika siiresince boyandi. Bir gece kurumasi beklenen preparatlar
entellan ile kapatildi

Tiim laboratuar islemlerinin tamamlanmasindan sonra, preparatlarda goriintii
kalitesi 1yi olan 100 metafaz sayisal ve yapisal KA’nin saptanmasi amaciyla
degerlendirildi (Sekil la ve Sekil 1b). Gap bdlgelerinin elektron mikroskobu ile
degerlendirilmesi sonucu bu bdlgelerde DNA ipliginde kirik veya kiriklarin olmadigi
bildirilmistir (Mace ve ark., 1978). Mace ve arkadaslarmnin onerileri dogrultusunda
gaplar kromozom anomalisi olarak kabul edilmemektedir . Her bir tiipten hazirlanan
preparatlardan 2000 hiicre degerlendirilerek bunlar arasinda béliinme halindeki (metafaz
evresinde bulunan) hiicreler saptandi ve metafaz hiicrelerinin yiizde oran1 Mi olarak
degerlendirildi.

S9 metabolik aktivasyonu icin uygulanan test protokolii:

Vildagliptin ile sitagliptin ilaglarindan olusan metabolitlerin sitotoksik ve
genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla, ticari olarak satin alinan insan S9 fraksiyonu
kullanilarak ayri1 kiiltiirler hazirlandi. Bu yolla ilag metabolitlerinin sito-genotoksik
etkileri degerlendirildi.

Hazirlanan kiiltiiriin 48. saatinde uygulanacak dozla birlikte S9 karigimi da
final konsantrasyonu %2-4 oraninda olacak sekilde kiiltire ilave edildi. 3 saat
inkiibasyona birakildi. Ardindan 2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi ve siipernatanti
atildi. Tiplere taze besi yeri eklenerek tekrar inkiibatore yerlestirildi. 71. saatte kolsisin
eklendi ve siire sonunda ¢ikarim ve boyama islemleri S9 kullanilmayan kiiltiirlerde

uygulanan yontemlere gore yapiladi.
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Sekil 1. Normal metafaz plag: (1a: 46, XY; 1b: 46 XX) (x1000)
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3.5. Mikroniikleus Analiz Yontemi

Kan ornekleri, goniilli donorlerden heparinize edilmis enjektor kullanilarak
temin edildi. Periferik kan orneklerinden hiicre kiiltiirii yapilmasinda ve preparat
hazirlanmasinda modifiye edilen Fenech teknigi kullanildi (Fenech, 2000). Kan
kiiltiirlerine, kiiltlir siiresinin bitimine 24 saat ve 48 saat kala, calisma gruplarinda
kullanilacak ilaglar 6n ¢alisma sonucu belirlenen konsantrasyonlar dikkate alinip ilave
edildi.

Kiiltiirler steril sartlar altinda 2,5 ml’lik besiyerine 300 pl kan ekilerek
baslatildi ve 68 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakildi. Tim kiiltiir tiipleri
inkiibasyona birakildiktan sonra, sitokinezi engelleyip, iki niikleuslu hiicre olusumunu
saglamak amaciyla kiiltiiriin bitimine 24 saat kala (inkiibasyonun aslangicindan 44 saat
sonra) tiiplerin her birine final konsantrasyonu 8 pg/ml olacak sekilde sitokalasin B
ilave edildi (Fenech, 2000).

Kiiltiir siiresinin bitiminde tiipler 1200 rpm’de 15 dk. santrifijlendi ve
siipernatantlar1 atildi. Tiiplerde kalan yaklagik 1 ml’lik siv1 karistirildiktan sonra tiiplere
daha 6nceden 37°C’de 1sitilan hipotonikten (%0,4 KCI) 10 ml yavas yavas ilave edildi.
Hipotonik ilave edilen tiipler 37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
tipler 1200 rpm’de 15 dk. Santrifiijlendi ve tekrar siipernatantlari ¢ekilip atildi. Daha
sonra glasiyal asetik asit/methanol/%0.9 NaCI (1/5/6 oranlarinda) karisimindan olusan 5
ml soguk fiksatif, yavas yavas damlalar halinde tiipteki sivinin iizerine ilave edildi ve
oda sicakliginda 20 dk. bekletildi. Ardindan 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi ve
siipernatant1 atildi. Daha sonra tiiplere bu defa 1 kisim asetik asit ve 5 kisim metil
alkolden (1/5) olusan ikinci fiksatif ilave edildi ve oda sicakliginda 20 dk. bekletildi. Bu
islem, tlipte kalan sivi berraklagincaya kadar 2-3 kez tekrarlandi. Son santrifiij
isleminden sonra tiiplerde yaklagik 1 ml sivi (pellet) birakildi. Tiipteki siispansiyon
pastor pipeti ile karistiritlarak homojen hale getirildikten sonra, daha 6nceden alkolle
temizlenmis ve buzdolabinda saklanan soguk lamlar iizerine yayildi. Bu sekilde
hazirlanmis preparatlar, kurumak {izere kapali bir yerde oda sicakliginda 24 saat
kurumaya birakildi.

Tamamen kuruyan preparatlar, sorenson tamponuyla hazirlanan %5°1lik Giemsa

ile 15 dakika siiresince boyandi. Gece boyu kuruyan preparatlar entellan ile kapatildi.
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MN sayisin1 belirlemek amaciyla daimi preparatlarda her tiip i¢in, iki niikleusa
sahip toplam 2000 hiicre incelendi ve bu biniikleat hiicreler igerisinden MN tasiyanlar
kaydedildi (Sekil 2). Ayrica 1 niikleus, 2 niikleus, 3 niikleus ve 4 niikleuslu hiicreler de
sayilarak NBI asagidaki formule gore hesaplandi (Sekil 3).

NBI= [(MI) + 2(MII) + 3(MIII) + 4(MIV)]/ 2000

S9 metabolik aktivasyonu icin uyqulanan test protokolii:

Vildagliptin ile sitagliptin ilaglarindan olusan metabolitlerin sitotoksik ve
genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla, ticari olarak satin alinacak insan S9
fraksiyonu kullanilarak ayri kiiltiirler de hazirlandi. Boylece ilag etken maddelerinin ve
ilag metabolitlerinin sito-genotoksik etkileri degerlendirildi.

Besiyerine kan ekildikten sonra kiiltiiriin 48. saatinde uygulanacak dozla
birlikte S9 karisimi da final konsantrasyonu %2-4 oraninda olacak sekilde ilave edildi
ve 3 saat inkiibasyona birakildi. Ardindan 2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi ve
stipernatant atildi. Tiiplere taze besi yeri ve final konsantrasyonu 8 pg/ml olacak sekilde
sitokalasin B ilave edilip tekrar inkiibatére yerlestirildi. Siire sonunda g¢ikarim ve

boyama iglemleri S9 kullanilmayan kiiltiirdekiyle ayn1 sekilde yapilda.
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Sekil 2. Normal (a) ve mikroniikleuslu (b) iki ¢ekirdekli hiicre (x400)

Sekil 3. Mononiikleat (a), biniikleat (b), triniikleat (C) ve tetraniikleat (d) hiicreler (x400)
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3.6. Kardes Kromatid Degisimi Analizi Yontemi

Kan, goniillii donorlerden heparinize edilmis enjektor kullanilarak temin edildi.
Periferik kan 6rneklerinden hiicre kiiltiirii yapilmasinda ve preparat hazirlanmasinda
modifiye edilen Speits teknigi modifiye edilerek kullanildi . Kan kiiltiirlerine, kiiltiir
sliresinin bitimine 24 saat ve 48 saat kala, ¢alisma gruplarinda kullanilacak ilaglar 6n
calisma sonucu belirlenen konsantrasyonlar dikkate alinip ilave edildi.

Kiiltiirler steril sartlar altinda 2,5 ml’lik besiyerine 300 pl kan ekilerek
baglatildi ve 72 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakildi. Kardes kromatid degisim
testi icin Speit’in gelistirdigi teknik modifiye edilerek uygulandi (Gonzalez-Gil ve
Navarrete, 1982; Speit, 1984). Tiim kiltiir tiiplerine inkiibasyona baslamadan 10 pg/ml
olacak sekilde Bromodeoksiiiridin (BrdU) (Kontas ve Atli Sekeroglu, 2015) eklendi.
Tim tiiplere kiiltlir siiresinin bitiminden 1 saat once (kiltirin 71. saatinde) final
konsantrasyonu 0,06 pg/ml olacak sekilde kolsisin eriyiginden ilave edildi

Kiiltiir siiresi bitiminde kiilttr tiipleri 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi ve
kiiltiir tiipiindeki siipernatant su trompu araciligiyla cekilip atildi. Tiip dibinde kalan ve
hiicreleri ihtiva eden yaklasik 1ml’lik pellet nazik¢e karistirildiktan sonra, tiiplerin
iistine daha Once 1sitilarak 37°C’ye getirilmis olan %0,4’lik KCI hipotonik
soliisyonundan 10 ml yavas yavas ilave edildi ve tiipler 37°C’de 20 dakika bekletildi.
Bu siirenin sonunda, tiipler 15 dk. 1200 rpm’de santrifiij edildi ve tekrar istte kalan
slipernatant su trompu ile alinip atild.

Hipotonik uygulamasindan sonra, hiicrelerin fikse edilmesi igin her bir tiipe 3:1
oraninda metil alkol ve glisial asetik asitten hazirlanan ve buzdolabinda muhafaza
edilen soguk tespit (fiksatif) ¢ozeltisi, 10 ml olacak sekilde damlalar halinde yavas
yavas ilave edildi. Yaklasik 20 dakika oda sicakliginda fiksatif ile muamele edilen
tipler 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi ve istte kalan sitipernatant su trompu ile
cekilip atildi. Tip altinda toplanan pellet berraklasincaya kadar, fiksatif uygulamasi 3-4
kez tekrarlandi. Son santrifiij isleminden sonra, siipernatant atilirken tiip altinda 1 ml
pellet birakildi. Tiipteki slispansiyon (pellet) pasteur pipeti ile karistirilip homojen hale
getirildikten sonra, bir miktar pellet pastor pipeti ile cekilip, onceden alkolle
temizlenerek buzdolabinda saklanan soguk lamlar iizerine yayildi. Hazirlanan
preparatlar, kurumak tizere kapali bir yerde oda sicakliginda gece boyu bekletilip isleme

hazir hale getirildi.
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Preparatlar %10’luk Sorenson tamponu i¢inde 256 nm. dalga boyuna sahip UV
15181 altinda 30 dk. siire ile bekletildi. Ardindan 60 °C’ye 1sitilmis 1x SSC soliisyonu
icinde 1 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Siire sonunda preparatlar %5’lik giemsa
boya soliisyonunda 20 dakika siire ile bekletilereck boyandi. Gece boyu kuruyan
preparatlar entellan ile kapatildi.

Hazirlanan preparatlarda KKD sayisi, her tiipe ait preparatlardan iyi dagilmis
ve ikinci mitozu gegiren 25 hiicrede saptandi. KKD sayisi bir kromozomun agik
boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin veya koyu boyanmis
kromatidindeki agik boyanmis parcalarin sayilmasiyla belirlendi (Sekil 4). Ayrica
preparatlarda 1. mitozu (Sekil 5) 2. mitozu (Sekil 4) ve 3. mitozu (Sekil 6) gegiren
hiicreler sayilarak asagidaki formiile gére Pi de hesaplandi, ve

Pl=[(MI) + 2(M2) + 3(M3)]/ 100

S9 metabolik aktivasyonu icin uygulanan test protokolii:

Vildagliptin ile sitagliptin ilaglarindan olusan metabolitlerin sitotoksik ve
genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla, ticari olarak satin alinan insan S9 fraksiyonu
kullanilarak ayri kiiltiirler hazirlandi. Boylece ilag metabolitlerinin sito-genotoksik
etkileri degerlendirildi.

Kiiltiirtin 48. saatinde uygulanacak dozla birlikte S9 karisimi da final
konsantrasyonu %2-4 olacak sekilde ilave edildi ve 3 saat inkiibasyona birakildi.
Ardindan 2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi ve slipernatant atildi. Taze besi yeri
eklenip tekrar inkiibatore yerlestirilen tiiplere 71. saatte kolsisin eklendi ve siire sonunda

cikarim ve boyama islemleri S9 kullanilmayan kiiltiirlerdeki gibi yapilda.
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Sekil 4. ikinci mitoz béliinme gegiren hiicre (x1000)

Sekil 5. Birinci mitoz boliinme gegiren hiicre (x1000)
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Sekil 6. Uciincii mitoz boliinme gegiren hiicre (x1000)
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3.7.Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar
3.7.1. Kullanilan Kimyasallar

3.7.1.1. Vildagliptin
Cayman firmasindan temin edilmistir.
Sinonimleri:(2S)-(((3-hydroxyadamantan-1-yl)amino)acetyl)pyrrolidine-2-carbonitrile,
Galvus, NVP-LAF237
Ticari Adlari: Galvus, Jalra, Xiliarx
Kimyasal adr: 1-[2-[(3-hydroxytricyclo[3.3.1.13,7]dec-1-yl)amino]acetyl]-2S-
pyrrolidinecarbonitrile
Molekiil agirhgr: 303,4 ¢
Saflik diizeyi: > % 98
Kaynama noktasi: - °C
Erime noktasi: 148-150 - °C
CAS No (Chemical Abstract Servis Number): 274901-16-5
Kapal formiilii: C;17H25N30-
Acik formiilii:

3.7.1.2. Sitagliptin

Cayman firmasindan temin edilmistir.
Sinonimleri: (2R)-4-OX0O-4-[3-(trifluoromethyl)-5,6-dihydro[1,2,4]triazolo[4,3-
a]pyrazin-7(8H)-yl]-1-(2,4,5-trifluorophenyl)butan-2-amine, MK-0431, Sitagliptan,
Sitagliptin phosphate, Sitagliptina, Sitagliptine, Sitagliptinum
Ticari Adlari: Januvia, Xelevia
Kimyasal adi: (3R)-3-amino-1-[5,6-dihydro-3-(trifluoromethyl)-1,2,4-triazolo[4,3-
a]pyrazin-7(8H)-yl]-4-(2,4,5-trifluorophenyl)-1-butanone, monophosphate
Molekiil agirhgi: 505.3
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Saflik diizeyi: >%98

Kaynama noktasi: 203 °C

Erime noktasi: 529,9 °C

CAS No: 654671-78-0

Kapal formiilii: C1sH;15FsNsO.H3PO,
Acik formiilii:

3.7.1.3. Dimethil Siilfoksit (DMSO)

Merck’den temin edilen DMSO, vildagliptin ve sitagliptin konsantrasyonlarinin
hazirlanmasinda ¢oziicii olarak kullanildi. Coziicii  kontrol grubunda final
konsantrasyonu, 10 pl/ml olacak sekilde ayarlandi.

Kimyasal adi: Dimethyl Sulfoxide (DMSO)
Molekiil agirhgi: 78,13 g/mol

Saflik diizeyi: >%99,7

Kaynama noktasi: 189 °C

Erime noktasi: 18.5 °C

CAS No: 67-68-5

Kapal formiilii: (CH3),SO

Acik formiilii:
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3.7.1.4.Mitomisin C (MMC)

Serva firmasindan temin edilen MMC, bu ¢alismada pozitif kontrol olarak
kullanild1. Kiiltiir tiiplerinde final konsantrasyonu 0.16 pug/ml olacak sekilde uygulanda.

Kimyasal adi: Mitomisin C

Molekiil agirhgi: 334,327 g/mol

Erime noktasi: 360°C

CAS No: 50-07-7

Saflik diizeyi: %99

Kapah formiilii: C15H;3N4O5

Acik formiilii:

3.7.1.5. Siklofosfamid (CP)

Acros organics firmasindan temin edilen CP, bu calismada S9 metabolik
aktivasyonu uygulanan kiiltiirler i¢in pozitif kontrol olarak kullanildi. Kiiltiir tiiplerinde
final konsantrasyonu 45 pg/ml olacak sekilde uygulandi.

Kimyasal adi: Cyclophosphamide

Molekiil agirhgi: 279,1 g/mol

Erime noktasi: 49-51 °C

CAS No: 6055-19-2

Saflik diizeyi: %99

Kapah formiilii: C;H;5C,N,0,P-H,0

Acik formiilii:
H
N\ //O . HEO
AR
0 Q’\,m
Cl
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3.7.1.6. Kolsisin

Periferal lenfositleri metafaz safthasinda durdurmak i¢in kullanilan Kolsemid
(Kolsisin) Biological Industries firmasindan saglandi. Kiiltiir tiiplerinde final
konsantrasyonu 0,06 pg/ml olacak sekilde uygulandi.

Kimyasal adi: Kolsemid, N-Deasetil-N-metil kolsisin

Cat. No: 12-004-1

Molekiil agirhgi: 399,4

Kapal formiilii: C,,H2sNOg

3.7.1.7. Sitokalasin-B

Sigma firmasindan saglanan sitokalasin-B, mikroniikleus yonteminde,
sitokinezi bloke etmek ve biniikleat hiicreler olusturmak i¢in kullanildi.

Kimyasal adi: Sitokalasin B

Molekiil agirhgi: 479,61 g/mol

Saflik diizeyi: > %98

CAS No: 14930-96-2

Kapal formiilii: Co9H37NOs

Acik formiilii:

3.7.1.8. 5>-Bromo-2’-deoksiiiridin (BrdU)

Sigma firmasindan temin edilen BrdU, kromozom Kkiiltiirlerine eklenebilmesi
icin saf suda 0,5g/ml olacak sekilde ¢ozelti haline getirildi. Kiiltiir tiiplerinde final
konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde uygulandi.

Kimyasal adi: 5’-Bromo-2’-deoksiiiridin

Molekiil agirhigi: 307,10 g/mol

Saflik diizeyi: % 99

CAS No: 59-14-3

Kapah formiilii: CgH1;BrN,Os
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Acik Formiil:

"E:Lj/ Br
N
P
OH
3.7.1.9. Hiicre Kiiltiirii Besiyeri
Periferal lenfosit kiiltlirii i¢in Biological Industries firmasinin irettigi RPMI
1640 (01-106-1) besiyeri kullanildi. RPMI 1640 Medyumu’nun 100 ml’ sine Fetal
Bovine Serum 20 ml; Penicillin/Streptomycin/Amphotericin ~ (PSA)  1ml,
Phytohemaglutinin M (PHA-M) 1,2 ml; L-Glutamin 2 ml eklenerek optimum
kromozom medyumu hazirlandi ve steril sartlar altinda kiiltiir tiiplerine 2,5 ml olacak

sekilde paylastirildi.

3.7.1.10. S9 karisimi

Vildagliptin ve sitagliptinin metabolize edilebilmesi i¢in Corning firmasindan
alinan insan S9 enzim fraksiyonu ve tamponlar1 kullanildi. S9 karisimi (S9 fraksiyonu;
93 ul; Tris buffer (pH=7,6) 3326 ul; NADPH B 74,4 ul; NADPH A 186 pl) hazirland:.

Kiiltiir tiiplerinde final konsantrasyonu %2-5 olacak sekilde uygulandi.

3.7.1.11. Hipotonik Cozelti
Hipotonik eriyik olarak Merck’ten temin edilen KCI’ilin saf su ile hazirlanan

%0,4’liik ¢ozeltisi kullanildi.

3.7.1.12. Fiksatif

Calismalarda 3 farkli fiksatif hazirlandi. Kullanilan glasial asetik asit ve
metanol Sigma firmasindan alindi. Kromozom analizi ve kardes kromatid degisim
analizi yontemi i¢in 1 hacim asetik asit’in 3 hacim metanol ile karigtirllmast sonucu
hazirlanan fiksatif kullanildi. Mikroniikleus testinde ise birinci fiksatif; 1 hacim glasiyal
asetik asit, 5 hacim metanol ve 6 hacim %0,9 NaCl (1/5/6 glasiyal asetik
asit/metanol/%0,9°’luk NaCI) oranlarinda hazirlandi. Mikroniikleus testinin ikinci
fiksatifi ise 1 hacim glasiyal asetik asit ve 5 hacim metanol’iin (1/5 glasiyal asetik

asit/metanol) karistirilmasi ile elde edildi.
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3.7.1.13. Sorensen Tamponu

A tamponu: 11,88 gr. Na;HPO,4 (Sigma) 1000 ml saf suda ¢oziildii

B tamponu: 9,08 gr. KH,PO,4 (Merck) 1000 ml saf suda ¢oziildii.

A ve B tamponlarn pH=6,8 olacak sekilde KH,PO, c¢ozeltisi, NaHPO,

¢Ozeltisinin tizerine eklenerek hazirlandi.

3.7.1.14. Standart Salin Sitrat (SSC) Cozeltisi

5X SSC’lik stok ¢ozelti hazirlamak igin Oncelikle 11,05 gr tri sodyum sitrat
(CsHsNazO;. 2H,0) (Merck) tartilarak bir miktar saf su igerisinde eritildi. Daha sonra
21.9 gr NaCl (Sigma) tartilarak yine saf su icerisinde ve ayri bir kapta eritildi. Ardindan
iki eriyik, bir siseye dokiilerek iyice karistirildi ve son hacim 500 ml olacak sekilde saf

su eklendi.

3.7.1.15. Giemsa
Giemsa boyas1 Merck firmasindan temin edildi. Preparatlarin boyanmasi i¢in

boyanin Sorensen tamponunda %5°lik ¢ozelti hazirlandi.

3.7.1.16. Entellan
Hazirlanan preparatlari daimi kullanim haline getirmek i¢in Merck’den temin

edilen entellan kullanildi.

3.7.1.17. immersiyon yag1
Mikroskobik degerlendirme sirasinda 100x objektif ile degerlendirme sirasinda

kullanilan immersiyon yag1 Merck firmasindan satin alindu.
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3.7.2. Kullanilan Cihazlar

3.7.2.1. Hassas Terazi
Kullanilan kimyasallari tartmak i¢in 0,0001 gr hassasiyetindeki Precisa marka

terazi kullanildi.

3.7.2.2. Biyogiivenlik Kabini
Kiiltiire eklenecek c¢ozeltilerin hazirlanmasi, steril tliplere kan ekiminin
yapilmasi ve kiiltiirlere ¢ozeltilerin eklenmesi sirasinda steril ortam saglamasi amaciyla

ESCO marka Class-II biyogiivenlik kabini kullanildi.

3.7.2.3. Inkiibator
Hiicre kiiltiiriiniin yapilmasinda ve bazi eriyiklerin 1sitilmasinda Binder marka

inkiibator kullanildi.

3.7.2.4. Santrifiij
Kiiltlirlerin sonlandirilip ¢ikarimin tamamlanmast i¢in Eppendorf marka

santrifiij kullanildi

3.7.2.5. Mikroskop
Preparatlar1 incelenmesi ve goriintiilenmesi Leica marka 1sik mikroskobu ile

gOriintli analiz sistemi ile saglandi.

3.7.2.6. Su banyosu
Cesitli c¢ozeltilerin 1sitilmas1 ve kardes kromatid degisim analiz yonteminin

preparasyon asamalarinda Termal marka su banyosu kullanildi.

3.7.2.7. UV kabin
Kardes kromatid degisimi analiz yontemi preparasyon asamalarinda Camag

marka UV kabin kullanild.
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3.8. Istatistiki Analizler

Vildagliptin ve sitagliptin etken maddelerinin genotoksik ve sitotoksik etkilerini
degerlendirmek amaciyla KA, MN ve KKD ydntemlerinden elde edilen parametreler
IBM SPSS Statistics 22 istatistik programi ile analiz edildi. Biitiin analizlerde giiven
araligi %95 olarak belirlendi (p<0-05).

Uygulanan dozlarin kendi aralarinda ve pozitif kontrol ile ¢6ziici kontrol
gruplar1 arasinda 6nemli bir farkin olup olmadiginin degerlendirilmesinde; iki ilacin 24
saat ve 48 saatlik maruziyeti ile ilgili etkilerin karsilagtirllmasinda; iki ilacin direk
etkileri ile metabolitlerinin etkilerinin karsilastirilmasinda; ANOVA, Tukey testi-Post-
Hoc analizi uygulands. Iki ilacin etkilerinin karsilastirilmasinda ve iki ilaca ait metabolit
etkilerinin karsilastirilmasinda ise t testi uygulandi.

Ayrica ortagonal polinom analizi de yapilarak doz-etki iliskisi belirlendi;

ilaveten regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi (r) bulundu.

o1



4. BULGULAR

4.1. Vildaglipitin  Etken Maddesinin  Mitotik Indeks, Kromozom
Anormallikleri ve Anormal Hiicre Ortalamasi Uzerine Etkileri

S9 metabolik aktivasyonu kullanilmayan kiiltiirlerde vildagliptinin 125 ug/ml,
250 pg/ml ve 500 pg/ml’lik dozlarinin 24 saatlik maruziyet siiresi sonunda doz artisi
baglaminda KA ve dolayisiyla anormal hiicre ortalamasi (AHO)’na sebep olacak kadar
etkili olmadig1 saptand1 (p<0,05). MI iizerinde ise doz artisina paralel olarak kiibik bir
degisim gozlendi (p<0,05) (Tablo 4).

125 pg/ml, 250 pg/ml ve 500 pg/ml’lik dozlarda uygulanan vildagliptinin, 48
saatlik maruziyet siiresi igerisinde doz artis1 ile beraber Mi, KA ve AHO’mi lineer
sekilde etkiledigi goriildii (p<0,05) (Tablo 4). Mi’de diisiis gozlenirken KA ve AHO da
yiikselme saptandi.

Tablo 4. S9 olmadan vildagliptinin farkli doz ve siire uygulamalarinin mitotik indeks, kromozomal

anomali ve anormal hiicre ortalamasi tizerine etkileri

Analiz Vildagliptin Dozlar Etki
. Standart
Edilen Muamele Kontrol 125 250 500 Hata L Q c
Parametre pg/ml pg/ml  pg/ml
Mitotik 24 saat 2,71 2,09 2,48 1,69 +0,12 * * . *
Indeks

Kromozomal =, o 1200 1175 1325 1075 +097 . . . -
Anomali

Anormal
Hiicre 24 saat 11,25 12,75 13,25 10,25 + 0,96 - R R -

Ortalamasi

Mitotik A8saat 255 184 200 134  £014 o« =  _
Indeks

Kromozomal 48 saat 3,00 8,00 12,25 13,00 +1,27 * * - -
Anomali

Anormal
Hiicre 48 saat 7,25 7,75 11,50 10,50 +0,76 * * - -

Ortalamasi

(*p<0,05; L:Lineer etki; Q:Kuadratik etki; C:Kiibik etki)
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Vildagliptinin  farkli  dozlarimin 24 saat muamele sonrasinda, kontrolle

karsiltirildiginda M1’ kiibik olarak degistirdigi belirlendi (p<0,05) (Sekil 7).

3 .
2,5
2 24
Y]
=]
£
=15
=
2
2 1 - y=-2E-05x2 + 0,0094x + 1,1792
r=1
0,5
0 T T T T ]
0 125 250 375 500 625
Uygulanan doz (pug/ml)

Sekil 7. Vildagliptinin farkli doz uygulamalarinin 24 saatlik siire igerisinde mitotik indekse

etkileri

Vildagliptinin 48 saatlik uygulamasinda, doz artisina bagli olarak KA
olusumunu arttirarak pozitif lineer etki ortaya koydugu anlasild:i (p<0,05) (Sekil 8).
Ayni1 sekilde anormal hiicre ortalamasinda da lineer artis gosterdigi belirlendi (p<0,05)
(Sekil 9). Ayrica uygulanan doz arttik¢a mitotik indeksin negatif lineer sekilde etkilenip
diistiigii gozlendi (p<0,05) (Sekil 10).
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Sekil 8. Vildagliptinin farkli doz uygulamalarimin 48 saatlik siire igerisinde kromozomal

anomali olusumuna etkileri
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Sekil 9. Vildagliptinin farkli doz uygulamalarinin 48 saatlik siire igerisinde anormal hiicre

ortalamasina etkileri
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Sekil 10. Vildagliptinin farkli doz uygulamalarinin 48 saatlik siire igerisinde mitotik indekse

etkileri
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S9 metabolik aktivasyon karigimi ile muamele edilen kiiltiirlerde doz artisi ile

ters orantili olarak MI’in diismesine sebep oldugu ve Mi’i negatif yonde lineer olarak

etkiledigi saptand1 (p<0,05) (Sekil 11). Metabolitlerin doz artis1 dogrultusunda KA

olusumu ve dolayisiyla AHO iizerinde istatistiki agidan fark gosterecek kadar etkili

olmadigi gorildi (p<0,05) (Tablo 5).

Tablo 5.

S9 varhiginda vildagliptinin farkli uygulamalarinin mitotik indeks, kromozomal

anomali ve anormal hiicre ortalamasi lizerine etkileri

Analiz Vildagliptin Dozlar: Etki
] Standart
Edilen Muamele  Kontrol 125 250 500 Hata Lo o
Parametre pg/ml pg/ml ng/ml
Mitotik S9
. 2,84 2,64 2,56 2,14 +011 * * - -
Indeks karigimi
Kromozomal S9
. 10,50 15,00 13,25 14,00 +471 - - - -
Anomali karigimi
Anormal o
Hiicre 10,00 14,00 11,50 11,25 +1,35 - - - -
karigimi
Ortalamasi

(*p<0,05; L:Lineer etki; Q:Kuadratik etki; C:Kiibik etki)
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Sekil 11. Uygulanan farkli dozlardaki vildagliptin metabolitlerinin mitotik indekse etkileri
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4.2. Vildagliptin Etken Maddesinin Niikleer Béliinme Indeksi

Mikroniikleus Olusumu Uzerine EtKisi

ve

125 pg/ml, 250 pg/ml ve 500 pg/ml’lik vildagliptin dozlarimin 24 saatlik

uygulamas1 sonucunda NBI’nin diisme egilimi tasidig1 goriildii. Fakat dozlar arasinda

istatistiki agidan fark gosterecek kadar degisim saptanmadi (p<0,05). MN olusumu ise,

doz artisiyla ters iliskili olarak azalis gosterse de istatistiki olarak anlamli bir fark

saptanmadi (p<0,05) (Tablo 6).

Farkli vildagliptin dozlarinin 48 saatlik uygulamasinin, doz artisina bagh

olarak NBi’ne ve MN olusumuna istatistiki acidan etkili olmadig1 saptand: (p<0,05)

(Tablo 6).
Tablo 6. S9 olmadan vildagliptinin farkli uygulamalarinin niikleer bolinme indeksi ve
mikroniikleus olusumu iizerine etkisi
Analiz Vildagliptin Dozlar: Etki
Edilen Muamele  Kontrol 125 250 500 St&r;c::rt P L o c
Parametre pg/ml pg/ml pg/ml
Niikleer
Boliinme 24 saat 1,98 1,98 1,95 1,89 0,04 - - - -
indeksi
Mikroniikleus >/ 3t~ 038 035 020 025 0038 - - - -
Yiizdesi
Niikleer
Boliinme 48 saat 1,98 1,91 1,89 1,99 0,03 - - - -
indeksi
Mikrontkleus o Gaat 0,44 028 036 0,21 004 - - - -
Yiizdesi

(*p<0,05; L:Lineer etki; Q:Kuadratik etki; C:Kiibik etki)
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S9 metabolik aktivasyon karisimi ile muamele edilen kiiltiirlerde doz artiginin

aksine, NBI’nde diisiis oldugu halde doz etkileri arasinda istatistiksel agidan anlaml1 bir

fark gostermedigi saptandi (p<0,05). MN olusumuna etkisinin da, doz artisyla ters

iligkili olarak azaldig1 gozlendi. Fakat sonuglar arasinda istatistiksel agidan fark

goriilmedigi anlasildi (p<0,05) (Tablo 7).

Tablo 7. Vildagliptin metabolitlerinin niikleer boliinme indeksine ve mikroniikleus olusum

oranlarina etkileri

Analiz Vildagliptin Dozlar1 Standart Etki
Edilen Muamele Kontrol 125 250 500 Hata P L o c
Parametre pg/ml pg/ml pg/ml
Niikleer 9
Boéliinme 1,97 1,99 1,98 1,96 + 0,03 - - - -
Indeksi karigimi
Mikroniikleus S9 0.40 041 0,32 0,19 +006 - - - -

Yiizdesi karigimi

(*p<0,05; L:Lineer etki; Q:Kuadratik etki; C:Kiibik etki)
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4.3. Vildagliptin Etken Maddesinin Proliferasyon iIndeksi ve Kardes
Kromatid Degisimi Uzerine Etkisi

Vildagliptinin farkli dozlarinin 24 saatlik uygulama siiresi icinde Pi’ne etkili
olmadig1 goézlendi (p<0,05). KKD oraninin doz artisiyla ters orantili olarak azaldig:
gozlense de istatistiki agidan anlamli bir fark gostermedigi anlasildi (p<0,05) (Tablo 8).

Vildagliptinin farkli dozlarmnin 48 saatlik uygulama siiresi iginde Pi’ne ve
KKD oranina yaptig1 etkiler arasinda doz artisina paralel olarak, istatistiksel bir fark
gostermedigi saptandi (p<0,05) (Tablo 8).

Tablo 8. 24 saatlik vildagliptin uygulamasinin proliferasyon indeksi ve kardes kromatid

degisim oranina etkisi

. Vildagliptin Dozlar: Etki

Analiz Standart

Edilen Muamele Kontrol 125 250 500 Hata P L o c
Parametre pg/ml  pg/ml  pg/ml
Proliferasyon 5, 2t 256 258 267 263 +002 - - - -
Indeksi

Kardes

Kromatid 24saat 17450 17350 16400 15375 +593 - - - -
Degisimi

Sayisi
Proliferasyon g ot 2,43 251 251 248  +002 - - - -
Indeksi

Kardes

Kromatid o ot 17475 17575 180,00 18800 +1019 - - - -
Degisimi

Sayisi

(*p<0,05; L:Lineer etki; Q:Kuadratik etki; C:Kiibik etki)
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S9 metabolik aktivasyon karisimi ile muamele edilen kiiltiirlerde PI ve KKD

orani tizerinde istatistiki agidan fark gosterecek kadar etki yapmadigi saptandi (p<0,05) (Tablo

9).
Tablo 9. Vildagliptin metabolitlerinin proliferasyon indeksi ve kardes kromatid degisim
oranina etkisi
An'aIIZ Vildagliptin Dozlar: Standart Etki
Edilen Muamele  Kontrol 125 250 500 Hata L c
Parametre ng/ml  po/ml  pg/ml Q
Proliferasyon S9
Indeksi karisimi 1,97 1,94 1,93 1,94 0,01 7 )
Kardes
Kromatid S9
Degisimi B 139,00 159,00 146,75 156,50 6,11 - - - -
Sayisi

(*p<0,05; L:Lineer etki; Q:Kuadratik etki; C:Kiibik etki)
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4.4.Vildagliptinin Kromozomal Anomali, Mikroniikleus Ve Kardes
Kromatid Degisimi Testlerinden Elde Edilen Parametrelerin Pozitif Kontrol,
Coziici Kontrol ve Uygulanan Diger Dozlara Ait Parametreler lle

Karsilastirilmasi

4.4.1. Vildagliptin Uygulanmas1 Sonucu Elde Edilen Mitotik Indeks,
Kromozomal Anomali, ve Anormal Hicre Ortalamasina Ait Verilerin
Karsilastirnlmasi

24 saatlik vildagliptin uygulamasinda, biitiin doz uygulamalarindan elde edilen
ortalama KA sayisi ile AHO bulgular ¢oziicii kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel
bir farkin olmadig1 goriildii. Fakat elde edilen sonuglar, pozitif kontrolden onemli
derecede farklilik gésterdi. En yiiksek vildagliptin dozu, MI iizerinde ¢oziicii kontrole
ve ara doza gore farkliliga sebep olurken pozitif kontrolle karsilagtirildiginda farklilik
goriilmedi. Ara dozun ise, ¢oziicii kontrole ve minumum doza gore istatistiki agidan
fark gosterdigi, pozitif kontrol ve en yiiksek dozdan ise farkli olmadigi belirlendi. En
diisiik doz da kontrollerden ve diger dozlardan farkli sonug¢ vermedi (p<0,05) (Tablo
10).

Vildagliptinin 48 saatlik uygulamasindan, ortalama KA sayisinda doz artigina
paralel olarak artig goriildiiyse de istatistiki olarak anlamli bir fark saptanmadi. KA
sayist ve AHO degerlerinin ¢oziicli kontrolle karsilastirilmast sonucu istatistiksel bir
fark goriilmedi. Fakat elde edilen sonuglarin, pozitif kontrolden farkli oldugu anlagild.
Uygulanan en yiiksek vildagliptin dozuyla ilgili olarak, mitotik indeksin ¢oziicii
kontrolle karsilastirilmasi sonucu farklilik saptanirken, pozitif kontrol ve diger dozlara
gore farklibk saptanmadi. Vildagliptinin ara ve minumum dozlarmin MI agisindan
kontrollerle ve diger dozlarla farklilik gostermedigi belirlendi (p<0,05) (Tablo 10).

Vildagliptin uygulamalari sonucu fragment (Sekil 12), kromozom kirig1 (Sekil
13), kromatid kirig1 (Sekil 14), kardes kromatid birlesmesi (Sekil 15), halka kromozom,
minute, double minute, poliploidi (Sekil 16), sentromer ayrilmasi, ve endoreduplikasyon
(Sekil 17) gozlendi.
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Tablo 10. S9 olmadan vildagliptinin farkli uygulamalari sonucunda elde edilen mitotik indeks, kromozomal anomali ve anormal hiicre

verilerin karsilastirilmasi

ortalamasina ait

Kromozomal anomali tipi

= ED <) é g g g % §
Test Maddesi 2 B L E] z § E s g8 _ 2
E = o E B0 IS) E g E T X  Toplam
(konsantrasyon) e g s 5 E m 3 IS A e TS = Ortalama KA +SE AHO +SE MI+SE
Muamele £ & & 2 5 ¥ S ¢ £ = ¥ 3 © KA
15 N 2 = 2 < = ~ 9 = X = S
g = o = 2 151 < g 5 = [<} D
s § « 3 E £ s £ £ & 5
23 2 E f E 4 8 2
» [a) w
PMSO 24sat 24 11 7 1 0 0 0 0 o 0o 2 o 48 12,00 + 20,45 1125 £2,32 2,71+0,16
(10 pl/ml)
MMC
24saat 134 262 71 18 1 10 14 0 O 0 0 2 0 512 128,00 + 80,57 71,25 £2,56 1,60+0,21
(0,16 pg/ml)
Vildagliptin 24saat 25 18 0 0 O 1 0 1 0 0 0 2 0 47 11,75£2036a  1275+229a  2,09+0,16
(125 pg/ml)
Vildaglipti
Hldagliptin 24sat 21 15 7 1 0 1 0 0 4 0 0 2 2 53 1325+£2043a  13.25+243a  248+009ae
(250pg/ml)
Vildaglipti
tldagliptin 24saat 15 14 6 0 0O 2 0 1 4 0 0 1 0 43 1075+048a  1025+025a  169+012bd
(500 pg/ml)
DM
SO 48sat 9 7 5 1 0 2 0 0O 1 0 3 0 0 28 3,00+ 1,91 7,25+1,38 2,55+0.30
(10 pl/ml)
MMC
48saat 216 329 348 15 2 0 13 1 0O 0 0O 5 0 1051 262,75 + 33,48 93,25 + 1,65 1,15+0,32
(0,16 pg/ml)
Vildagliptin = ot 13 9 6 0 0 0 0 O 4 0 0 O 0 32 8.00+2,04 2 775+189a  184+007
(125 pg/ml)
Vildagliptin 48saat 22 19 5 1 0 0O 0O 0O 2 0O 0 0 O 49 1225+144a  1150+132a  2,00+0,08
(250pg/ml)
Vildaglipti
" cagiiptin 48saat 26 16 3 1 1 0O 0O O 4 0 0 1 0 52 1300£1,15a  1050+029a  134+018b

(500 pg/ml)

(p<0,05; a:pozitif kontrolden farkli; b:¢oziicii kontrolden farkls; ¢: 125 pg/ml’ den farkls; d: 250 pg/ml’ den farkls; e: 500 pg/ml” den farkli)



S9 metabolik aktivasyon karisimi ile muamele edilen kiiltiirlerde, KA oranini
ve AHO’n1 sadece pozitif kontrolden farklilik gdsterecek sekilde etkiledigi saptandi. MI
degerlerinde ise ¢oziicii kontrolden, pozitif kontrolden ve diger dozlardan farkli
sonuglar gozlenmedi (p<0,05) (Tablo 11).

Vildagliptin metabolitlerinin uygulamalari sonucu fragment, kromozom kirigi,
kromatid kirigi, minute (Sekil 18), double minute, poliploidi, sentromer ayrilmasi, ve

endoreduplikasyon gézlendi.
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Tablo 11. S9 metabolik aktivasyon sonrasi ortaya ¢ikan vildagliptin metabolitlerinin uygulanmasi sonucunda elde edilen mitotik indeks, kromozomal

anomali ve anormal hiicre ortalamasina ait verilerin pozitif kontrol ve ¢6ziicii kontrol ile karsilastirilmasi

Kromozomal anomali tipi

- A IS =

. - ol =) = < o o

Test Maddesi ST 2 z 6 E § X 2

(konsantrasyon) Muamele &5 < £ o &2 M S T g E T 8 Toplam  Ortalama KA AHO +SE MI+SE
= E & 5 Em 3 § & £ g 8 F KA +SE

£ 8 2 & @ ¥ 2 £ 535 x £ & 3

E ¢ 8 3 5 X § £ £ T £ B 3

e g U 3 E £ 5 £ £ o 3

Mg a - A @ g

1) ) Ll
(1%“;'1?121) kar?;nn 9 12 5 1 0 0 0 0 0 0 1 4 0 42 10,50 42,53 10,00 + 2,04 2,844 0,33
45 Eg/ml) kar?;ml 54 64 15 0 0O 2 0 0 0 0 0 2 0 137 34,25+ 1,25 28,25+1,11 2,10+0,33
ngaglgl/?:lllr; kar?;ml 29 19 8 2 0 1 0 0 1 0 0 0 o 60 15,00+ 2,04 a 1400+ 1,08 a 2,64+0,14
\(/ZI!S%?gI;fIEIlr)] kar?;ml 17 24 10 0 O 1 0 0 1 0 0 0 o 53 13,25+ 4,96 a 1150+ 4,33 a 2,56 + 0,09
Vildagliptin S9 % 14 14 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 56 1400+4,71a  11,25+3,07a 2,14+0,17

(500 pg/ml) karigimi

(p<0,05; a:pozitif kontrolden farkli; b:¢oziicii kontrolden farkli; ¢: 125 pg/ml” den farkls; d: 250 pg/ml’ den farkls; e: 500 pg/ml” den farkli)



Sekil 12. Fragment (Vildagliptin 250 pg/ml, 24 saatlik uygulama) (x1000)

Sekil 13. Kromozom kirig1 (Vildagliptin 500 pg/ml, 48 saatlik uygulama) (x1000)
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Sekil 14. Kromatid kirig1 (Vildagliptin 125 pg/ml, 24 saatlik uygulama) (x1000)

Sekil 15. Kardes kromatid birlesmesi (Vildagliptin 500 pg/ml, 24 saatlik uygulama) (x1000)
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Sekil 16. Poliploidi (Vildagliptin 125 pg/ml, 24 saatlik uygulama) (x1000)

Sekil 17. Endoreduplikasyon (Vildagliptin 250 pg/ml, 24 saatlik uygulama) (x1000)
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Sekil 18. Minute (Vildagliptin 125 pg/ml, S9 metabolik aktivasyonu) (x1000)
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4.4.2 Vildagliptin Uygulanmas1 Sonucu Elde Edilen Niikleer Boéliinme
Indeksi ve Mikroniikleus Olusumuna Ait Verilerin Karsilastirllmasi

Vildagliptinin farkli dozlarinin 24 saatlik uygulamasi sonucunda, MN yiizdelik
oranininda ¢oziicii kontrolden istatistiksel olarak bir farklilik saptanmadi. Fakat
sonuglar pozitif kontrolle karsilastirildiginda anlamli fark oldugu ortaya ¢ikti. NBi’nde
ise uygulanan tiim dozlarin ¢6ziicii kontrolden farkli olmadigi goriildii. Uygulanan
dozlarin NBI sonuglar1 pozitif kontrol ile karsilastirildiginda, yalnizca minumum dozla
ilgili bulgular arasinda istatiktiksel agidan 6nemli bir fark saptand: (p<0,05) (Tablo 12).

Tiim dozlarin 48 saatlik uygulamasinin ardindan, MN yiizdelik oran1 ¢oziicii
kontrolle karsilagtirildiginda istatistiksel olarak bir fark saptanmadi. Tiim dozlarin MN
oranlart igin pozitif kontrolle karsilastirildiginda, istatistiksel olarak fark oldugu
anlasildi. NBI, doz artisma ters orantili olarak azalasa da uygulanan dozlarla ilgili
bulgularin ¢o6ziicii kontrolden farkli olmadigi saptandi. Fakat biitiin dozlarin pozitif
kontrolden istatistiki agidan farklilik gosterdigi goriildii (p<0,05) (Tablo 12).

Vildagliptin uygulamalart sonucunda elde edilen preparatlarda degerlendirilen
bir mikroniikleuslu (Sekil 19a) ve iki mikroniikleuslu (Sekil 19b) biniikleat hiicreler

gozlenmistir.

1

10 ym

a b 10 ym
fre—

Sekil 19. 1 mikroniikleuslu (a) ve 2 mikroniikleuslu (b) biniikleat hiicre (Vildagliptin 250 pg/ml, 48
saatlik uygulama) (x400)
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Tablo 12. S9 olmadan vildagliptinin farkli uygulamalari sonucunda elde edilen niikleer boliinme indeksi ve mikroniikleus olusumuna ait verilerin

MN Sayisina Gére Iki Nukleuslu

Nukleus Sayisina Gore

Test Maddesi - ) : -
(konsantrasyon) Muamele Hiicre Sayist % MN=SE Hicrelerin Dagilim NBI+SE
0 1 2 >3 1 2 3 4
DMSO odsaat 7970 30 S 0,38+ 0,08 731 2916 53 300 198 0,07+ 0,38
(10 pl/ml)
MMC 24saat 7779 216 5 - - 2,76 £ 0,44 1917 2077 1 9 1,53 0,13+2,76
(0,16 pg/ml)
Vildagliptin 24saat 7972 25 3 . 0,35+ 0,05 a 781 2844 60 320 198 0,05+035a
(125 pg/ml)
Vildagliptin 24saat 7977 23 A 0,29+ 0,06 a 767 2918 47 266 195 0,07+ 0,29
(250pg/ml)
Vildagliptin 24 saat 7080 19 1 - 0,25+0,07 a 1041 2682 71 236 1,89 0,16+ 0,25
(500 pg/ml)
DMSO A8saat 7965 32 o 1 - 0,44+0,13 731 2916 53 300 198 0,03 + 0,44
(10 pl/ml)
MMC 48saat  g755 1088 143 - - 15,39 + 3,00 1917 2077 1 9 1,41 0,06 + 15,39
(0,16 pg/ml)
Vildagliptin 48saat 7978 22 L 0,28+0,07a 781 2844 60 320 1,91 0,09+0,28 a
(125 pg/ml)
Vildagliptin 48saat 7968 29 Sl 0,36+0,07 a 767 2918 47 266 1,89 0,07+0,36a
(250pg/ml)
Vildagliptin 48saat 7983 15 oL 0,21 0,07 a 1041 2682 71 236 199 0,05+021a

(500 pg/ml)

(p<0,05 a:pozitif kontrolden farkli; b:¢oziicti kontrolden farkls; ¢: 125 pg/ml’ den farkli; d: 250 pg/ml’ den farkls; e: 500 pg/ml’ den farklr)



Vildagliptin metabolitlerinin farkli dozlar1 arasinda, MN oranlar;, ve NBI
acisindan farklilik olugmadig: tespit edildi. Metabolitlere ait MN oranlarinin ¢oziicii
kontrolden farkli olmadig, fakat pozitif kontrole gore farkli oldugu anlasildi. Minumum
doz ve ara dozun NBI bakimindan ¢oziicii kontrolden istatistiksel olarak farkli sonuglar
cikarmadigi, fakat pozitif kontrolden nemli derece farkli oldugu anlasildi. Maksimum
doza ait NBI’nin kontrollere gore farkli olmadig1 saptandi (p<0,05) (Tablo 13).
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Tablo 13. S9 varliginda vildagliptinin farkli uygulamalar1 sonucunda elde edilen niikleer boliinme indeksi ve mikroniikleus olusumuna ait verilerin

karsilastirilmasi
Test Maddesi MN Sayisina Gore Iki Nukleus Sayisina Gore
Muamele Nukleuslu Hiicre Sayisi % MN=+SE Hiicrelerin Dagilimi NBI+SE
(konsantrasyon) 0 1 > 3 >3 1 2 3 2
DMSO SO karnigmm 7968 29 3 - - 0,40+ 0,11 731 2916 53 300 1,97+ 0,09
(1pl/ml)
cP S9 karigimi 7831 161 8 - - 2,11+0,26 1968 1722 135 175 1,63 0,09
(45 pg/ml)
Vildagliptin SO kangimi 7967 31 2 - - 041+0,13a 781 2844 60 320 1.99+0,05a
(125 pg/ml)
Vildagliptin SO kangimi 7974 23 3 - - 033+0,13a 767 2918 47 266 1.98+0,10a
(250pg/ml)
Vildagliptin S kansimi 7985 14 1 - - 0,19+0,09a 1041 2682 71 236 1,96 £ 0,05 -

(500 ug/ml)

|
= <0,05; a:pozitif kontrolden farkli; b:¢6ziicii kontrolden farkli; ¢: 125 pg/ml’ den farkls; d: 250 pg/ml” den farkls; e: 500 pg/ml’ den farkli)



4.4.3.Vildagliptin Uygulanmasi Sonucu Elde Edilen Proliferasyon Indeksi
ve Kardes Kromatid Degisimi Ortalamasina Ait Verilerin Karsilastirilmasi

Vildagliptinin 125 pg/ml, 250 pg/ml ve 500 pg/ml’lik dozlarmin 24 saatlik
maruziyet siiresi sonunda PI ve KKD orani bakimindan ¢oziicii kontrole gore farkli
saptandi. Pozitif kontrolle karsilastirildiginda da istatistiksel olarak farklilik olmadig
anlasildi (p<0,05) (Tablo 14).

Vildagliptinin ii¢ dozunun 48 saatlik maruziyeti sonucunda PI ile KKD
oraninin, ¢oziicli kontrol verilerinden farkli olmadig: goriildii. Fakat elde edilen veriler
pozitif kontrolle karsilastirildiginda, veriler arasinda anlamli fark gézlendi (Tablo 14).

KKD’ni belirlemek i¢in degerlendirilen 2. mitoz 6rnegi Sekil 20°de verilmistir.

W B DSt S5 S,
TR
1 ’/}\- :\ \‘

R L N \\-

.
\\\“ s
. /.,
i : ( i\

e —r
”

10 ym

Sekil 20. 2. mitoz gegiren hiicre, kardes kromatid degisim sayis1 11 (Vildagliptin 250 pg/ml, 48 saatlik
uygulama) (1000x)
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Tablo 14. 24 saatlik vildagliptin uygulanmasi sonucunda elde edilen proliferasyon indeksi ile kardes kromatid degisimi oranina ait verilerin pozitif kontrol

ve ¢oziicii kontrol ile karsilagtiriimasi

1.mitoz 2.mitoz  3.mitoz .
Test Maddesi iren iren iren M ™ Toplam
Muamele ge.(.; p ge.(.; d ge? © Maksimum KKD Ortalama KKD +SE PI+SE
(konsantrasyon) hiicre hiicre hiicre
KKD sayisi sayi1si
sayisi sayisi sayisi1
DMSO
24 saat 20 137 243 159 - 194 698 174,50 £ 7,31 2,56 + 0,06
(10 pl/ml)

MMC 1.183,75 + 111,69 2,22 + 0,03
(0,16 pg/ml) 24 saat 28 256 116 975 - 1429 4735 : , ) ) )
Xlzlzasg/?::g 24 saat 38 122 250 148 - 201 694 173,50 + 12,55 a 2,58 0,04 a
\(/;'S%?g"/f;:;‘ 24 saat 15 100 85 145 - 208 656 164,00 + 14,75 a 2,68+ 0,02 a
zgi(l)((j)aglgi/?:lr)] 24 saat 16 118 266 119 - 215 615 153,75+ 13,42 a 2,63+0,04 a

(1?)'\:521) 48 saat 42 143 215 119 - 215 699 174,75 + 20,27 2,43 + 0,06

MMC 2.997,00 + 380,60 1,74 +£ 0,13
(0,16 pg/ml) 48 saat 108 290 2 2380 - 4049 11988 . ) ) ) ;
Xiz";agg/'znﬁlr)‘ 48saat 24 149 227 160 - 199 703 175,75+ 9,20 a 2,51+0,06 a

1)
}g;%ai’gl;ﬂ;? 48 saat 18 162 220 141 - 237 720 180,00 + 20,47a 2,51+0,01a
Vildagliptin 48 saat 27 156 217 03 - 243 752 188,00+ 33,54 a 2,48 + 0,06 a

(500 pg/ml)

(p<0,05; a:pozitif kontrolden farkls;

b:¢oziicii kontrolden farkli; c:

125 pg/ml’ den farkli; d: 250 pg/ml’ den farkli; e:

500 pg/ml” den farkli)



S9 varliginda ortaya ¢ikan metabolitlerin, proliferasyon indeksi ile kardes
kromatid degisim orani verileri, ¢oziicii kontrolle karsilastirildiginda 6nemli bir farkin
olmadig1 belirlendi. Metabolit verileri ile pozitif kontrol verileri karsilastirildiginda, iki

grup veri arasinda istatistiksel bir fark goriildi (p<0,05) (Tablo 15).
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Tablo 15. S9 metabolik aktivasyon sonrasi ortaya ¢ikan vildagliptin metabolitlerininin sebep oldugu proliferasyon indeksi ile kardes kromatid

degisimi oranina ait verilerin pozitif kontrol ve ¢dziicii kontrol ile karsilastirilmasi

1.mitoz 2.mitoz 3.mitoz .
Test Maddesi geciren gegiren geciren - Toplam
Muamele . . , Maksimum Ortalama KKD +SE PI+SE
(konsantrasyon) hiicre hiicre hiicre KKD sayist
KKD sayis1
Sayisi Sayisi Sayisi
DMSO 59 44 324 32 115- 174 556 139,00 + 14,16 1,97 +0,02
(10 pl/ml) karigimu
CP S9
100 297 3 532 - 628 2310 577,50 + 22,14 1,76 £ 0,02
(45 pg/ml) karigimi1
Vildagliptin 59 49 328 23 136 - 188 636 159,00 + 12,38 1,940,022
(125 pg/ml) karigimi
Vildagliptin 59 146,75 + 13,09 a 1,93+ 0,02 a
(250ug/ml) Karisims 51 327 22 126 - 185 587 , ) ) )
Vildagliptin 59 45 333 22 127 - 181 626 156,50+ 11,71 a 1,94+002a

(500 pg/ml) karisimi

(p<0,05; a:pozitif kontrolden farkli; b:¢éziicii kontrolden farkli; c¢: 125 pg/ml’ den farkli; d: 250 pg/ml® den farkli; e: 500

pg/ml’ den farkli)



4.5.Vildagliptinin Kromozom Analizi, Mikroniikleus ve Kardes Kromatid
Degisim Yontemleri ile Elde Edilen Parametreler Arasindaki iliski

Vildagliptinin kromozom analizi, mikroniikleus ve kardes kromatid degisim
yontemleri ile testlerinden elde edilen parametreleri arasindaki iligski korelasyon analizi
ile degerlendi. Bu amacla;

a) Kromozomal anomali-Mikroniikleus orani

b) Kromozomal anomali-Kardes kromatid degisimi orani

c) Kardes kromatid degisimi-Mikroniikleus orani

d) Mitotik indeks-Anormal hiicre ortalamasi

e) Mitotik indeks-Niikleer boliinme indeksi

f) Mitotik indeks-Proliferasyon indeksi

g) Niikleer boliinme indeksi-Proliferasyon indeksi arasindaki iligkiler incelendi
ve anlamli bulunan sonuglarin regresyon grafigi cizilerek regresyon denklemi ve
korelasyon katsayis1 hesaplandi.

Vildagliptinin 125 pg/ml’lik dozunun 24 saat siire ile uygulanmasi sonucunda
MN vyiizdesi ile KA arasinda 0,981 korelasyon katsayisi ile %98,1 oraninda iliski ile
pozitif korelasyon saptandi (p<0,05) (Sekil 21).

0,6 -
y=-0,0225x+ 0,614
0,5 r=0,981
B
-1}
=04
>
5
203 ¢
-
5 0,2
z
0,1
0 T T T T T T |
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Kromozomal anomali

Sekil 21 125 pg/ml’lik vildagliptinin 24 saatlik uygulamasi sonucunda mikroniikleus orani ile
kromozomal anomali orami arasindaki iligkiyi goGsteren regresyon grafigi ve

korelasyon katsayisi
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Vildagliptinin 500 pg/ml’lik dozunun 48 saat siire ile uygulanmasi sonucunda
Pi ile MI arasinda %95,5 oraninda negatif korelasyon saptandi. Korelasyon katsayis1 -
0,955 olarak hesapland: (Sekil 22). KKD ile MN yiizdesi arasinda da negatif korelasyon
belirlendi. Korelasyon katsayisinin -0,976; iki veri arasindaki iliskinin %97,6 oraninda

oldugu saptand1 (p<0,05) (Sekil 23).

2,65 -
y =-0,3145x+ 2,8957
r=-0,955
2,55 -
2,5 -

2,45 -

Proliferasyon indeksi

2,4

2,35 -

2,3 T T T 1
0 0,5 1 1,5 2

Mitotik indeks

Sekil 22. 500 pg/ml’lik vildagliptinin 48 saatlik uygulamasi sonucunda proliferasyon indeksi

ile mitotik indeks arasindaki iligkiyi gosteren regresyon grafigi ve korelasyon katsayisi

0,45 -
’ y =-0,0021x+ 0,6053

0,4 - r=-0,976

0,35 -

&
w

0,25 + 4

&
8]

Mikroniikleus Yiizdesi
p
=
(¥,

=}
*

0,05 -

0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Kardes kromatid degisimi

Sekil 23. 500 pg/ml’lik vildagliptinin 48 saatlik uygulamasi sonucu mikroniikleus orani ile
kardes kromatid degisim orani arasindaki iligkiyi gosteren regresyon grafigi ve

korelasyon katsayisi

500 pg/ml’lik dozun metabolitlerinin uygulanmasi sonucunda ilgili

veriler arasinda arasinda bir korelasyon saptanmadi (p<0,05).
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4.6.Vildagliptin Etken Maddesinin Uygulama Durumuna Gore
Genotoksik ve Sitotoksik Etkilerinin Karsilastirilmasi

4.6.1. 125 pg/mP’lik Vildagliptin Dozuna Ait Verilerin Karsilastirilmasi

Vildagliptinin 125 pg/ml’lik konsantrasyonun 24 saatlik ve 48 saatlik etkileri
ile bu maruziyet siirelerinin metabolitlerin etkileri ile karsilastirilmasi sonucunda MI ve
Pi’nde farkliliklar oldugu gbriildii (p<0,05) (Tablo 16). MI’in metabolitlerin uygulandig1
grupta hem 24 saatlik (Sekil 24) hem de 48 saatlik etki siiresine (Sekil 25) gore daha
yiiksek oldugu saptandi. PI’nin ise metabolitlerin uygulandig1 grupta 24 saatlik (Sekil
26) ve 48 saatlik (Sekil 27) etki siiresine gore daha diisiik oldugu belirlendi.

Tablo 16. 125 pg/ml’lik vildagliptin konsantrasyonuna ait verilerin karsilastirilmasi

Degerlendirilen parametre Uygulama Ortalama + Standart Hata
Mitotik indeks 24 saat 2,09+0,16 c
48 saat 1,84+0,07c
Metabolitler 2,64+0,144a,b
Kromozomal Anomali 24 saat 11,75+ 2,36
48 saat 8,00 £ 2,04
Metabolitler 15,00 + 2,04
Anormal Hiicre Ortalamasi 24 saat 12,75+ 2,29
48 saat 7,75+ 1,89
Metabolitler 14,00 + 1,08
Proliferasyon indeksi 24 saat 2,58+0,04c
48 saat 251+0,06¢
Metabolitler 194+0,024a,b
Kardes Kromatid Degisimi 24 saat 173,50 £ 12,55
48 saat 175,75+ 9,20
Metabolitler 159,00 + 12,38
Niikleer Boliinme indeksi 24 saat 1,98 +0,05
48 saat 1,91+0,09
Metabolitler 1,99+ 0,05
Mikroniikleus 24 saat 0,35+ 0,05
48 saat 0,28 + 0,07
Metabolitler 0,41+0,13

(p<0,05; a: 24 saatlik uygulamadan farkli, b:48 saatlik uygulamadan farkli, c: Metabolitlerden farkli)
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Mitotik indeks

NN

Dogrudan 125 pg/ml 125 pg/ml'm metabolitleri

Sekil 24. 125 pg/ml’lik vildagliptin metabolitlerinin ve 125 pg/ml’lik vildagliptinin 24 saatlik

maruziyet siiresinin mitotik indekse etkileri

Mitotik indeks

2.5

>

: %

0,5

>

Dogrudan 125 pg/ml 125 pg/ml'n
metabolitleri

Sekil 25. 125 pg/ml’lik vildagliptin metabolitlerinin ve 125 pg/ml’lik vildagliptinin 48 saatlik

maruziyet siiresinin mitotoik indekse etkileri
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Proliferasyon indeksi

25 7
15

05

Dogrudan 125 pg/ml 125 pg/ml'in metabolitleri

Sekil 26. 125 pg/ml’lik vildagliptin metabolitlerinin ve 125 pg/ml’lik vildagliptinin 24 saatlik

maruziyet siiresinin proliferasyon indeksine etkileri

Proliferasyon indeksi

1z
17

0,5

>

Dogrudan 125 pug/ml 125 pg/ml'n
metabolitleri

Sekil 27. 125 pg/ml’lik vildagliptin metabolitlerinin ve 125 pg/ml’lik vildagliptinin 48 saatlik

maruziyet siiresinin proliferasyon indeksine etkileri
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4.6.2.250 ng/ml’lik Vildagliptin Dozuna Ait Verilerin Karsilastirilmasi

Vildagliptin etken maddesinin ara doz olarak belirlenen 250 pg/ml’lik
konsantrasyonun 24 saatlik ve 48 saatlik etki siireleri ile bu maruziyet siirelerinin
etkileri ve metabolitlerin etkilerinin karsilastirilmast sonucunda MI ve Pi’nde
farkliliklar oldugu goriildii (p<0,05) (Tablo 17). 24 saatlik uygulama sonucunda olusan
MI’in 48 saatlik uygulama sonucu olusan Mi’ten daha yiiksek oldugu gdzlendi (Sekil
28). 48 saatlik etki siiresi sonrasinda elde edilen MI’in hem 24 saattlik uygulama
grubundan hem de metabolitlerin uygulandigi gruptan (Sekil 29) daha diisiik oldugu
belirlendi. Pi’nin 48 saatlik uygulama grubunda 24 saatlik gruba gore daha diisiik
oldugu goriildii (Sekil 30). Metabolitlere ait PI’nin 24 saatlik (Sekil 31) ve 48 saatlik
(Sekil 32) uygulama gruplarina gére daha diisiik oldugu saptandi.

Tablo 17. 250 pg/ml’lik vildagliptin dozuna ait verilerin karsilagtirilmasi

Degerlendirilen parametre Uygulama Ortalama + Standart Hata
Mitotik indeks 24 saat 2,48+ 0,09 b
48 saat 2,00+0,08 a,c
Metabolitler 2,56 +0,09 b
Kromozomal Anomali 24 saat 13,25+2,43
48 saat 12,25+ 1,44
Metabolitler 13,25+ 4,96
Anormal Hiicre Ortalamasi 24 saat 13,25+2,43
48 saat 11,50+ 1,32
Metabolitler 11,50 £ 4,33
Proliferasyon indeksi 24 saat 2,68 +0,02 b, ¢
48 saat 2,51+0,014a,c
Metabolitler 1,93+0,02a,b
Kardes Kromatid Degisimi 24 saat 164,00 + 14,75
48 saat 180,00 + 20,47
Metabolitler 146,75 + 13,09
Niikleer Béliinme Indeksi 24 saat 1,95 +0,07
48 saat 1,89 £ 0,07
Metabolitler 1,98 £0,10
Mikroniikleus 24 saat 0,29+ 0,06
48 saat 0,36 + 0,07
Metabolitler 0,33+£0,13

(p<0,05; a: 24 saatlik uygulamadan farkli, b:48 saatlik uygulamadan farkli, c: Metabolitlerden farkli)
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Sekil 28. 250 pg/ml’lik vildagliptine 24 ve 48 saat maruz kalan gruplarda mitotik indeks

Mitotik indeks
3
2,5
2 / - -
15 /
1 / - -
0,5
. | ‘
Dogrudan 250 pg/ml 250 pg/ml'nin
metabolitleri

Sekil 29. 250 pg/ml’lik vildagliptin metabolitlerinin ve 250 pg/ml’lik vildagliptinin 48 saatlik

maruziyet siiresinin mitotik indeks etkileri

82



Proliferasyon indeksi
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24 saat maruziyet 48 saat maruziyet
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Sekil 30. 250 pg/ml’lik vildagliptine 24 ve 48 saat maruz kalan gruplarda proliferasyon indeksi

Proliferasyon indeksi

Dogrudan 250 pg/ml 250 pg/ml'nin metabolitleri

Sekil 31. 250 pg/ml’lik vildagliptin metabolitlerinin ve 250 pg/ml’lik vildagliptinin 24 saatlik

maruziyet siiresinin proliferasyon indeksine etkileri

Proliferasyon indeksi

Dogrudan 250 pg/ml 250 pg/ml'nin
metabolitleri

Sekil 32. 250 pg/ml’lik vildagliptin metabolitlerinin ve 250 pg/ml’lik vildagliptinin 48 saatlik

maruziyet siiresinin proliferasyon indeksine etkileri



4.6.3.500 ng/mP’lik Vildagliptin Dozuna Ait Verilerin Karsilastirilmasi

Vildagliptin etken maddesinin maksimum doz olarak belirlenen 500 pug/ml’lik
konsantrasyonun 24 saatlik ve 48 saatlik etki siireleri ile bu maruziyet siirelerinin
etkileri ve metabolitlerin etkilerinin karsilastirilmas: sonucunda MI ve Pi’nde
farkliliklar oldugu gériildii (p<0,05) (Tablo 18). Metabolitlerin sebep oldugu Mi’in 48
saatlik uygulama grubundan daha yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 33). Metabolitlere ait
PI’nin hem 24 saatlik (Sekil 34) hem de 48 saatlik (Sekil 35) uygulama gruplarindan
daha diistik oldugu belirlendi.

Tablo 18. 500 pg/ml’lik vildagliptin dozuna ait verilerin karsilagtirilmasi

Degerlendirilen parametre Uygulama Ortalama + Standart Hata
Mitotik indeks 24 saat 1,69 +0,12
48 saat 1,34+0,18c
Metabolitler 2,14+£0,17b
Kromozomal Anomali 24 saat 10,75+ 0,48
48 saat 13,00+ 1,15
Metabolitler 14,00 £ 4,71
Anormal Hiicre Ortalamasi 24 saat 10,25+ 0,25
48 saat 10,50 £ 0,29
Metabolitler 11,25 +3,07
Proliferasyon Indeksi 24 saat 2,63+0,04 c
48 saat 2,48+ 0,06 C
Metabolitler 1,94+0,024a, b
Kardes Kromatid Degisimi 24 saat 153,75+ 13,42
48 saat 188,00 + 33,54
Metabolitler 156,50 £ 11,71
Niikleer Boliinme indeksi 24 saat 1,89 £0,16
48 saat 1,99 £ 0,05
Metabolitler 1,96 £ 0,05
Mikroniikleus 24 saat 0,25+ 0,07
48 saat 0,21 £ 0,07
Metabolitler 0,19 £0,09

(p<0,05; a: 24 saatlik uygulamadan farkl, b:48 saatlik uygulamadan farkli, c: Metabolitlerden farkli)
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Mitotik indeks
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Dogrudan 500 pg/ml 500 pg/ml'in
metabolitleri

Sekil 33. 500 pg/ml’lik vildagliptin metabolitlerinin ve 500 pg/ml’lik vildagliptinin 48 saatlik

maruziyet siiresinin mitotik indekse etkileri

Proliferasyon indeksi

3
25 /
2 /
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Dogrudan 500 pg/ml 500 pg/ml'in
metabolitleri

Sekil 34. 500 pg/ml’lik vildagliptin metabolitlerinin ve 500 pg/ml’lik vildagliptinin 24 saatlik

maruziyet siiresinin proliferasyon indeksine etkileri

Proliferasyon indeksi

Dogrudan 500 pg/ml 500 pg/ml'in
metabolitleri

Sekil 35. 500 pg/ml’lik vildagliptin metabolitlerinin ve 500 pg/ml’lik vildagliptinin 48 saatlik

maruziyet siiresinin proliferasyon indeksine etkileri
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4.7. Sitagliptin Etken Maddesinin Mitotik Indeks, Kromozomal Anomali
ve Anormal Hiicre Ortalamasi Uzerine Etkileri

250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml’lik sitagliptin dozlarinin 24 saatlik
maruziyet stiresi sonunda doz artis1 ile iliskili olarak KA’ne ve dolayisiyla AHO’ na
sebep olacak kadar etkili olmadigi saptandi. Mi {izerinde de &nemli bir etkisinin
olmadigi goriildi (p<0,05) (Tablo 19).

Sitagliptinin 48 saatlik maruziyet siiresi sonunda doz artigina ters yonlii olarak
MiI’te lineer bir degisime sebebiyet verdigi anlasildi (Sekil 36). Fakat uygulanan
dozlarin, KA ve AHO’da artisa neden oldugu ancak bu iki veri arasinda istatistiksel
acidan anlaml bir farka yol agmadigi goriildi (p<0,05) (Tablo 19).

Tablo 19. S9 olmadan sitagliptinin farkli uygulamalarinin mitotik indeks, kromozomal

anomali ve anormal hiicre ortalamast ile ilgili verileriiizerine etkileri

Analiz Sitagliptin Dozlar Etki

) Standart —_—
Edilen Muamele Kontrol 250 500 1000 Hata L O C
Parametre pg/ml pg/ml  pg/ml

Mitotik 24saat 280 234 234 226 018 . . . .
Indeks
Kromozomal = ,, . 1425 1125 1025 1750 186 . . . .
Anomali
Anormal

Hiicre 24 saat 12,75 12,75 9,50 16,25 1,60 - - - -
Ortalamasi

Mitotik A8saat 249 200 19 094 023 o« x .
Indeks
Kromozomal o . 1150 1275 1525 17,00 1,43 .-
Anomali
Anormal

Hiicre 48 saat 10,25 11,50 13,25 16,75 1,26 - - - -
Ortalamasi

(*p<0,05; L:Lineer etki; Q:Kuadratik etki; C:Kiibik etki)
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Sekil 36. Sitagliptinin farkli doz uygulamalarinin 48 saatlik siire igerisinde mitotik indeks

tizerine etkileri

S9 metabolik aktivasyonu ile muamele edilen kiiltiirlerde Mi, KA ve AHO
bakimindan doz artisina bagli olarak bir degisim saptanmadi (p<0,05) (Tablo 20).

Tablo 20. S9 metabolik aktivasyon sonrasi ortaya ¢ikan sitagliptin metabolitlerinin mitotik

indeks, kromozomal anomali ve anormal hiicre ortalamasi ile ilgili verileri

Analiz Sitagliptin Dozlar1 Standart Etki
Edilen Muamele  Kontrol 250 500 1000 Hata P L Q C
Parametre pg/ml pg/ml pg/ml
Mitotik 9 3,08 3,20 2,58 2,26 021 - - - -
indeks karigim
Kromozomal s9
] 12,00 10,75 13,50 17,00 1,61 - - - -
Anomali karisim
Anormal
Hiicre S9 1125 1050 13,00 1550 143 - - - -
karigim
Ortalamasi

(*p<0,05; L:Lineer etki; Q:Kuadratik etki; C:Kiibik etki)
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4.8. Sitagliptin  Etken Maddesinin  Niikleer Boéliinme Indeksi ve
Mikroniikleus Olusumu Uzerine Etkileri

24 saat siire ile 250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml’lik sitagliptin dozlarina
maruz kalan gruplarda doz artisina bagl olarak NBi’nde negatif lineer bir etki saptandi
(Sekil 37). MN olusum verileri arasinda, doz artigina bagli olarak istatistiksel agidan
onemli bir fark gézlenmedi (p<0,05) (Tablo 21).

48 saat siire ile 250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml’lik sitagliptin dozlarina
maruz kalan gruplarda, MN olusumuyla ilgili degisim saptanmazken NBI’nde kuadratik
bir etki belirlendi (p<0,05) (Tablo 21) (Sekil 38).

Tablo 21. S9 olmadan sitagliptinin farkli uygulamalarinin niikleer bélinme indeksi ve

mikroniikleus olusumu hakkindaki verileri

Analiz Sitagliptin Dozlar Stanadart _ Etki
Edilen Muamele Kontrol 250 500 1000 Hata L Q C
Parametre pg/ml pg/ml pg/ml
Niikleer
BOlliIlme 24 Saat 2,03 1,97 1,86 0,69 0,05 * * - -
indeksi
Mikroniikleus 24 saat 0,26 0,45 0,39 0,30 0,07 - - - -
Yiizdesi
Niikleer
Béliinme 48 saat 0,97 0,81 10,62 10,19 0,08 * ok Kk
Indeksi
Mikroniikleus 48 saat 0,65 0,40 0,49 0,40 0,10 - - -
Yiizdesi

(*p<0,05; L:Lineer etki; Q:Kuadratik etki; C:Kiibik etki)
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Sekil 37. Sitagliptinin farkli doz uygulamalarinin 24 saatlik siire igerisinde niikleer béliinme

indeksine etkileri

y =-1E-06x2 + 0,0007x+ 1,6677
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Niikleer boliinme indeksi
=

Sekil 38. Sitagliptinin farkli doz uygulamalarinin 48 saatlik siire igerisinde niikleer boliinme

indeksine etkileri
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Metabolik aktivasyon sonrasinda ortaya ¢ikan metabolitlerin, NBi’ni ve MN

olusumunu doz artigina bagli olarak degistirmedigi gozlendi (p<0,05) (Tablo 22).

Tablo 22. S9 metabolik aktivasyon sonrasi ortaya ¢ikan sitagliptin metabolitlerinin niikleer

boliinme indeksi ve mikroniikleus olusumuna etkileri

Analiz Sitagliptin Dozlar: Standart Etki
Edilen Muamele  Kontrol 250 500 1000 Hata P L Q C
Parametre pg/ml pg/ml pg/ml
Niikleer s9
Bﬁlﬁnme Karisim 10,97 10,98 10,99 10,91 0,03 .- .
Indeksi
Mikroniikleus S9 0,26 0,30 0,24 0,33 004 . . .
Yiizdesi karisim

(*p<0,05; L:Lineer etki; Q:Kuadratik etki; C:Kiibik etki)
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4.9.Sitagliptin Etken Maddesinin Proliferasyon 1Indeksi ve Kardes
Kromatid Degisimi Uzerine Etkileri

Farkl1 sitagliptin dozlarina 24 saat siire boyunca maruz kalan gruplarda, PI ve
KKD verileri arasinda istatistiksel bir fark saptanmadi (p<0,05) (Tablo 23).

250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml’lik sitagliptin dozlarinin 48 saat siire ile
muamele edildigi gruplarda, Pi’nin doz artisina bagl lineer olarak negatif yonde
degisim gosterdigi anlasildi (Sekil 39). KKD ile ilgili olarak doz artisina paralel bir
degisim saptanmadi (p<0,05) (Tablo 23).

Tablo 23. S9 olmadan sitagliptinin farkli uygulamalarimin proliferasyon indeksi ve kardes

kromatid degisimine etkileri

Analiz Sitagliptin Dozlar Standart Etki
Edilen Muamele Kontrol p——
Parametre 250 500 1000 Hata L o C

pg/ml pg/ml pg/ml

Proliferasyon

) 24 2,45 2,25 2,31 2,29 0,06 .- .
Indeksi P

Kardes
Kr({rp:?lth 24 saat 161,50 157,75 179,25 169,50 14,90 - - -
Degisimi
Sayis1

Proliferasyon

2,36 2,18 2,12 1,62 0,09 * ok _
indeksi 48 saat

Kardes
qur:n%ltu}l 48 saat 179,00 183,00 157,00 259,00 16,42 - - .
Degisimi
Sayis1

(*p<0,05; L:Lineer etki; Q:Kuadratik etki; C:Kiibik etki)
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Sekil 39. Sitagliptinin farkli doz uygulamalarimin 48 saatlik siire icerisinde proliferasyon

indeksine etkileri

250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml’lik sitagliptin dozlarinin metabolitlerine
maruz kalan gruplarda, Pi ve KKD agisindan bir farklilik gézlenmedi (p<0,05) (Tablo
24).

Tablo 24. S9 metabolik aktivasyon sonrasi ortaya ¢ikan sitagliptin metabolitlerinin

proliferasyon indeksi ve kardes kromatid degisimine etkileri

. . Sitagliptin Dozlari Etki
Analiz Edilen Standart —_—
Parametre Muamele Kontrol 250 500 1000 Hata P L Q C

pg/ml pg/ml pg/ml
Proliferasyon  S9 1,93 1,95 1,94 1,86 002 . . .
Indeksi karigimi
Kardes
Kromatid S9 132,00 15800 15650 157,00 733 . _ . _
Degisimi karigimi
Sayisi

(*p<0,05; L:Lineer etki; Q:Kuadratik etki; C:Kiibik etki)
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4.10. Sitagliptinin Kromozom Analizi, Mikroniikleus ve Kardes Kromatid
Degisimi Yontemlerinden Elde Edilen Parametrelerinin Pozitif Kontrol, Coziicii

Kontrol ve Uygulanan Diger Dozlarin Ait Parametreleri ile Karsilastirilmasi

4.10.1. Sitagliptin  Uygulamasi Sonucu Elde Edilen Mitotik Indeks,
Kromozomal Anomali ve Anormal Hiicre Ortalamasina Ait Verilerin
Karsilastirilmasi

Sitagliptinin farkli dozlarinin 24 saatlik uygulama siiresi sonunda, KA ve AHO
oranlarinda ¢oziicii kontrolle karsilastirildiginda veriler arasinda istatistiksel bir fark
saptanmadi. Fakat elde edilen sonuglarin, pozitif kontrolden farklilik gosterdigi
anlasildi. Mi verilerinin hicbir dozda pozitif ve ¢oziicii kontrolle farkli olmadig
gozlendi (p<0,05) (Tablo 25).

Sitagliptinin farkli dozlarma 48 saat maruz kalan gruplarda elde edilen KA
sayist ve AHO oranlar1 ¢6ziicii kontrol verileri ile karsilastirildiginda, veriler arasinda
anlamli bir fark olmadigi gézlendi. Fakat elde edilen verilerin, pozitif kontrole gore
farkli oldugu belirlendi. Mi ile ilgili sonuglarin ise kontrollerden farkli olmadig
gozlendi (p<0,05) (Tablo 25).

Sitagliptin uygulamalar1 sonucunda fragment (Sekil 40), kromozom kirig
(Sekil 41), kromatid kirnigi, kardes kromatid birlesmesi, halka kromozom (Sekil 42),
minute (Sekil 43), double minute, sentromer ayrilmasi (Sekil 44) poliploidi (Sekil 45),

gibi yapisal ve sayisal kromozom anomalileri gozlendi.
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Tablo 25. S9 olmadan sitagliptinin farkli uygulamalari sonucunda elde edilen mitotik indeks, kromozomal anomali, ve anormal hiicre ortalamasina ait

verilerin karsilastirilmasi

Kromozomal anomali tipi

= I % IS =
2y ) g IS S S S
. »Bi = 5 = = g N >
Test Maddesi 2 2 2 L 2 = Q = S o _ @ )
v g c £ g W o B :5 E B £ Toplam Ortalama KA AHO Mi
(konsantrasyon)  Muamele % § % é s g :; E g i:s % % = KA +SE ASE ASE
= £ & S Pz £ E:o? OB
VRN e S = £ 2 3 S
2 T 5 a &
DMSO dsaat 33 11 9 0 0 2 0o o0 o0 o 1 1 o 57 14,25 + 4,50 1275+3,40  2,80+0,31
(10 pl/mi)
MMC 24saat 172 291 118 6 O 6 22 6 0 0O 2 0 O 623 155,75+ 15,72 80,75+ 3,84 1,16 + 0,18
(0.16 pg/ml)
Sitagliptin 24saat 23 10 2 1 0o 1 o 0 4 0 0 4 o0 45 11,25+ 4,40 a 12,75+ 4,13 a 2,34+ 0,37
(250 pg/ml)
Sitagliptin 24sat 25 10 2 1 0 1 0 0O 0 0 0 2 0 41  1025%333a  950=290a  234+053
(500pg/ml)
Sitagliptin odsaat 34 8 10 3 1 2 0 1 6 0 0 5 0 70 17,50+ 2,84 a 16,25+ 2,59 a 2,26 + 0,24
(1000 pg/ml)
DMSO 48saat 20 11 8 1 1 5 0 0o 0 0 o0 0 o 46 11,50 £ 1,71 1025+1,60 249+ 0,33
(10 pl/ml)
MMC 48 saat 264 448 332 16 3 0 133 0 1 0 4 4 0 1205 301,25 + 60,54 91,25+ 2,95 1,18 + 0,26
(0.16 pg/ml)
Sitagliptin 48saat 19 19 12 o0 1 O O O O O o 0 o 51 12,75+2,02a 1150+ 1,44a  2,00+0,44
(250 pg/ml)
Sitagliptin 48saat 35 13 7 2 0 3 0 0 O 0O 0 o0 o0 61 1525+4,66a  13,25+357a  1,96+0,55
(500pg/ml)
Sitagliptin 48saat 39 13 10 1 0 0 o o o 0 o 5 o0 68 17,00+ 2,48 a 16,75+ 2,50 a 0,94 + 0,16

(1000 pg/ml)

(p<0,05; a:pozitif kontrolden farkli; b:¢oziicii kontrolden farkli; ¢: 125 pg/ml’ den farkl; d: 250 pg/ml’ den farkls; e: 500 pg/ml’ den farkli)



Sitagliptin metabolitlerinden kaynaklanan KA oraninin ¢6ziicii kontrol
grubundan saglanan verilerden farkli olmadigi ve fakat pozitif kontrol grubu
verilerinden anlamli diizeyde farkli oldugu saptandi. AHO’nin 250 pg/ml’lik ve 500
ug/ml’lik dozlardada ¢oziicii kontrolden farkli olmadigi ve pozitif kontrol grubundan
farklt oldugu gozlendi. 1000 pg/ml’lik dozdan elde edilen AHO’nin ne ¢oziicii
kontrolden ne de pozitif kontrolden farkli olmadig: belirlendi. Mi verilerinin de direkt
uygulamalarda oldugu gibi ¢oziicii kontrol ve pozitif kontrolden farkli olmadigi
anlasildi (p<0,05) (Tablo 26).

Sitagliptin metabolitlerinin uygulanmalar1 sonucunda da fragment, kromozom
kirigi, kromatid kinigi (Sekil 46), minute, double minute, sentromer ayrilmasi ve

endoreduplikasyon gibi kromozomal anomaliler gézlendi.

95



96

Tablo 26. S9 varliginda sitagliptinin farkli uygulamalarindan saglanan mitotik indeks, kromozomal anomali ve anormal hiicre ortalamasiyla ilgili verilerin

karsilastirilmasi
Kromozomal anomali tipi
Test Maddesi 5 P ) = g 5 % §
eh E e} @ o = o o o n
(konsantrasyon) Muamele £ < £ o = & 9 E & E T £ Toplam Ortalama kA 3o 4sE MESE
- E ¢ 5 E o s § =7 £ g & 7 KA +SE
£ 8§ 2 £ 2 ¥ 2 2 5 x % & 3
E ¢ &8 = =2 5  E E - © 9
s E U« 3 E £ g £ £ & 3
A = a o S £ @ o
* 2 T g 0 3 0
11,25+ 3,08 +
DMSO 9 12,00 + 4,38 ’ ’
(10 pl/ml) karigimi 26 1006 2 0 0 0 00 0 0 20 48 3,71 0,71
cp S9 3175 4 354 26,25 + 1,96 +
L :l: 1
(45 pg/ml) Karigimi 60 50 12 0 0O 2 O O O O O 3 O 127 2,06 0,27
Sitagliptin S9 10.75 + 1.70 10,50 + 3,20 =
’ + 1 a
(250 pg/ml) karigimi 27105 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 43 1,71a 0,50
Sitagliptin 59 13504087 1300+ 2,58+
’ + 1 a
(500pg/ml) karigimi 20 1713 1.0 0 0 0 0 0 0 3 0 54 1,00 a 0,15
T S9 15,50 + 2,26 +
Sitagliptin 17,00 + 4,64 a ’ ’
(1000 pg/ml) karigimi sr 13 l20 10 0 0 1 0 0 40 68 4,25 0,21

(p<0,05; a:pozitif kontrolden farkli; b:¢6ziicii kontrolden farkly; ¢: 125 pg/ml’ den farkls; d: 250 pg/ml’ den farkls; e: 500 pg/ml’ den farklr)



Sekil 40. Fragment (Sitagliptin 500 pg/ml, 48 saatlik uygulama) (x1000)

Sekil 41. Kromozom kirig1 (Sitagliptin 1000 pg/ml, 24 saatlik uygulama) (x1000)
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Sekil 42.Halka kromozom (Sitagliptin 1000 pg/ml, 24 saatlik uygulama) (x1000)

Sekil 43. Minute (Sitagliptin 1000pg/ml, 24 saatlik uygulama) (x1000)
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Sekil 44. Sentromer ayrilmasi (Sitagliptin 250 pg/ml, 24 saat) (x1000)

Sekil 45. Poliploidi (Sitagliptin 500 pg/ml, 24 saatlik uygulama) (x1000)
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Sekil 46. Kromatid kirig: (Sitagliptin 250 pg/ml, S9 metabolik aktivasyonu) (x1000)
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4.10.2. Sitagliptin Uygulamas1 Sonucu Elde Edilen Niikleer Boliinme
Indeksi ve Mikroniikleus Olusumuna Ait Verilerin Karsilastirilmasi

Sitagliptinin farkli dozlarinin 24 saatlik uygulamalarinin, MN olusumuna
tizerinde, ¢oziicli kontrolden farkli etki yapmadigi, fakat pozitif kontrole gore farkl etki
yaptig1 saptandi. 250 pg/ml’lik dozda ¢dziicii kontrole gore NBI’nin, fark gostermedigi,
fakat pozitif kontrolden farkli oldugu belirlendi. 500 pg/ml’lik dozda ise NBI’nin
¢oziicii kontrol ile pozitif kontrolden farkli sonuglar verdigi saptandi. 1000 pg/ml’lik
dozun ise pozitif kontrolden fark gostermeden sadece ¢oziicii kontrolden fark gosterdigi
belirlendi (p<0,05) (Tablo 27).

Dozlarin 48 saatlik uygulamasinin, ¢oziicii kontrole gore MN olusumunda fark
olusturmadigi anlasildi. Fakat biitiin dozlarin, pozitif kontrole gore, farkli sonuglara
neden oldugu saptandi. NBi’nin, minumum dozda ¢oziicii kontrole gore fark
gostermedigi, fakat pozitif kontrol ve maksimum dozdan farkli sonu¢ verdigi saptandi.
Ara dozun NBI'ni pozitif kontrolden farklilastirmadigi, fakat ¢oziicii ve maksimum
dozdan farklilik gosterdigi saptandi. Maksimum doza ait NBI’nin sonuglarinin ise
pozitif kontrolden fark gostermeden ¢oziicii kontrolden ve diger dozlardan fark
gosterdigi belirlendi (p<0,05) (Tablo 27).

Sitagliptin uygulamalar1 sonucunda bir mikroniikleuslu (Sekil 47a) ve iki
mikroniikleuslu (Sekil 47b) biniikleat hiicreler gozlendi.

10 pm
I —

47
-

Sekil 47. 1 mikroniikleuslu (a) ve 2 mikroniikleuslu (b) biniikleat hiicre (Sitagliptin 500 pg/ml,
48 saatlik uygulama) (x400)
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Tablo 27. S9 olmadan sitagliptinin farkli uygulamalar1 sonucunda elde edilen niikleer bolinme indeksi ve mikroniikleus oranlariyla ilgili verilerin

karsilastirilmasi
. MN Sayisina Gore iki Nukleus Sayisina Gore
Test Maddesi Nukleuslu Hiicre Sayist Hiicrelerin Dagilim
(konsantrasyon) Muamele % MN=SE NBI£SE
0 2 >3 1 2 3 4
DMSO 24saat 7979 20 1 0 0 0,26 + 0,04 500 3220 59 228 2,03+0,08
(10 pl/ml)
MMC 24saat 7735 255 8 1 1 3,31+1,06 1512 2450 8 10 1,62+0,06
(0,16 pg/ml)
Sitagliptin 24saat 7964 35 1 0 0 045024 a 579 3173 48 200 1,97+0,04a
(250 pg/ml)
Sitagliptin 24saat 7969 29 2 0 0 0,39+0,19 a 812 3035 39 114 1,86 +0,08
(500pg/ml)
—_ L
= Sitagliptin 0,30+ 0,07 a 1,69+0,08b
= (1000 pg/mI) 24 saat 7976 24 0 0 O 1289 2664 8 25
DMSO 48saat 7948 48 4 0 0 0,65+ 0,34 631 3089 50 230 1,97+0,05
(10 pl/ml)
MMC 48saal 6361 1448 163 24 4 20,49 £ 3,83 2130 1798 57 15 1,49+0,08
(0,16 pg/ml)
Sitagliptin 48 saat 7968 31 1 0 0 0,40+0,15a 871 3062 17 50 1,81 +0,06 a, e
(250 pg/ml)
Sitagliptin 48 saat 7961 36 3 0 0 0,49+0,20 a 1536 2446 6 12 1,62+0,10 b, e
(500png/ml)
Sitagliptin 48saat 7968 32 0 0 O 0,40+0,09a 3250 737 4 0 1,19+0,05b,c,d

(1000 pg/ml)

(p<0,05; a:pozitif kontrolden farkli; b:¢dziicii kontrolden farkls; ¢: 125 pg/ml’ den farkl; d: 250 pg/ml’ den farkls; e: 500 pg/ml” den farkli)



Sitagliptin metabolitlerinin, 250 pg/ml’lik dozda ve 500 pg/ml’lik dozda
NBI'ne ¢oziicii kontrolden farkli etki yapmadig, fakat pozitif kontrole gore farklilik
gosterdigi saptandi. 1000 pg/ml’lik dozun NBI’nin ise kontrollerden farkli olmadig
gozlendi. MN olusumuyla ilgili olarak dozlar arasinda bir fark gozlenmedi. Dozlarin

MN oranlarinin sadece pozitif kontrolden farkli oldugu belirlendi (p<0,05) (Tablo 28).
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Tablo 28. S9 varhiginda sitagliptinin farkli uygulamalar1 sonucunda elde edilen niikleer boliinme indeksi ile mikroniikleus oramiyla ilgili verilerin

FOT

karsilastirilmasi
_ MN Sayisina Gore Iki Nukleus Sayisina Gore
JGSt I\/Ladde5| Muamele Nukleuslu Hiicre Sayisi % MN+SE Hiicrelerin Dagilimi NBI£SE
(konsantrasyon) 0 1 2 3 >3 1 2 3 4
DMSO
S9 karisimi 7979 20 1 0 O 0,26 + 0,04 590 3110 59 228 1,97 £ 0,08
(10 wl/ml)
cP S9 karigimi 7831 161 8 - - 2,11 +0,26 1968 1722 135 175 1,63 + 0,09
(45 pg/ml)
Sitagliptin S9 Karigimi 7976 24 0 0 O 0304012 525 3220 50 202 1,98£0,05 a
(250 ug/ml)
Sitagliptin $9 karisimi 7981 17 2 0 0 024+0,09a 577 3132 62 233 1.99+0,05a
(500pg/ml)
Sitagliptin $9 Karisimi 7974 26 0 0 0 0334006 a 598 3256 22 119 1,91£0,05

(1000 pg/ml)

(p<0,05 a:pozitif kontrolden farkli; b:¢6ziicti kontrolden farkli; ¢: 125 pg/ml’ den farkls; d: 250 pg/ml” den farkli; e: 500 pg/ml” den farklr)



4.10.3.Sitagliptin Uygulamasi Sonucu Elde Edilen Proliferasyon Indeksi ve
Kardes Kromatid Degisimine Ait Verilerin Pozitif Kontrol ve Coziicii Kontrol ile
Karsilastirilmasi

Sitagliptin dozlarina 24 saatlik maruziyetin, KKD’ni ¢oziicii kontrole gore
farklilagtiracak kadar etkilimedigi, fakat pozitif kontole gore farklilik olusturdugu
belirlendi. Her iic dozun da Pi’ni, kontrollerden farkli etkilemedigi anlasild: (p<0,05)
(Tablo 29).

Sitagliptinin farkli dozlariin 48 saat siire ile uygulanmasinin, KKD’ni ¢6ziicii
kontrole gore, farkli etkilemedigi, fakat pozitif kontole gore farkli etkiledigi gozlendi.
PI’nin minumum dozda ¢6ziicii kontrole Ve pozitif kontrole gore farkli olmadigs, fakat
maksimum doza gore farkli oldugu gézlendi. Ara dozun PI’ni ¢éziicii kontrol ve pozitif
kontrole gore farklilagtirmadigi anlasildi. Maksimum dozun ise pozitif kontrole gore
farkli olmayip, ¢oziicii kontrol ve minumum doza goére farkli oldugu saptandi (p<0,05)
(Tablo 29).

Sitagliptin uygulamalar1 sonucu KKD sikligin1 belirlemek i¢in degerlendirilen

2. mitoz ornegi Sekil 48°de verilmistir.

Sekil 48. 2. mitoz gegiren hiicre, kardes kromatid degisim sayis1 8 (Sitagliptin 500 pg/ml, 24 saatlik
uygulama) (x1000)

105



Tablo 29. S9 olmadan sitagliptinin farkli uygulamalar1 sonucunda elde edilen elde edilen proliferasyon indeksi ve kardes kromatid degisim oranlariyla ilgili

verilerin karsilastirilmasi

Test Maddesi 1.M_|toz 2.M_|toz 3.M.|toz Minumum- Toplam
geglren ge(;lren geglren

90T

(konsantrasyon)  Muamele hilcre  hilcre  hilcre Maksimum KKD Ortalama KKD +SE PI+SE
KKD sayist sayi1s1

sayisl _ sayisl __ sayisl
DMSO 24saat 35 152 213 83 - 225 646 161,50 + 35,72 245+0,10
(10 pl/ml)
MMC 24 saat 105 229 66 857 - 1252 4264 1.073,50 + 86,87 1,90+ 0,16
(0,16 pg/ml)
Sitagliptin 24 saat 63 176 161 121 - 224 631 157,75+ 22,98 a 2,25+0,19
(250 pg/ml)
Sitagliptin 24 saat 62 151 187 94 - 231 717 179,25+ 29,73 a 2,31+0,12
(500pg/ml)
Sitagliptin 24 saat 59 167 174 76 - 270 678 169,50 40,75 a 2,29+0,12
(1000 pg/ml)
DMSO 48saat 53 150 197 101-267 716 179,00 + 39,66 2.36+0,19
(10pl/ml)
MMC 48 saat 129 263 8 1749 - 3751 10570 2.642,50 + 413,59 1,70+ 0,13
(0,16 pg/ml)
Sitagliptin 48 saat 63 212 128 117 - 230 732 183,00 + 26,23 a 2,18+0,13e
(250 pg/ml)
Sitagliptin 48 saat 57 240 103 91 - 207 628 157,00+ 25,34 a 2,12+0,03
(500pg/ml)
Sitagliptin 48 saat 173 206 21 203 - 299 1036 259,00 + 22,57 a 1,62 +0,08 b,c

(1000 pg/ml)

(p<0,05 a:pozitif kontrolden farkli; b:¢6ziicii kontrolden farkli; ¢: 125 pg/m1’ den farkli- d- 250 ug/ml’ den farkls; e: 500 pg/ml’ den farkli)



S9 metabolik aktivasyon sonrasi ortaya cikan sitagliptin metabolitlerine
maruziyetin, KKD’ne ¢oziicii kontrolden farkli etki etmedigi, fakat degerlerin pozitif
kontolden farkli oldugu gézlendi. Her ii¢ dozda da Pi’nin kontrollerden istatistiksel
farklilik gostermedigi anlasildi (p<0,05) (Tablo 30).
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Tablo 30. S9 varliginda sitagliptinin farkli uygulamalari sonucunda elde edilen proliferasyon indeksi ve kardes kromatid degisimi ile ilgili verilerin karsilagtirilmasi

Test Maddeg 1.erc?iirt:nz Zémiiigé Sémiiﬁgi Minumum-Maksimum Toplam .
(konsantrasyon)  Muamele gh" £e¢ ge¢ KKD Ortalama KKD +SE PI=SE
ticre hiicre hiicre KKD sayist
sayisl sayisl sayisl sayist
DMSO 132,00 + 14,17 1,93+0,07
(10 ul/ml) S9 karigimi 59 310 31 114 -174 528 ' ' ’ ’
45 Eg/ml) S9 karigimi 72 325 3 500 - 676 2391 597,75 + 39,46 1,83+0,05
é'stggﬂgm) SO kangimi 44 334 2 127-216 632  15800+£2032a  195+0,04
S gggﬂg’i’;) SO kangimi 39 348 13 138 - 168 626 15650+723a  1,94+0,03
(lso'(t)%g:l'gzgl) SO kangimi 82 293 25 115 - 189 628  157.00£158la  186+0,05

(p<0,05 a:pozitif kontrolden farkli; b:¢dziicii kontrolden farkls; ¢: 125 pg/ml’ den farkls; d: 250 pg/ml’ den farkls; e: 500 pg/ml” den farklr)



4.11. Sitagliptinin Kromozom Analizi, Mikroniikleus ve Kardes Kromatid
Degisimi Yontemleri ile Elde Edilen Parametreler Arasindaki Korelasyon

Sitagliptinin KA, MN ve KKD yontemleri ile testlerinden elde edilen
parametreleri arasindaki iliski korelasyon analizi ile degerlendi. Bu amagla;

a) Kromozomal anomali-Mikroniikleus orani

b) Kromozomal anomali-Kardes kromatid degisimi orani

c) Kardes kromatid degisimi-Mikroniikleus orani

d) Mitotik indeks-Anormal hiicre ortalamasi

e) Mitotik indeks-Niikleer boliinme indeksi

f) Mitotik indeks-Proliferasyon indeksi

g)Niikleer boliinme indeksi-Proliferasyon indeksi arasindaki iliskiler incelendi
ve anlamli bulunan sonuglarin regresyon grafigi cizilerek regresyon denklemi ve
korelasyon katsayis1 hesaplandi.

250 ug/ml’lik sitagliptin dozuna 24 saat boyunca maruz kalan gruplarda KA ile
MN orani1 arasinda pozitif korelasyon saptandi. Korelasyon katsayist 0,962 olarak
hesaplandi. iki parametre arasinda %96,2 oraninda iliski oldugu belirlendi (p<0,05)
(Sekil 49).

1,4 y=0,052x-0,1349
r=0,962

1,2 4
_ L 4
]
= 1
N
g2
w 0,8
=
<
=06
=
£
= 0,4
= \ 4

0,2

'Y
0 T T T T |
0 5 10 15 20 25
Kromozomal anomali

Sekil 49. 250 pg/ml’lik sitagliptinin 24 saatlik uygulamasi sonucunda mikroniikleus orani ile
kromozomal anomali oranmi arasindaki iligkiyi gosteren regresyon grafigi ve

korelasyon katsayisi
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4.12. Sitagliptin
Genotoksik ve Sitotoksik Etkilerinin Karsilastirilmasi

Maddesinin

Uygulama Durumuna Goére

4.12.1. 250ug/ml Sitagliptin Dozuna Ait Verilerin Karsilastirilmasi

250 pg/ml’lik dozun 24 saat ve 48 saat siire ile uygulandig1 gruplar ile bu etki

siireleri ile S9 metabolik aktivasyonun uygulandig gruplar arasinda Mi, KA, AHO, PI,
KKD, NBI, MN olusumu bakimindan istatistiki acidan anlamli fark olusmadi (p<0,05)

(Tablo 31).

Tablo 31. 250pg/ml sitagliptin dozuna ait verilerin karsilastirilmasi

Degerlendirilen Parametre Uygulama Ortalama + Standart Hata
Mitotik Indeks 24 saat 2,34+0,37
48 saat 2,00+ 0,44
S9 karisimi 3,20+ 0,50
Kromozomal Anomali 24 saat 11,25+ 4,40
48 saat 12,75+ 2,02
S9 karigimi 10,75+ 1,70
Anormal Hiicre Ortalamasi 24 saat 12,75 + 4,13
48 saat 11,50+ 1,44
S9 karigimi 10,50 +£1,71
Proliferasyon indeksi 24 saat 2,25+ 0,19
48 saat 2,18+0,13
S9 karigimi 1,95+ 0,04
Kardes Kromatid Degisimi 24 saat 157,75 + 22,98
48 saat 183,00 + 26,23
S9 karigimi 158,00 + 20,32
Niikleer Boliinme indeksi 24 saat 1,97 +£ 0,04
48 saat 1,81+ 0,06
S9 karigimi 1,98 £ 0,05
Mikroniikleus 24 saat 0,45+ 0,24
48 saat 0,40+ 0,15
S9 karigimi 0,30+0,12

(p<0,05; a: 24 saatlik uygulamadan farkli, b:48 saatlik uygulamadan farkli, c: Metabolitlerden farkl1)
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4.12.2. 500 png/ml’lik Sitagliptin Dozuna Ait Verilerin Karsilastirilmasi

500 pg/ml’lik doza ait veriler karsilastirildiginda Pi ve NBI agisindan
istatistiksel fark oldugu goriildi (p<0,05) (Tablo 32). 24 saat maruz kalan kiiltiirlerden
elde edilen Pi degerleri ile 500 pg/ml’lik dozun metabolitlerine maruz kalan gruplarin
Pi degerleri arasinda fark oldugu saptandi. Metabolitlere ait PI'nin daha diisiik oldugu
belirlendi (Sekil 50). Metabolitlere ait NBI’nin 48 saatlik etki grubunun NBi’ne gore
daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 51).

Tablo 32. 500 pg/ml sitagliptin dozuna ait verilerin karsilagtiriimasi

Degerlendirilen Parametre Uygulama Ortalama + Standart Hata
Mitotik indeks 24 saat 2,34+0,53
48 saat 1,96 + 0,55
S9 karisimi 2,58+0,15
Kromozomal Anomali 24 saat 10,25 + 3,33
48 saat 15,25 £ 4,66
S9 karisimi 13,50 £ 0,87
Anormal Hiicre Ortalamasi 24 saat 9,50 +2,90
48 saat 13,25 + 3,57
S9 karigimi 13,00 + 1,00
Proliferasyon Indeksi 24 saat 231+0,12¢
48 saat 2,12+0,03
S9 karigimi 1,93+0,03 a
Kardes Kromatid Degisimi 24 saat 179,25 £29,73
48 saat 157,00 + 25,34
S9 karigimi 156,50 + 7,23
Niikleer Boliinme indeksi 24 saat 1,86 £ 0,08
48 saat 1,62+0,10c
S9 karisimi 1,99+0,05b
Mikroniikleus 24 saat 0,39+0,19
48 saat 0,49 + 0,20
S9 karigimi 0,24 + 0,09

(p<0,05; a: 24 saatlik uygulamadan farkli, b:48 saatlik uygulamadan farkli, c: Metabolitlerden farkl)
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Proliferasyon indeksi

25 - /
2 / -
15 - /
1 - / - -
05 -
0 T 1
Dogrudan 500 pg/ml 500 pg/ml'nin
metabolitleri
Sekil 50. 500 pg/ml’lik sitagliptin dozuna 24 saat dogrudan maruz kalan ve metabolik
aktivasyon sonrasi metabolitlere maruz kalan gruplarda proliferasyon indeksi
Niikleer Béliinme indeksi
2,5 1
9 4
15 - /
1 - /_ - -
0.5 -
0 T 1
Dogrudan 500 pg/ml 500 pg/ml'nin
metabolitleri
Sekil 51. 500 pg/ml’lik sitagliptin dozuna 48 saat dogrudan maruz kalan ve metabolik

aktivasyon sonrasi metabolitlere maruz kalan gruplarda niikleer boliinme indeksi
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4.12.3. 1000 pg/mP’lik Sitagliptin Dozuna Ait Verilerin Karsilastirilmasi

1000 pg/ml’lik sitagliptin dozuna ait veriler karsilastirildiginda Mi, Pi ve NBI
agisindan farklar oldugu gozlendi (p<0,05) (Tablo 33). Mi’in 48 saatlik uygulamada 24
saatlik uygulamaya gore daha diisiik oldugu belirlendi (Sekil 52). 48 saatlik uygulama
grubuna ait MI degerlerinin, 1000 pg/ml’lik doza ait metabolitlerin Mi degerlerinden de
diisiik oldugu goriildii (Sekil 53). 24 saatlik uygulama sonucunda elde edilen PI’nin hem
48 saatlik uygulama gruplarindan (Sekil 54) hem de metabolitlerden (Sekil 55) daha
yiikksek oldugu saptandi. 48 saatlik uygulama gruplarinin NBI’nin hem 24 saatlik
uygulama gruplarina gore (Sekil 56) hem de metabolitlere gore (Sekil 57) daha diisiik
oldugu anlasildu.

Tablo 33. 1000 pg/ml’lik sitagliptin dozuna ait verilerin karsilagtirilmasi

Degerlendirilen parametre Uygulama Ortalama + Standart Hata
Mitotik indeks 24 saat 2,26+0,24 b
48 saat 0,94+0,16a,c
S9 karigimi 2,26 £ 0,21b
Kromozomal Anomali 24 saat 17,50+ 2,84
48 saat 17,00+ 2,48
S9 karigimi 17,00+ 4,64
Anormal Hiicre Ortalamasi 24 saat 16,25+ 2,59
48 saat 16,75+ 2,50
S9 karigimi 15,50+ 4,25
Proliferasyon indeksi 24 saat 2,29+ 0,12 b, ¢
48 saat 1,62+ 0,08 a
S9 karigimi 1,86+ 0,05 a
Kardes Kromatid Degisimi 24 saat 169,50+ 40,75
48 saat 259,00+ 22,57
S9 karigimi 157,00+ 15,81
Niikleer Boliinme indeksi 24 saat 1,69+ 0,08 b
48 saat 1,19+ 0,054a,c
S9 karigimi 1,91+ 0,05 b
Mikroniikleus 24 saat 0,30+ 0,07
48 saat 0,40+ 0,09
S9 karigimi 0,32+ 0,06

(p<0,05; a: 24 saatlik uygulamadan farkli, b:48 saatlik uygulamadan farkli, c: Metabolitlerden farkli)
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Mitotik indeks

25 /

2 /
1,5 /

1 / ] -
0.5 .

) ‘ )

24 saat maruziyet 48 saat maruziyet

Sekil 52. 1000 pg/ml’lik sitagliptin dozuna 24 ve 48 saat maruz kalan gruplarda mitotik indeks

Mitotik indeks
2.5
2
1.5
1 / - -
-
. — I
Dogrudan 1000 pg/ml 1000 pg/ml'nin
metabolitleri

Sekil 53. 1000 pg/ml’lik sitagliptin dozuna 48 saat dogrudan maruz kalan ve metabolik

aktivasyon sonrasi metabolitlere maruz kalan gruplarda mitotik indeks

Proliferasyon indeksi

2.5 /

2 /
1.5 / ] -

1 / ] -
0,5 -

. ‘ )

24 saat maruziyet 48 saat maruziyet

Sekil 54. 1000 pg/ml’lik sitagliptin dozuna 24 ve 48 saat maruz kalan gruplarda proliferasyon
indeksi
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Proliferasyon indeksi

25 /

2 /
15 / I -

1 / - -
0,5

0

Dogrudan 1000 pg/ml 1000 pg/ml'nin
metabolitleri

Sekil 55. 1000 pg/ml’lik sitagliptin dozuna 24 saat dogrudan maruz kalan ve metabolik

aktivasyon sonrast metabolitlere maruz kalan gruplarda proliferasyon indeksi

Niikleer boliinme indeksi

N o
0; ?ﬂﬁ-l

24 saat maruziyet 48 saat maruziyet

Sekil 56. 1000 pg/ml’lik sitagliptin dozuna 24 ve 48 saat maruz kalan gruplarda niikleer

boliinme indeksi

Niikleer boliinme indeksi

2
1.5
1 /
055 .

Dogrudan 1000 pg/ml 1000 pg/ml'nin
metabolitleri

Sekil 57. 1000 pg/ml’lik sitagliptin dozuna 48 saat dogrudan maruz kalan ve metabolik

aktivasyon sonras1 metabolitlere maruz kalan gruplarda niikleer bdliinme indeksi
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4.13. Vildagliptin ve Sitagliptin Etken Maddelerinin Genotoksik ve
Sitotoksik Etkilerinin Karsilastirilmasi

4.13.1. Minumum Dozlara Ait Verilerin Karsilastirilmasi

Vildagliptin ve sitagliptin etken maddelerinin minumum dozlarina 24 saat stire
ile maruz kalan kiiltiir gruplarinda incelenen genotoksik ve sitotoksik parametreler
arasinda anlamli bir fark olusmadigi belirlendi (p<0,05) (Tablo 34).

Tablo 34. Minumum vildagliptin ile sitagliptin dozlarinin 24 saatlik etkilerine ait verilerin

karsilastirilmasi
Vildagliptin Sitagliptin
Degerlendirilen 12;1 ug/ltnl 252(:1 pg/rtnl t
parametre S48 saa degeri
Ortalama + Standart hata Ortalama = Standart hata
Mitotik 2,09 0,163 2,34+ 0,368 -0,62
Indeks
Kromozomal 11,759 +2,36 11,254 + 4,40 0,10
Anomali
Anormal Hiicre 12,759 2,29 12,754 + 4,13 -0,37
Ortalamasi
Niikleer 1,989 + 0,05 1,97 0,039 0,24
Boliinme Indeksi
Mikroniikleus 0,35+ 0,05 0,45+ 0,29 -0,41
Yiizdesi
F’roliferasyon 2,58+ 0,04 2,25+0,19 1,72
Indeksi
Kardes Kromatid 173,50 + 12,55 157,75 £ 22,99 0,60
Degisimi
*p<0,05
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Vildagliptin ve sitagliptin etken maddelerinin minumum dozlarina 48 saat
boyunca maruz kalan kiiltiir gruplarinda da genotoksik ve sitotoksik parametreler
acisindan istatistiksel bir fark gézlenmedi (p<0,05) (Tablo 35).

Tablo 35. Minumum vildagliptin ile sitagliptin dozlarimin 48 saatlik etkilerine ait verilerin

karsilastirilmasi
Vildagliptin Sitagliptin
Degerlendirilen 125 pg/ml 250 pg/ml t dederi
parametre 48 saat 48 saat )
Ortalama + Standart hata Ortalama + Standart hata

Mitotik 1,84 + 0,07 2,00 + 0,44 -0,37
Indeks
Kromozpmal 8,00 + 2,04 12,75+ 2,02 -1,66
Anomali
Anormal Hiicre 7,75+ 1,89 11,50 + 1,44 -1,58
Ortalamasi
Niikleer 1,91+ 0,09 1,81+ 0,06 0,93
Boliinme Indeksi
Mikroniikleus 0,28 + 0,07 0,40+ 0,15 -0,76
Yiizdesi
I.Droliferasyon 2,51+ 0,06 2,18+0,13 2,34
Indeksi
Kardes Kromatid 175,75 + 9,20 183,00 + 26,23 -0,26
Degisimi

* p<0,05
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Minumum dozlara ait metabolitlerin verileri arasinda istatistiksel agidan 6nemli
bir fark gézlenmedi (p<0,05) (Tablo 36).

Tablo 36. Minumum doz metabolitlerine ait verilerin karsilagtirilmasi

Vildagliptin Sitagliptin
125 pg/ml 250 pg/ml
Degerlendirilen S9 S9 t degseri
parametre Standart
Ortalama + Standart hata Ortalama hata

Mitotik 2,64+ 0,14 3,20 £ 0,50 -1,08
Indeks

Kromozomal 15,00 + 2,04 10,75 £1,70 1,60
Anomali

Anormal Hiicre 14,00 + 1,08 10,50 +£1,71 1,73

Ortalamasi
Niiklger 1,99 + 0,05 1,98 +£0,05 0,07
Boéliinme Indeksi

Mikroniikleus 0,41 +0,13 0,30 +0,12 0,64
Yiizdesi

Prqliferasyon 1,94 + 0,02 1,95 £0,04 -0,23
Indeksi

Kardes Kromatid 159,00 + 12,38 158,00 +20,32 0,04
Degisimi

*p<0,05
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4.13.2. Ara Dozlara Ait Verilerin Karsilastirilmasi

24 saat siire ile ara dozlara maruz kalan kiiltiir gruplarinin genotoksik ve
sitotoksik parametreleri degerlendirildiginde vildagliptin ve sitagliptin etken
maddelerinin PI’leri arasinda fark oldugu saptand1 (Sekil 58). 500 pg/ml ‘lik sitagliptin
ara dozu uygulanan kiiltiir gruplarinda, PI’nin 250 pg/ml’lik vildagliptin ara dozu
uygulanan kiiltiir grubuna gore daha diisiik oldugu belirlendi (p<0,05) (Tablo 37).

Tablo 37. Vildagliptin ile sitagliptinin ara dozlarinin 24 saatlik etkilerine ait verilerin

karsilastirilmasi
Vildagliptin Sitagliptin
Degerlendirilen 250 pg/ml y . Seri
24 saat 24 saat t degeri
parametre
Ortalama + Standart hata Ortalama + Standart hata
Mitotik 2,48 £ 0,09 2,34+ 0,53 0,26
Indeks
Kromozomal 13,25 +2.43 10,25 +3,33 0,73
Anomali
Anormal Hiicre 13,25 + 2,43 9,50 + 2,90 0,99
Ortalamasi
Niikleer 1,95+ 0,07 1,86 £ 0,08 0,84
Boliinme Indeksi
Mikroniikleus 0,29 + 0,06 0,39+0,19 -0,50
Yiizdesi
Prqliferasyon 2,68 + 0,02 2,31+£0,12 2,93*
Indeksi
Kardes Kromatid 164,00 14,75 179,25 + 29,73 -0,46
Degisimi
*p<0,05

119



Proliferasyon indeksi
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Sekil 58. Vildagliptin ve sitaglipitin ara dozlarinin 24 saat siire ile uygulandigr kiiltiir
gruplarinda proliferasyon indeksi
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Vildagliptin ve sitagliptin ara dozlarina 48 saat siire boyunca maruz kalan

kiiltir gruplarmin genotoksik ve sitotoksik parametreleri degerlendirildiginde, etken
maddelerin Pi’leri arasinda istatistiksel farklilik saptandi (p<0,05) (Tablo 38). 500

png/ml ‘lik sitagliptin ara dozu uygulanan kiiltir grubunda Pi’nin, 250 pg/ml’lik

vildagliptin ara dozu uygulanan kiiltiir gruba gore daha diisiik oldugu anlasildi (Sekil

59).
Tablo 38. Ara vildagliptin ve sitagliptin dozlarimmin 48 saatlik etkilerine ait verilerinin
karsilagtiritlmasi
Vildagliptin Sitagliptin
Degerlendirilen 250 pg/ml 500 pg/ml Feri
parametre 48 sast 48 sagl teert
Ortalama + Standart hata Ortalama + Standart hata
Mitotik 2,00 + 0,08 1,96 £ 0,55 0,07
Indeks
Kromozomal 12,25+ 1,44 15,25 £ 4,66 -0,62
Anomali
Anormal Hiicre 11,50 + 1,32 13,25+3,57 -0,46
Ortalamasi
Niiklt?er 1,89 + 0,07 1,62 £ 0,10 2,13
Boliinme Indeksi
Mikroniikleus 725+ 131 9,75+ 3,97 -0,60
Yiizdesi
Prqliferasyon 2,51+0,01 2,12£0,03 10,89*
Indeksi
Kardes Kromatid 180,00 + 20,47 157,00 + 25,34 0,71
Degisimi
*p<0,05
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Proliferasyon indeksi
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Sekil 59. Vildagliptin ve sitaglipitin ara dozlarinin 48 saat siire ile uygulandigr kiiltiir
gruplarinda proliferasyon indeksi
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Vildagliptin ve sitagliptin ara dozlarinin metabolik aktivasyon sonrasi ortaya
¢ikan metabolitlerinden elde edilen genotoksik ve sitotoksik parametreler arasinda fark
gbzlenmedi (p<0,05) (Tablo 39).

Tablo 39. Vildagliptin ile sitagliptinin ara doz metabolitlerinin etkilerine ait verilerin

karsilastirilmasi
Vildagliptin Sitagliptin
Degerlendirilen 250 pg/ml 500 pgfml Seri
59 S9 t degeri
parametre
Ortalama + Standart hata Ortalama + Standart hata
Mitotik 2,56 £ 0,09 2,58+£0,15 - 0,07
Indeks
Kromozomal 13,25 + 4,96 13,50+ 0,87 -0,05
Anomali
Anormal Hiicre 11,50 £ 433 13,00 + 1,00 -0,34
Ortalamasi
Niikleer 1,98+ 0,10 1,99 £ 0,05 - 0,06
Boliinme Indeksi
Mikroniikleus 033+0,13 0,24 + 0,09 0,55
Yiizdesi
Prqliferasyon 1,93 +0,02 1,94 + 0,03 -0,23
Indeksi
Kardes Kror_natid 146,75 + 13,09 156,50 + 7,23 - 0,65
Degisimi
*p<0,05
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4.13.3. Maksimum Dozlara Ait Verilerin Karsilastirilmasi

Vildagliptin ve sitagliptin etken maddelerinin maksimum dozuna 24 saat siire

ile maruz kalan kiiltiir gruplarmin PI’lerinde farklilik oldugu anlasildi (p<0,05) (Tablo

40). Sitagliptinin PI’nin vildagliptine gére daha diisiik oldugu belirlendi(Sekil 60).

Tablo 40. Maksimum vildagliptin ve sitagliptin dozlarmin 24 saatlik etkilerine ait verilerin

karsilastirilmasi
Vildagliptin Sitagliptin
Degerlendirilen 500 pg/ml 1000 pg/ml ¢ deveri
1
parametre 24 saat 24 saat ;
Ortalama + Standart hata Ortalama + Standart hata
Mitotik 1,69 0,12 2,26 £ 0,24 -2,14
Indeks

Kromozomal 10,75 + 0,48 17,50 + 2,84 -2,34
Anomali

Anormal Hiicre 10,25 + 0,25 16,25 + 2,59 -2,30

Ortalamasi
Niikleer 1.89+0,16 1,69 + 0,08 1,14
Boliinme Indeksi

Mikroniikleus 0,25 + 0,07 0,30 + 0,07 -0,49
Yiizdesi

Prqliferasyon 2,63+ 0,04 2,29+0,12 2,74
Indeksi

Kardes Kromatid 153,75 + 13,42 169,50 + 40,75 -0,37
Degisimi

*p<0,05
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Proliferasyon indeksi
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Sekil 60. Vildagliptin ile sitaglipitinin maksimum dozlarinin 24 saat siire ile uygulandig1 kiiltiir
gruplarinda proliferasyon indeksi
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500 pg/ml’lik vildagliptin ile 1000 pg/ml’lik sitagliptin maksimum dozlarina
48 saat siire ile maruz kalan kiiltiir gruplarm AHO, NBI ve PI acgisindan istatistiksel
farkliliklar saptandi (p<0,05) (Tablo 41). Maksimum sitagliptin dozunun AHO’mi
arttiriken (Sekil 61), NBI’ni (Sekil 62) ve Pi'ni (Sekil 63) azalttig1 sapatandi.

Tablo 41. Maksimum vildagliptin ile sitagliptin dozlarinin 48 saatlik etkilerine ait verilerin

karsilastirilmasi
Vildagliptin Sitagliptin
Degerlendirilen 500 pg/ml 1099 pe/mi t degeri
parametre 48 saat 48 saat g
Ortalama + Standart hata Ortalama + Standart hata

Mitotik 1,34+0,18 0,94 £0,16 1,68
Indeks

Kromozomal 13,00+ 1,15 17,00 + 2,48 -1,46
Anomali

Anormal Hiicre 10,50 = 0,29 16,75 + 2,50 - 2,49

Ortalamasi
Niikle.zer 1,99 + 0,05 1,19+ 0,05 11,74*
Boliinme Indeksi

Mikroniikleus 0,21+ 0,07 0,40 + 0,09 -1,64
Yiizdesi

Proliferasyon 2,48 + 0,06 1,62+ 0,08 8,24*
Indeksi

Kardes Kromatid 188,00 + 33’54 259’00 + 22’57 - 1,76
Degisimi

*p<0,05
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Sekil 61. Vildagliptin ile sitaglipitinin maksimum dozlarinin 48 saat siire ile uygulandig: kiilttir

gruplarinda anormal hiicre ortalamasi
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Sekil 62. Vildagliptin ile sitaglipitinin maksimum dozlarinin 48 saat siire ile uygulandig: kiiltiir

gruplarinda niikleer boliinme indeksi
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Sekil 63. Vildagliptin ile sitaglipitinin maksimum dozlarinin 48 saat siire ile uygulandig: kiiltiir

gruplarinda proliferasyon indeksi
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Maksimum doz

metabolitlerinin,

incelenen

genotoksik ve

sitotoksik

parametreleri arasinda istatistiksel olarak bir fark saptanmadi (p<0,05) (Tablo 42).

Tablo 42. Maksimum doz metabolitlerinin etkilerine ait verilerin karsilagtirilmasi

Vildagliptin Sitagliptin
Degerlendirilen 500 pg/ml 1000 ng/mi t degeri
parametre S9 saat S9 saat g
Ortalama + Standart hata Ortalama + Standart hata
Mitotik 2.14+0,17 2,26 +0,21 -0,46
Indeks
Kromozomal 14,00 £ 4,71 17,00 + 4,64 -0,45
Anomali
Anormal Hiicre 11,25 +3,07 15,50 + 4,25 -0,81
Ortalamasi
Niikleer 1,96 = 0,05 1,91 +0,05 0,59
Boliinme Indeksi
Mikroniikleus 0,19 + 0,09 0,33+ 0,06 -1,32
Yiizdesi
Proliferasyon 1,94+ 0,02 1,86 £ 0,05 1,47
Indeksi
Kardes Kromatid 156,50 = 11,71 157,00 + 15,81 -0,03
Degisimi
*p<0,05
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5. TARTISMA

Yapilan calismada; yeni nesil antidiyabetiklerden vildagliptin ile sitagliptinin
ve bu iki ilacin metabolitlerinin genotoksik ve sitotoksik etkileri in vitro olarak
arastirildi. Saglikli gonilliilerden temin edilen tam kandan yapilan periferik lenfosit
kiiltirlerine KA, MN ve KKD yontemleri uygulandi. Kiiltiirlerde kullanilan etken
maddelerin ve metabolitlerinin doz ve maruziyet siireleri bakimindan farkli
uygulamalarinin KA, MI, AHO, MN, NBI, KKD ve PI iizerine etkileri ve bu
parametrelerin birbirleri ile olan iliskileri arastirildi. Ayrica iki etken maddenin neden
oldugu degisimler istatistiksel olarak karsilastirildi.

Sayisal ve yapisal sitogenetik anomaliler, kanserden multifaktoriyel
hastaliklara, infertiliteden dogum anomalilerine kadar, birgok saglik sorunundan
sorumlu tutulmaktadir. Bu sebeple, sitogenetik anomaliler, endiistriyel kimyasallarin ve
atiklarin  toksikolojik degerlendirilmesinde, yeni ilaglarin gelistirilme siirecinde,
ekolojik ve gevresel etkenlerin izlenmesinde, degerlendirilmesinde ve temizliginde ve
isyeri giivenliginde indikator olarak kullanilmaktadir. Hiicre béliinmesi esnasinda genetik
materyalde degisiklige neden olabilen kimyasallarin genotoksisite agisindan arastirilmasi,
kanser olusturma potansiyeline de 1sik tutabilir. /n vitro calismalarda genotoksisite
aragtirmalart genellikle KA, KKD ve MN yontemleriyle ile degerlendirilmektedir
(Tucker ve Preston, 1996; Atlh Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Celik ve Eke, 2011;
Gwinn ve ark., 2011).

Sayisal ve yapisal KA varligi, MN olusumu ve KKD’nin artan orani, genetik
materyalde meydana gelen hasarlarin saptanmasinda ve ilag ve kimyasallarin
genotoksisitelerinin degerlendirilmesinde basvurulan ciddi parametreleri olusturur.
(Rojas ve ark., 1993; Mark ve ark., 1994; Fenech, 2000; Atli Sekeroglu ve Sekeroglu,
2011).

Normal kromozom say1 ve yapisindaki degisimler kromozom anomalileri
olarak tanmimlanmaktadir. Kromozomal anomalinin tipi, hiicrenin kaderini de
belirlemektedir. Yapisal kromozom anomalilerine; DNA kiriklar, hasarli DNA’nin
kalip olarak kullanildig1 replikasyon, replikasyon inhibisyonu ve replikasyonda gorevli
enzimlerin mutasyonu veya inhibisyonu gibi genetik etkenler neden olabilmektedir.
Sayisal kromozom anomalileri sporadik olabilecegi gibi, kimyasal indiikleyiciler

tarafindan da olusturabilmektedir (Tucker ve Preston, 1996; Mateuca ve ark., 2006).
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Tamir edilmeyen ya da yanlis tamir edilen DNA kiriklarinin, anafazda geri
kalan asentrik kromozom ya da kromatid pargalarinin sebep oldugu c¢ekirdek orjinli
yapilara mikroniikleus denmektedir. Ayrica, kinetekor proteinlerindeki hatalar ya da
hatali birlesen proteinler, hatali anafaz kontrol genleri, islevsiz ig iplik¢ikleri ya da
sentrik ve perisentrik bolgedeki tekrar bdlgelerinin hipometilasyonu sonucu anafazda
yanlig ayrilan tiim kromozomlar da mikroniikleus olusumuna sebep olabilmektedir
(Fenech ve ark., 2011).

BrdU, DNA replikasyonu sirasinda timinin yerine inkorpore olabilen bir baz
anologudur. Rutin kromozom kiiltiirlerine eklendigine, UV 15181 etkisinde kalan
preparatlarda bulundugu bolgelerin soluk renkli goriinmesine sebep olur. BrdU bu
ozelligi sayesinde, homolog rekombinasyon sonucu tamir edilen tek zincir kiriklarinin
teshis edilmesini saglamaktadir (Tucker ve Preston, 1996; Wilson ve Thompson, 2007).

Mi, NBi ve Pi parametreleri, hiicre ¢ogalmasimin, boliinmesinin, DNA
replikasyonunun ve hiicre 6liimiiniin degerlendirilmesinde kullanilan parametrelerdir.
(Rojas ve ark., 1993; Mark ve ark., 1994; Fenech, 2000; Atl Sekeroglu ve Sekeroglu,
2011). Bunun yami sira kimyasal veya fiziksel ajanlarin sitotoksik etkilerini
degerlendirilmesinde PI ve NBI parametreleri kullanilmaktdadir. Boylece bu
parametrelerle hiicre siklusu kinetiginin Ol¢iimii yapilabilmektedir. Bu parametre
oranlarindaki diistsler, hiicre siklusundaki gecikmenin delili sayilmaktadir. Hiicre
siklusu siirecindeki gecikme, DNA replikasyonu baslamadan 6nce, varolan genotoksik
hasarin tamir edilmesi i¢in onarim sistemlerinin devreye girmesine neden olur (Laffon
ve ark., 2001). Hiicre siklusunun her fazinda hiicre siklusunun duraklamasini ve tamir
mekanizmalarinin uyarilmasini saglayan kontrol noktalar1 mevcuttur. Taninan siirede

DNA hasari tamir edilemiyorsa hiicre apoptozise gider. (Maddika ve ark., 2007)

5.1. Vildagliptin ile Sitagliptinin Genotoksisitesi

EMA, yaymladigi raporda vildagliptinin standart genotoksisite testleri
sonucuna dayanarak genotoksik potansiyeli olmadigini bildirmistir (EMA, 2012). Bizim
calismamizda da vildagliptinin 125 pg/ml, 250 pg/ml ve 500 pg/ml’lik dozlar1 ve bu
dozlara ait metabolitlerin KA, AHO, MN ve KKD agisindan genotoksisiteyi
indiiklemedigi saptandi. Fakat KA ve AHO’nin doz artisina bagli olarak yiikselme
egiliminde oldugu anlasildi.
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Vildagliptin  uygulamalar1 sonucunda genotoksisite ve sitotoksisitenin
saptanmas1 amaciyla tespit edilen KA, MN, KKD, Mi, NBI ve PI gibi abnormalite
verilerinin kontrol uygulamalarinin verileri ile karsilastirilmasiyla goriilen iliski yaninda
bu veriler arasinda bir korelasyonun goézlenisi dikkati ¢ekmistir. Vildagliptinin 125
pg/ml’lik dozunun 24 saatlik uygulamasi sonucu tespit edilen KA ve MN verileri
arasinda yliksek korelasyon goriildii. KA sonuglarinin artmasina paralel olarak MN
sonuglarin da arttig1 saptandi. Fakat bu iki verinin de istatistiksel olarak genotoksik
sayllamayacagi anlasildi.  Vildagliptinin 500 ug/ml’lik dozunun 48 saatlik
uygulamalarinda da MN ile KKD arasinda yiiksek korelasyon saptandi. Korelasyon,
kardes kromatid degisim sonuglarinin artmasina karsin, mikroniikleus oraninin azlamasi
seklindeydi. Bu iliskiden, vildagliptinden kaynalanan genotoksik hasarin onarilabildigi
sonucuna varilmistir

EMA, sitagliptinin i¢in 2007 yilinda yayinladigi raporda, CHO hiicrelerinde in
vitro KA, in vivo fare MN testi sonunda genotoksisite gostermedigini bildirmistir
(EMA, 2017). Oz Abak (2010) tarafindan yapilan in vivo calismada ratlara 36 giin
boyunca, oral olarak 1 mg/kg/giin, 10 mg/kg/giin ve 100 mg/kg/giin sitagliptin
uygulamasi yapilmis ve Comet yontemi ile DNA hasari incelenmis. Sitagliptinin artan
dozlarda, in vivo rat lenfositlerinde, hasarli hiicre oran1 ve genetik hasar indeksinin doz
artigina paralel olmadig: bildirilmistir. Bir diger in vivo ¢alismada, 6 ay boyunca
sitagliptin kullanan tip 2 diyabetli hasta grubunda, genotoksik markerlarin (KA, MN,
KKD) ilag kullanmayan kontrol grubundan yiiksek oldugu rapor edilmistir (Oz Gul ve
ark., 2013). Engiizel (2015) tarafindan yapilan bir tez ¢alismasinda ise sitagliptinin 125
ug/ml, 250 pg/ml, 500 ug/ml ve 1000 pg/ml'lik dozlarinin periferal lenfositlerde, in
vitro sartlarda, 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda KA ve KKD oranlarinda onemli
derecede artis gozlendigi bildirilmistir. Yine ayn1 ¢alismada sitagliptinin 1000 pg/ml'lik
dozunun 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerinde MN oraninin 6nemli derecede arttigi
belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda sitagliptinin 250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml’lik
dozlarinin 24 saatlik ve 48 saatlik uygulamalarda KA, AHO, MN ve KKD olusumunu
genotoksik sayilacak kadar arttirmadigi belirlendi. Bu dozlara ait metabolitlerin de KA,
MN, KKD sikligini arttirmadigi fakat 1000 pg/ml’lik dozun AHO iizerinde zayif
genotoksisite gosterdigi saptandi.
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Sitagliptinin 250 pg/ml’lik dozunun 24 saat uygulamalarinda KA ile MN
arasinda goriilen yiiksek korelasyon KA olusumunun artisinin MN olusumunun da

artisina sebep oldugunu gostermistir.

5.2.Vildagliptin ile Sitagliptinin Sitotoksisitesi

Amritha ve ark. (2015), vildagliptinin 1000 ug/ml, 500 pg/ml, 250 pug/ml, 125
ug/ml, 62,5 pg/ml, 31,2 pg/ml, 15,6 pg/ml ve 7,8 ug/ml’ lik konsantrasyonlarini kolon
kanseri hiicre hattinda (HT-29) uygulayarak vildagliptinin hiicre ¢ogalmasini
baskiladigini1 ve ICsp dozunun 125 pg/ml oldugunu rapor etmistir. Bizim ¢alismamizda
vildagliptinin 125 pg/ml ve 250 pug/ml’lik dozlarmin MI iizerinde zayif sitotoksisite
gosterdigi ve ICsy dozu olarak belirledigimiz 500 pg/ml’lik dozun MI iizerinde
sitotoksisite gosterdigi saptandi. Metabolitlerin de M1 iizerinde zayif sitotoksik oldugu
gozlendi. Ayrica, MI iizerindeki toksik etkinin doz artisina bagl olarak artis gdsterme
egiliminde oldugu belirlendi. NBi’nde 250 pg/ml ve 500 pg/ml’lik dozlarmn ve 500
pg/ml’lik metabolitlerin zayif sitositatik etki gosterdigi anlasildi. Ancak Pi’nin higbir
doz ve metabolit grubundan etkilenmedigi goriildi. Yaptigimiz ¢alismada ayrica,
metabolitlerin dogrudan doz uygulamalarina gére daha yiiksek MI degerlerine ve daha
diisiik PI degerlerine sahip oldugu belirlendi.

Vildagliptinin 500 pg/ml’lik dozunun 48 saatlik uygulamalarinda PI ile Mi
arasinda da yiiksek korelasyon saptandi. Yani proliferasyon indeksinin azalmasi ile
mitotik indeks artis1 arasinda yakin iligki saptandi. Bu iliski; vildagliptinin sebep oldugu
hasarin onarilabilmesi i¢in hiicre dongiisliniin yavagladigin1 ve onarimin tamamlaninca
mitoz boliinmenin gergeklestirildigini diistindiirmektedir.

Femia ve ark. (2013), 1,2-dimetilhidrazin (DMH) ile indiiklenerek kolon
kanseri olusturulan farelere 15 hafta boyunca 260 ppm sitagliptin uygulayarak
sitagliptinin uzun siireli etkisini arastirdigi caligmasinda, prekanser6z lezyonlarin
sitagliptin uygulanan grupta kontrol grubuna gore belirgin Olgiide daha diisiik
goriildiigiini bildirmistir. Engiizel (2015), uyguladigi 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml
ve 1000 pg/ml'lik sitagliptin konsantrasyonlarmin Mi’in diismesine sebep oldugunu
fakat NBI ve PI iizerinde etki yapmadigini bildirmistir. Amritha ve ark. (Amritha ve
ark., 2015) sitagliptinin kolon kanseri hiicre hattinda (HT-29) hiicre ¢ogalmasini
baskiladigini ve 1Csy dozunun 31,2 pg/ml oldugunu bildirmistir. Pinheiro ve ark. (2017)

sitagliptinin 50 pg/ml’lik konsantrasyon ve iizeri dozlarinin insan lenfosit kiiltiirlerinde
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hiicre cogalmasini inhibe edici etki gosterdigini testpit etmistir . Bizim ¢aligmamizda da
sitagliptinin 250 pug/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml'lik dozlarinin ve bu dozlara ait
metabolitlerin MI iizerinde zayif sitotoksisite gosterdigi belirlendi. Ayrica dozlarin Mi
tizerindeki etkilerinin doz artisina bagl olarak ytikseldigi saptandi. Sitagliptinin 250
pg/ml ve 500 pg/ml’lik konsantarasyonlarinin NBI’ni zayif sitotoksik olarak etkiledigi
ve bu etkinin doz artisina bagli olarak arttif1 belirlendi. Metabolitlerden yalnizca
maksimum doza ait olaninin NBI iizerinde zayif sitostatik etkiye sahip oldugu anlasildi.
1000 pg/ml’lik dozun PI iizerinde sitositatik, diger dozlarm zayif sitositatik etki
gosterdigi ve bu toksik etkinin doz artisina bagl olarak yilikselme egiliminde oldugu
belirlendi. Biitiin metabolit gruplarmm da PI'ni zayif sitositatik olarak etkiledigi
goriildii. Calismamizda metabolitlerin direkt sitagliptin uygulanan gruptan daha diisiik

Pi’ne ve daha yiiksek NBi’ne sahip oldugu anlasildi.

5.3.Vildagliptin ile Sitagliptinin Genotoksik ve Sitotoksik Etkilerinin
Karsilastirilmasi

Amritha ve ark. (2015) tarafindan vildagliptin ve sitagliptinin antikansorejen
etkilerinin kolon kanseri hiicre hattinda (HT-29) arastirildigi bir galismada ilaglarin
1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,2 pg/ml, 15,6 pg/ml ve
7,8 ug/ml’ lik konsantrasyonlart MTT yoOntemiyle analiz edilmistir. Calismada
vildagliptinin 1Csp dozu 125 pg/ml; sitagliptinin ICsp dozu ise 31,2 pg/ml olarak
belirlenmis ve sitagliptinin HT-29 hiicrelerinde daha etkili oldugu bildirilmistir.
(Amritha ve ark., 2015). HT-29 kolon kanseri hiicre hattinda yapilan g¢alismada
vildagliptin 1ile sitagliptin i¢in belirlenen ICsg dozlari, saghkli goniillillerden temin
edilen periferik lenfositlerin kullanildig1 ¢alismamiza gore, daha diisiik konsantrasyonda
kalmistir. Dozlar farkli belirlenmis olsa da, sonuglarin benzerlik gostermesi anlaml
bulunmustur. Bu ¢alisma ile her iki ilacin da antikanserojen etkilerinin oldugu ama
sitagliptinin potansiyelinin daha yiliksek oldugu rapor edilmistir. Calismamizda
vildagliptin ve sitagliptinin minumum dozlarinin genotoksik ve sitotoksik acidan farka
sebep olmadig1 anlagildi. Ara doz ve maksimum doza ait uygulamalarda, sitagliptinin
Pi’nin vildagliptine gére daha diisiik oldugu saptandi. Ayrica maksimum dozun uzun
siireli uygulamasinda sitagliptinin daha yiiksek AHO ve daha diisiik NBi’ne sahip
oldugu belirlendi. Yaptigimiz ¢alismada elde edilen sonuglar, vildagliptinin MI indeks

lizerinde gostererek mitoz bdliinmeyi baskilama potansiyeline sahip oldugunu
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gdstermistir. Oysa sitagliptinin MI, PI ve NBI iizerinde etki gostererek hem mitoz
boliinme, hem ¢ekirdek boliinmesi hem de replikasyonu baskilayabildigini oldugunu
ortaya koymustur (Tablo 43). Tiim bu sonuglar, sitagliptinin hiicre proliferasyonunu

baskilama konusunda daha etkili oldugunu ortaya koymaktadir.
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Tablo 43. Vildagliptin ile sitagliptinin gentoksik ve sitotoksik etkileri
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6. SONUC VE ONERILER

KA, AHO, KKD ve MN verileri vildagliptin ile sitagliptinin genotoksik etkiye
sahip olmadigini, MI, PI ve NBI sonuglar1 ise bu iki ilacin insan periferal lenfositlerine
sitotoksik ve sitostatik etkilere sahip olabilecegini ortaya koymustur. Sitagliptinin
etkisinin daha fazla olmakla birlikte sahip olduklari potansiyel onlarin anti-proliferatif
ajan olarak da kullanilabilecegini gostermistir.

Vildagliptin ile sitagliptinin hiicre ¢gogalmasini1 baskiladiginin gériilmesi, bu iki
ilacin hiicre dongiisiinii ve hiicre dongiisiinii kontrol eden mekanizmalar1 yoneten ve
denetleyen genler ile bu gen iiriinlerini etkileyebilecegini de diisiindiirmiistiir. ilaglarm,
genler iizerinde genotoksik etki gosterip mutasyonlar1 indiiklemeden, hiicre dongiisiinii
sadece ekspresyon profilini degistirerek veya epigenetik yoluyla m1 baskiladigi da
aydinlatilmasi gereken bir konudur.

Kanser ilaglarmin ¢ogu sitotoksiktir. Sitotoksik ilaglar sadece kanser
hiicrelerine 6zgli degildir; normal hiicreleri de etkilerler ve dolayisiyla viicut igin
zararlidirlar. Bu sebeple, kanser hiicrelerine spesifik yeni ilaglarin tasarlanmasi gerekli
bir hedef olmalidir. Metformin gibi birgok antidiyabetik ilacin kanser hiicreleri tizerinde
dikkate deger antikansorejen etkileri gosterilmistir. Bu ¢alismada arastirilan iki ilacin da
kanser icin yatkinlik gosteren tip 2 diyabet hastalarinda faydali ve koruyucu bir rol
istlenebilecegi ihtimal dahilindedir. Fakat bu konuda daha kesin bir yoruma
gidebilmek, bu ilaglarla daha ¢ok c¢aligmanin yapilmasina dogrudan bagh

goriinmektedir.
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