T.C.
KARADENIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi FARMAKOLOJI ANABILIM DALI

GLUKAGON-LIKE PEPTID-1 (GLP-1) VE GLUKAGON-LIKE
PEPTID-2 (GLP-2)’NiN AGRI VE INFLAMASYON UZERINE
OLAN ETKILERININ ARASTIRILMASI

Uzmanlik Tezi

Dr. Duygun ALTINTAS AYKAN

Trabzon, 2017



T.C.
KARADENIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi FARMAKOLOJI ANABILIM DALI

GLUKAGON-LIKE PEPTID-1 (GLP-1) VE GLUKAGON-LIKE
PEPTID-2 (GLP-2)’NiN AGRI VE INFLAMASYON UZERINE
OLAN ETKIiLERININ ARASTIRILMASI

Uzmanlik Tezi

Dr. Duygun ALTINTAS AYKAN

Tez Damismani: Prof. Dr. S. Murat KESIM

Trabzon, 2017



Hersey bir agndir. Dogum agndir, hastalik agndir. Yashhk,
agndir. Oliim agndir. Sevdiginden aynilmak agndir, nefret bile
agndir.

Sidhatta Gotama (Buda)



ONSOZ

Uzmanlik egitimim siiresince bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim, tezimin
hazirlanmasinda en biiyiik emegi gecen tez danismanim Sayin Prof. Dr. Murat KESIM’e,
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Baskan1 Saym Prof. Dr. Nuri Thsan KALYONCU’ya,
boliimiimiizden Saym Prof. Dr. Ersin YARIS ve Sayin Dog. Dr. Mine KADIOGLU
DUMAN’a, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Bagkan1 Sayin Prof. Dr. Engin
YENILMEZ'e, Fizyoloji Anabilim Dali Baskani Saym Prof. Dr. Ahmet AYAR',
Fizyoloji Anabilim Dali’ndan Dog¢. Dr. Mukadder OKUYAN'a, Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’ndan Saymn Prof. Dr. Ayhan
BOZKURT'"a, tezimin deneysel kisminda bana gii¢ ve hiz katan degerli arkadaslarim
Yiik. Lis. Ogr. Beyza AYAN ve Ars. Gor. Aysegiill KURT a, destek ve yardimlariyla
yanimda olan Ars. Gor. Esra SEKERCI'ye, KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma
Merkezi ¢alisanlar1 ve tiim teknik personele,

Tez calismami TTU-2016-5451 ve ID:5451 numarali proje ile destekleyen KTU
Bilimsel Proje Arastirma (BAP) Birimi’ne,

Hayatim boyunca destegini ve sevgisini esirgemeyen canim aileme, doktorluk
meslegimin tiim asamalarinda bana cesaret ve sabir veren esim Cagri’ya, mutluluk
kaynaklarim canlarim Berke’me ve Cemre’me,

Sonsuz sevgi ve tesekkiirlerimle...

Dr. Duygun ALTINTAS AYKAN



OZET

Glukagon-Like Peptid-1 (GLP-1) ve Glukagon-Like Peptid-2 (GLP-2)’nin
Agrni ve inflamasyon Uzerine Olan Etkilerinin Arastirllmasi

Giris: Bu calismanin amaci, farelerde GLP-1 ve GLP-2’nin nosisepsiyon ve
inflamasyon tizerine olan etkilerini arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: GLP-1 ve GLP-2’nin etkileri ve etki mekanizmalar1 akut
ve kronik uygulamada hot plate ve formalin testlerinde degerlendirildi. Lokomotor
aktivite ve kan sekeri diizeyinin bu etkilere katkis1 olup olmadigini gozlemlemek i¢in
rotarod testi ve kan sekeri dl¢tim kontrolleri yapildi.

Bulgular: GLP-1 ve GLP-2 0.2 mg/kg dozlarinda 30. dakikada antinosiseptif
etkilerinde saline gore istatistiksel olarak anlamli artig yaptilar. GLP-1'in 0.05 mg/kg
dozunda 10. dakikada nosisepsiyon yoniinde anlamli degisiklik gézlendi. GLP-1'in 0,2
mg/kg, GLP-2'nin 0,2 mg/kg ve 0,1 mg/kg dozlarinda akut ve tonik fazda penge
yalama ve sallama sayilarinda (GLP-2 0,1 mg/kg akut fazda penge yalama sayisi
hari¢), GLP-1'in 0.1 mg/kg'da tonik fazda penge sallama sayisinda, GLP-2'nin 0,05
mg/kg'da akut ve tonik fazda pence sallama sayilarinda saline gére anlamli azalma
olusturdular. GLP-1'in 15. dakikada L-NAME varliginda, 30. dakikada ise
ondansetron, L-NAME, nalokson varliginda; GLP-2'nin 30. dakikada ondansetron ve
nalokson varliginda antinosiseptif etkilerinde anlamli azalma goriildii. GLP-2'de L-
NAME'in tim fazlarda pence yalama ve tonik fazda penge sallama sayilarini,
ondansetronun tonik fazda penge sallama sayilarini anlaml azalttig1 goriiliirken, GLP-
1’de sadece nalokson varliginda akut fazda pence sallama hareketlerinde anlamli artig
goriildii. GLP-1 0.2 mg/kg ve GLP-2 0,05 mg/kg kronik uygulamada 10., 15. ve 30.
dakikalarda antinosiseptif etkilerinde saline gore artig; tiim zaman araliklarinda penge
hareketlerinde (GLP-2 tonik fazda penge sallama sayisi hari¢) ise anlamli azalma
goriildi. GLP-1 ve GLP-2'min lokomotor aktivite ve kan sekeri iizerine olan
etkilerinin, antinosiseptif ve antiinflamatuar aktivitelerini degistirmedigi saptandi.

Tartisma ve Sonug¢: Calismamizda, GLP-1 ve GLP-2'nin antinosiseptif ve
antiinflamatuar etkilerini ve bu etkilerinde serotonerjik, nitrerjik, opioiderjik yolaklarla
ilgili olarak farkli sonuglari bulduk. Calismamizin devaminda PKA bagimli protein
ekspresyonunu molekiiler diizeyde arastirmayi ve buldugumuz sonuglara molekiiler
diizeyde aciklik getirmeyi hedeflemekteyiz.

Anahtar Kelimeler: GLP-1, GLP-2, agri, inflamasyon.



SUMMARY

Research of the Effects of Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1) and Glucagon-Like
Peptide-2 (GLP-2) on Pain and Inflammation

Introduction: The aim of this study is to investigate the effects of GLP-1 and
GLP-2 on nociception and inflammation in mice with hot plate and formalin tests.

Methods: The effects and mechanisms of GLP-1 and GLP-2 were evaluated in
acute and chronic administration, in hot plate and formalin tests. Rotarod test and
blood glucose measurement were performed to check whether locomotor activity and
blood glucose level contributed to these effects.

Results: GLP-1 and GLP-2 showed statistically significant increases in
antinociceptive effects compared to saline at 0.2 mg/kg doses at 30. min. Significant
change was observed in nociception at 10. min with GLP-1 0.05 mg/kg. Paw licking and
shaking numbers of GLP-1 0.2 mg/kg, GLP-2 0,2 mg/kg and GLP-2 0,1 mg/kg at acute
and tonic phases (except the paw licking after GLP-2 0.1 mg/kg dosage at acute phase),
paw shaking number of GLP-1 0.1 mg/kg at tonic phase, and paw shaking number of
GLP-2 0.05 mg/kg at acute and tonic phases were significantly decreased. The
antinociceptive effects of GLP-1 in the presence of L-NAME at 15. min and in the
presence of ondansetron, L-NAME and nalokson at 30. min, GLP-2 in the presence of
ondansetron and nalokson at 30. min were significantly decreased. In GLP-2, paw
licking numbers at acute and tonic phases, and paw shaking numbers at tonic phase with
L-NAME, paw shaking numbers at tonic phase with ondansetron were significantly
decreased while significant increase in paw shaking numbers at acute phase only with
naloxon were seen at GLP-1. The antinociceptive effects of GLP-1 0.2 mg/kg and GLP-
2 0.05 mg/kg after chronically administration were significantly increased at 10., 15.,
and 30. min compared to saline, while paw movement numbers (except paw shaking
after GLP-2 at tonic phase) were significantly decreased at all time intervals compared
to saline. The effects of GLP-1 and GLP-2 on locomotor activity and blood glucose
levels did not alter antinociceptive and antiinflammatory activities.

Conclusion and Results: In this study, we found antinociceptive and
antiinflammatory effects of GLP-1 and GLP-2, and different results about serotonergic,
nitrergic and opioidergic pathways. As a further study, we aim to investigate PKA-
dependent protein expression at the molecular level to clarify the results we have found.

Key Words: GLP-1, GLP-2, pain, inflammation.
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KISALTMALAR LiSTESI

ACR : Amerikan Romatoloji Koleji (The American College of Rheumatology)
ACTH : Adrenokortikotropik Hormon
AP-1 : Aktivator Protein-1

BAMP : Bovin Adrenal Medulla Peptit

CAMP : Siklik Adenozin Monofosfat

CFA : Complete Freund’s Adjuvant

cGMP : Siklik Guanozin Monofosfat

COX-2 : Siklooksijenaz-2

CXCL-10 : C-X-C Motif Kemokin Ligand-10

DM : Diyabetes Mellitus

DPP-4 : Dipeptidil peptidaz-4

DSM-IV  : Mental Bozukluklarin Tanisal ve Istatistiksel El Kitabi 4. baski (The

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th edition)

EDRF : Endotelyum Kaynakli Gevsetici Faktor
EGF : Epitelyal Biiyiime Faktorii

eNOS : Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz

ERK : Ekstraselliiler Sinyal liskili Kinaz
GAPDH : Gliseraldehit 3-Fosfat Dehidrogenaz
GIP : Gastrik Inhibitér Polipeptid

GIS : Gastrointestinal Sistem

GLP-1 : Glukagon Benzeri Peptid-1
GLP-1R  : Glukagon Benzeri Peptid -1 Reseptorii
GLP-2 : Glukagon Benzeri Peptid -2
GLP-2R  : Glukagon Benzeri Peptid -2 Reseptorii

GRPP : Glisentin-Bagimli Pankreatik Polipeptit

HIF-1 : Hipoksiyle Indiiklenen Faktor-1

Hsp 90 : Is1 Sok Proteini 90

IASP : Uluslararas1 Agr1 Calisma Dernegi (International Association for the
Study of Pain)

ICAM : Interseliiler Hiicre Adezyon Molekiilii

IFN y : Interferon Gamma
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IGF-1
IL-1
IP-1

i.p
INOS
JNK
KGF
L-NA
L-NAME
LPS
MAO
MAPK
Mcp-1
MPE
NCAM
NFxB
nNOS
NO
NOS
PAG
PI3K
PKA
PKG
PLC
POMK
s.C
SERCA
SOCS-3
SSS
STAT-3

TGF-

: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1

: Interlokin-1

: Intervening Peptid-1

: Intraperitoneal

: Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz

: c-Jun N-terminal kinazlar

: Keratinosit Biliylime Faktorti

: N-Nitro-L-Arjinin

: Nitro-L-Arjinin Metil Esteri

: Lipopolisakkarit

: MonoaminOksidaz

: Mitojenle-Aktive olan Protein Kinaz

: MonositKemoatraktan Protein

: Maksimum Olasi Etki (Maximum PossibleEffect)
: Noral Hiicre Adezyon Molekiilii

: Niikleer Faktor Kappa B

: NoronalNitrik Oksit Sentaz

: NitrikOksit

- Nitrik Oksit Sentaz

: Periakuaduktal Gri Madde

: Fosfotidil inozitol 3-kinaz

: Protein Kinaz A

: Protein Kinaz G

: Fosfolipaz C

: Proopiomelanokortin

: Subkiitan

: Sarkoplazmik Endoplazmik Retikulum Ca*? — ATPaz

: Sitokin Sinyal Baskilayicilart (Suppressors of Cytokine Signaling)
: Santral Sinir Sistemi

: Sinyal Doniistiirticii ve Transkripsion Aktivatorii-3 (Signal Transducer

and Activator of Transcription-3)

: Transforme Edici Biiyiime Faktorii- 3
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TNF a : Tumor Nekrozitan Faktor

TRPV1  : Gegici Reseptor Potansiyeli Vaniloid Alt grubu-1 (Transient Receptor
Potential Vanilloid Subfamily, member-1)

VCAM : Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiili

VEGF : Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
VIP : Vazoaktif Intestinal Peptit
5-HT : 5-Hidroksi Triptamin
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1. GIRIS

Agn, ger¢ek veya potansiyel doku hasar1 veya benzer hasarlanma sonrasinda
hos olmayan duyusal ve duygusal deneyim olarak tanimlanir (1). inflamasyon,
immiinolojik veya immiinolojik olmayan herhangi bir zedeleyici uyarana karsi
viicudun fizyolojik, 6zgiil olmayan bir savunma yamtidir (2). Bu iki kavram,
hastaliklarin biyolojik temelinde yer almalari, birbirinden bagimsiz olmamalar1 ve
patogenezlerinde ortak faktorlerin bulunmasi sebebiyle genellikle bir arada tanimlanir.

Glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1), proglukagon ailesine dahil olan peptid
yapida bir molekiildiir. Gastrointestinal sistemde enteroendokrin hiicrelerden
glukagon benzeri peptid-2 (GLP-2) ile birlikte salinir. Giiniimiizde tip 2 diyabet
tedavisinde kullanilan GLP-1’in kronik agri, periferik néropati agrisi, kansere bagl
agr1 ve diyabetik agrida inflamasyonu Onleyici ve agriyr azaltici etkileri oldugu
bilinmektedir. GLP-2’nin agr1 ve inflamasyon {izerine etkileri GLP-1 kadar
arastirilmamistir. GLP-2’nin yara iyilesmesinde, santral sinir sistemi patolojilerinde
noroprotektif etkilerinin oldugu, bagirsak hareketlerinin diizenlenmesinde, gida
emilimi ve mukozal inflamasyonda rol oynadig1 yapilan simirlt sayidaki ¢aligmalarda
gosterilmistir.

Biz c¢alismamizda; GLP-1 ve GLP-2’nin, akut ve kronik uygulanim sonrasi
farelerde deneysel agr1 ve inflamasyon modelleri tizerindeki etkilerini ve bu etkilerin

mekanizmalarini arastirmayi planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Agn

2.1.1. Tanim

Agr1, ¢ok faktorlii karmasik bir duyudur. Uluslararast Agr1 Calisma Dernegi
(International Association for the Study of Pain, IASP) tarafindan yapilmis olan
tanima gore agri, gercek veya potansiyel doku hasar1 veya benzer hasarlanma

sonrasinda hos olmayan duyusal ve duygusal deneyim olarak tanimlanir (1).

2.1.2. Agr1 Siiflandirilmasi

Agr1; mekanizmalarina, siirelerine veya kaynaklandigi bolgelere gore farkli
sekillerde sinmiflandirilabilir.

Mekanizmalarina gore;

a. Nosiseptif Agri: Fizyopatolojik olaylarin deri, kas, bag dokusu ve ig¢
organlardaki agri algilayicilar1 olan nosiseptorleri uyarmalart sonucu ortaya ¢ikan
agridir. Somatik ve visseral agr1 olarak 2’ye ayrilir. Somatik agr1 viicut dokularina
olan hasardan ileri gelir, iyi lokalize edilir, fakat tanim ve deneyimde degisiklik
gosterir. Visseral agri, gerim reseptOrlerinin algilamasiyla olusur, zayif lokalize
edilir, derin ve kramp tarzinda hissedilir (3).

b. Noropatik agri: Sinir sistemindeki hastalik, hasar veya fonksiyon
bozukluguna ikincil olarak anormal néral aktivite sonucu olusan agridir.

Alt tipleri:

e Sempatik medyatorlii agri: Periferal sinir hasar1t ve bagli otonomik

degisimlerden kaynaklanir (6rn. refleks sempatik distrofi).

e Periferal noropatik agri: Otonomik degisim olmaksizin olusan periferal

sinir hasarindan kaynaklanir (6rn. postherpetik nevralji).

e Santral agri: Anormal santral sinir sistemi aktivitesinden kaynaklanir (6rn.

spinal kord hasarl1 agrilar, inme sonrast agri).



Tek sinir lifi etkilenmigse monondropati, viicudun degisik alanlarindan birgok
sinir lifi etkilenmigse monondropati multipleks, semptomlar difiiz ve bilateralse
polindropati denilir (4,5).

c. Deaferentasyon agrisi: Periferik veya santral sinir sistemindeki lezyonlara
bagli olarak somatosensoryal uyaranlarin santral sinir sistemindeki iletiminin
kesilmesine bagli olarak ortaya ¢ikar. Bir anlamda sinirin elektriksel desarjinda kisa
devreler meydana gelmekte ve bu kisa devreler bir odak olarak agriya yol agmaktadir.
Yanici 6zelliktedir.

d. Reaktif agri: Viicudun cesitli olaylara karsi bir reaksiyonu olarak, motor ve
sempatik afferentlerin refleks aktivasyonu sonucu nosiseptorlerin uyarilmasi ile
ortayagikan agridir (6rn. miyofasiyal agrilar).

e. Psikosomatik agri: Hastanin psikososyal veya psisik sorunlarini agri
biciminde algilamasi, ifade etmesidir.

Siiresine gore;

a. Akut Agri: Cerrahi, travma veya akut hastalikta olusan kimyasal, termal
veya mekanik stimulusa karsi gosterilen normal fizyolojik yanit olarak
tanimlanmaktadir. Cok faktorlii bir duyumsama olan akut agri, motivasyonel ve
emosyonel mekanizmalardan olan kagma ve diger tepkisel davranislari igerir. S6z
konusu duyusal, motivasyonel ve biligsel mekanizmalar; motor yanitlar1 etkileyerek
agriy1 karakterize eden davranis1 belirler.

b. Kronik Agri: Yaralanma veya doku hasari sonrasinda viicudun iyilesmesi
igin gereken siireden fazla siiren agr1 olarak tanimlanmaktadir (6).

Kronik agrinin gesitli sekillerde tanimlandigi goriilmektedir. “Uluslararasi Agri
Calisma Dernegi (IASP)”a gore kronik agr siire ve uygunluga goére tanimlanmakta
olup, biyolojik degeri olmayan, normal dokunun iyilesmesi i¢in gereken siire olan iig¢
ay siiren agridir (7). “Amerikan Romatoloji Koleji (ACR)” ise kronik agriy1 en az ii¢
ay sliren yaygin veya bolgesel (viicudun sag ve sol yanlarinda, bel bolgesinin iist ve alt
kisminda, aksiyel iskelette lokalize) agri olarak tanimlar (8). “Mental Bozukluklarin
Tanisal ve Istatistiksel El Kitab1, 4. bask1 (DSM-IV)”ise kronik agriy1 alt1 ay siireyle
persiste eden agri olarak tanimlar (9).

C. Subakut Agri: Alt1 aydan daha kisa silireyle mevcut olan, fakat beklenen

iyilesme siiresince siiregelen agrilar klinikte subakut agr1 olarak tanimlanir (10).



Kaynaklandig1 bolgeye gore:

a. Somatik agri: Genellikle somatik sinir lifleri ile tasman agridir. Aniden

baslayan ve keskin olup, iyi lokalize olan, batma, sizlama, zonklama tarzinda olan

agrilardir.

b. Viseral agri: I¢ organlardan kaynaklanan, ¢ogunlukla kiint tarzda olup,

yavas yavas artan, kolay lokalize olmayan ve bagka bolgelere dogru yayilan agrilardir.

c¢. Sempatik agri: Sempatik sinir sisteminin aktive olmasiyla ortaya ¢ikan,

yanma tarzinda kendini belli eden agrilardir (11).

2.1.3. Agn1 Algilanmasi ve Tletimi

Agr algilanmasinda 4 fizyolojik olay vardir:

1.

Transdiiksiyon: Bir uyarmin (termal, mekanik veya kimyasal) nosiseptif
duyusal liflerin terminal ucunda elektrik aktiviteye dontismesidir.
Transmisyon: Periferal nosiseptorler tarafindan aksiyon potansiyelinin
santral sinir sistemine aksonlar boyunca iletilmesidir. Kondiiksiyon, bir
ndrondan digerine sinaptik yolla aktarilan bilgidir.

Modiilasyon: Duyusal algimin  degistirilmesidir  (artirilmast  veya
baskilanmast).

Persepsiyon: lletilen agrinmn bireyde sentez edilip ¢oziimlenmesi ve

yorumlanmasidir (10).

2.1.4. Nosiseptorler

Cevresel termal, mekanik, kimyasal uyarilari algilayip aksiyon potansiyeline

dontistiiren reseptorlere nosiseptor adi verilir. Nosiseptorler siklikla kapsiile olmamais

serbest sinir uglaridir. Doku hasari i¢in tehdit olusturan veya doku hasarina yol acan

uyaran ile aktive olurlar (12,13).

Miyelinli nosiseptorler nispeten hizli iletimli A-delta lifleridir. A-delta liferi ilk

(hizli) keskin agridan sorumludurlar (10,14). Miyelinsiz C lifleri ise periferik

nosiseptorlerin biiyiik ¢ogunlugunu olusturur. Cogu C-polimodal nosiseptorler olarak

simiflanir ve termal, mekanik, kimyasal uyarandan sorumludur. Bunlar yavas iletimli



primer afferentlerdir. A-delta liflere gore uyarilabilirlik haline daha yavas donerler. C
lifleri gecikmis ve uzun siireli agridan sorumludur.

Nosiseptif afferentler peptiderjik veya nonpeptiderjik olarak smiflanirlar.
Peptiderjik hiicreler P maddesi ve/veya kalsitonin gen iliskili peptid veya somatostatin,
tirozin kinaz reseptor A ve/veya gecici reseptOr potansiyeli vaniloid alt grubu-1
(transient receptor potential vanilloid subfamily, member 1/ TRPV1) sentez ederler ve
dorsal boynuzun lamina I ve lamina II dis alanma projekte olurlar. Nonpeptiderjik
hiicreler ise dorsal boynuzun lamina II i¢ alanina projekte olurlar (10).

Nosiseptif noronlarin hiicre membranindaki sodyum kanal alt {initeleri, dorsal
kok ganglionundan beyine giden sinir uyarilarini kontrol ederler. Sodyum kanallarinin
farkli protein izoformlarin1 kodlayan genler tamimlanmistir (15). Bu genlerden bir
tanesi, SCN9A, 6zgiil sodyum kanalin1 (Na(v)1,7) kodlar. Bu, nosiseptif ve sempatik

noron ganglionlarinda bulunur ve agri sinyalini diizenler (16).

2.1.5. Santral Sinir Sisteminde Agr fletimi

Nosiseptorlerden beyine giden spinal kordun dorsal boynuzundaki néronlarin
sinyal akisi, dogrudan monosinaptik ya da néronlar arasi temas ile olusur. Bu eksitator
veya inhibitor nitelikte olabilir (17).

Agr uyarilart dokulardan A delta miyelinli biiyiik ¢apli ve C miyelinsiz ufak
caplt duyusal sinir lifleri i¢ginde omuriligin arka boynuzunda substansia gelatinosa'daki
ikinci noronlara tasinir (18). Bu liflerin hiicre kismi yani birinci sira agri néronu
omurilik arka koklerindeki spinal ganglionlarda bulunur. Substansia gelatinosa'da
birinci ndron ucu ve ikinci ndrondan baska agr ile ilgili olan igiincii bir ndronal
olusum enkefalinerjik ara noronlardir. Enkefalin pentapeptidler delta ve mii reseptorler
aracilig1 ile hem presinaptik inhibisyon hem postsinaptik inhibisyon yaparak birinci
agr1 néronundan ikinciye uyari agirimini baski altinda tutarlar.

Substansia gelatinosa'daki ikinci agri néronu aksonlar1 omurilik diizeyinde
capraz yaparak iki ¢ikici yolak olusturur. Bunlar:

1. Spinotalamik yolak: Talamusun ventral posterolateral niikleusunda sonlanir.

2. Spinoretikiilodiensefalik polisinaptik yolak: Beyin sapinin alt kisminda

medial retikiiler formasyonda sonlanir.



Inici agr1 baskilama yolaklar1 (antinosiseptif retikiilospinal sistem) ise
supraspinal merkezlerden omurilik arka boynuzuna inen ve orada substansia
gelatinosa’da birinci sira agri ndéronunun akson ucu ile ikinci sira agri néronu
arasindaki sinapslarda agri1 asirimi presinaptik ve postsinaptik etkileri ile inhibe eden
yolaklardir. Bu yolaklar substansia gelatinosa’daki sinaptik etkilerini saliverdikleri
serotonin ve noradrenalin gibi néromedyatdrlerle dogrudan yapabilecekleri gibi,
oradaki kisa aksonlu enkefalinerjik ara noronlar1 aktive ederek dolayli bi¢imde de
yapabilirler. Inici agr1 yolaklarinin en az ii¢ béliimii vardur:

1. Periakuaduktal gri madde (PAG)’deki noronlardan baslayip raphe

cekirdeginde sinaps yapan yolak

2. Pons ve medulla oblongata’da retikiiler formasyondan baslayan ikinci

yolak

3. Locus coeruleus

Bu yerlerdeki reseptorlerin aktivasyonu ile olusan analjezi supraspinal analjezi
adin1 alir. Her {i¢ inici yolak da substansia gelatinosa’daki enkefalinerjik ara néronlarla
sinaps yaparlar ve onlar1 aktive ederler. Kismen onlar araciligi ile kismen de dogrudan
agr1 impulslarinin spinal diizeydeki asirimini baskilarlar. Bu yolaklar agrinin giris

kapisindaki supraspinal kontroliiniin anatomik temelini olustururlar (19).

Medulla Spinalis Dorsal Boynuz Néronal Sistemi

Medulla spinalis, agri iletiminde ikinci durak olarak tanimlanir (20). Spinal
kordun gri cevherinde 10 lamina tamimlamstir (21). ik alti lamina (I, 1L, 111, IV, V,
VI) dorsal boynuzu; VII, VIII, IX. laminalar ventral boynuzu olustururken; lamina X
ise spinal kordun santral kanalinin ¢evresini saran noéronlar1 igerir. Dorsal boynuzu
olusturan laminalar duyusal noronlari igerirler.

Lamina I (marjinal tabaka): Dorsal boynuzun yiizeye en yakin tabakasidir.
A delta ve C lifleri gibi kiicik capli afferent liflerden agrili uyaranlari alir ve
anterolateral spinotalamik yolak araciligiyla tst merkezlere iletir. Agr1 esikleri
yiiksek olan ndronlardir.

Lamina Il (substantia gelatinosa): Agrili uyaranlara yanit veren kiigiik ara

noronlar icermektedir. Substantia gelatinosa ndronlart agrili uyaranlarin iletilmesinde



inhibitor etki yapmaktadir. Lamina II ndronlar1 lamina I ve V’in hiicrelerini modiile
ederler.

Lamina 111 ve IV: Cogunlukla zararsiz stimuluslara hassas diisiik esikli
noronlardan olusur. Agrili uyaranlara kars: hassas degillerdir.

Lamina V: Buradaki néronlar hem diisiik esikli mekanoseptorlerden hem de
nosiseptorlerden uyar: alabilirler ve bu sebeple genis dinamik alan néronlari olarak
isimlendirilirler. Buradaki bir hiicre en az iki bolgeden uyar1 almaktadir. Agrili ve
agrisiz uyaranlarin her ikisi de merkezdeki bolgede eksitatdr 6zellik gosterirken,
cevresel bolgeye kalin liflerle gelen agrisiz uyaranlar inhibitor 6zellik gosterir (22,
23).

Lamina VI: Genelde proprioseptif uyarilari ileten noronlar bulunmaktadir.

Spinal kord arka boynuzda yer alan ndronlar1 gorevlerine gore eksitator ara
ndronlar, inhibitdr ara ndronlar ve santral gecis noronlar olarak gruplandirilabilir.
Inhibitdr ara noronlar genellikle miyelinli A-beta grubu afferent liflerle uyarilir ve
uyarinin iist merkezlere iletilmesini inhibe ederler. Eksitator ara ndronlar A delta, C
lifleri ile gelen uyarilarla aktive olurlar ve uyarinin projeksiyon liflerine iletilmesini
giiclendirirler. Projeksiyon lifleri ise uyarmin {ist merkezlere tasinmasiyla gorevli
olan noronlardir (23-27).

Spinal korda ulasan duyusal uyaranlarin kii¢iik bir kismi1 dorsal boynuz i¢inde
aksiyon potansiyelleri olusturarak talamusa taginir. Talamus bu bilgiyi kortekse
aktarir. Duyusal siiregler, spinal kordda bulunan lokal segmental halkalar, inen

inhibitor ve beyinden ¢ikan fasilitor sinyaller yoluyla kontrol edilir (28).

2.2. inflamasyon

2.2.1. Tamim ve Genel Ozellikler

Inflamasyon "immiinolojik veya immiinolojik olmayan herhangi bir
zedeleyici uyarana karsi viicudun fizyolojik, 6zgiil olmayan bir savunma yanit1"
olarak tanimlanmaktadir. Amaci, nedeni ortadan kaldirmak veya etkisizlestirmek
ve/veya doku onarimina yardimci olmaktir. Bu yanit zararli uyaranlar, infeksiyonlar,

antikorlar veya fiziksel zedelenmeler ile baslatilabilir. Inflamatuar bir yamt



olusturma yetenegi cevresel patojenler ve zedelenme ile karsilasma durumunda
yasamda kalabilmek i¢in gereklidir.

Inflamatuar yanit, mekanizmalar1 farkli olan 3 dénem ile belirgindir:

1. Yerel vazodilatasyon ve kapiller gecirgenlikte artma ile belirgin akut gegici
donem,

2. Daha ¢ok lokositler ve fagositik hiicrelerin infiltrasyonu ile belirgin
gecikmis subakut donem,

3. Doku dejenerasyonu ve fibroziin goriildiigii kronik proliferatif donem (2).

2.2.2. inflamasyon Tipleri

Akut Inflamasyon: Sicaklik, kizariklik, sislik, agr1 ve islev kaybiyla belirgin
olan ve tipik olarak 1-3 giin i¢inde sonlanan akut inflamasyonun nedenleri arasinda
kesme veya siyrilma gibi mekanik travma, asit, alkali ve fenol gibi kimyasal ajanlar,
ultraviyole veya X 1smni1, asir1 sicak veya soguk (yanik veya donuk), arteriyel
beslenmenin azalmasina bagli olarak alttaki dokunun 6liimii, bakteri, viriis, parazit,
kurt ve mantar gibi canli mikroorganizmalar, uygunsuz veya asir1 etki yaratan
immiinolojik tepkiler bulunur (2).

Subakut inflamasyon: 3-4 giinden 1 aya dek siirebilen subakut inflamasyon,
onarim déneminden dnce gereken temizleme donemi ile iliskilidir (2).

Kronik Inflamasyon: Eger subakut dénem 1 ay icinde c¢oziilmezse
inflamasyon kronik olmaya baslar ve aylarca siirebilir. Kronik inflamasyonun
nedenleri arasinda baslangi¢c uyaraninin siirmesi veya normal iyilesme olayinin
engellenmesi ile yineleyen akut inflamasyon ataklari bulunur (2).

Kronik inflamasyon ile birlikte olan hastaliklardan baglicalar1 sunlardir:

1. Kardiyovaskiiler hastaliklar (ateroskleroz, serebrovaskiiler hastalik, kalp
yetmezligi, kardiyomiyopati ve inme),

2. Norolojik bozukluklar (Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, depresyon,
demans ve multipl skleroz),

3. Kronik inflamatuar hastaliklar (inflamatuar bagirsak hastaligi, kronik

obstriiktif akciger hastaligi, romatoit artrit, psoriazis, kronik pankreatit, kronik



inflamatuar demiyelinize edici polinéropati ve kronik inflamatuar bag dokusu
hastalig1),

4. Kemik, kas ve iskelet hastaliklar1 (osteoporoz, osteopeni, osteoartrit,
miiskiiler distrofi ve dejeneratif disk hastaligi),

5. Metabolik bozukluklar (yaglh karaciger hastaligi, kalp hastaligi, tip 2
diyabet, kronik bobrek yetmezligi),

6. Kanser (akciger/bobrek/mide/kolon/pankreas kanseri ve lenfoma),

7. Diyabetik komplikasyonlar (kardiyomiyopati, ateroskleroz, kronik bobrek

yetmezligi, retinopati, sepsis ve ndropati).

2.3. inkretinler, Proglukagon, GLP-1 ve GLP-2

2.3.1. inkretinler

Enteral beslenmenin intravendz beslenmeye gore daha fazla insiilin
sekresyonuna yol actiginin gézlenmesinden sonra inkretin modeli ortaya ¢ikmistir
(29,30). Ilk izole edilen inkretin mide asidini inhibe ettigi i¢in gastrik inhibitor
polipeptid (GIP) olarak adlandirilmistir (31). Daha sonra ise aslinda GIP
molekiiliiniin instilotropik ve kan sekeri diizenleyici etkisinin daha giiglii ve gastrik
inhibitoér etkisinin daha zayif oldugu anlasilmistir (32-36). Bu kesif sonrasi
molekiiliin ismi glukoz-bagimli insiilinotropik polipeptid olarak degistirilmistir (32-
34). llerleyen caligmalar ile gastrointestinal sistemden (GIS) birden fazla inkretin
salgilandig1 saptanmistir (37,38).

Intestinal bolgeden salgilanan en dnemli inkretin ise GLP-1’dir. Bu peptid
GIS’in jejenum ve distal ileumunda bulunan L-hiicreleri tarafindan sentez
edilmektedir. Kendisini sentezleyen gen ile pankreasin o-hiicrelerindeki glukagon
geni aynidir. Hatta transkripsiyon ve translasyon sonrasi olusan proglukagona kadar
sentez yolaklar1 aynidir (39). Fakat posttranlasyonel modifikasyonda pankreasin a-
hiicrelerinden glukagon, glisentin iligkili pankreatik polipeptid ve major prokoagiilan
fragmani sentez edilirken, GIS’in L-hiicrelerinden GLP-1, GLP-2 ve glisentin sentez
edilmektedir. En potent inkretin olan GLP-1 % 50 homoloji ile glukagona benzer

(40-42). Gen paylasimi ve molekiiler homolojilerinden dolayr GLP ismi verilmistir.



GIP, duodenum ve proksimal jejenumdaki K-hiicrelerinden sentez edilen 42
aminoasitli polipeptiddir. Karbonhidrat, yag ve protein alimmmi ile sentez ve
sekresyonu stimiile olmaktadir (43, 44).

GLP-1, 30 aminoasit igeren, karbonhidrat, yag ve daha az oranda da protein
alimi ile sekresyonu artan bir maddedir. Dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) enzimi ile
dakikalar igerisinde yikilmaktadir. GIP ve GLP-1 glukoza bagimli akut
instilinotropik etkilerini pankreasin [ hiicrelerinin yiizey reseptorlerine baglanip
siklik adenozin monofosfat (CAMP) artis1 ile gostermektedir. Uzun dénemde ise B
hiicrelerinin insiilin sentezinde artig, hiicre kitlesinde artigla birlikte olmaktadir.
Diyabetik hastalarda yemekten sonraki dénemde inkretinlerle yiikselmesi gereken
total insiilin cevabinda belirgin bir azalma mevcuttur (45). Bu azalmanin sebebi,
yemek ile uyarilan GLP-1 diizeylerinde diyabetik hastalarda gbzlenen hafif fakat
anlamli diisiis ve GIP’in ge¢ donemde yiikseltilememesidir (46, 47).

Tip 2 diyabetiklere devamli GIP veya GLP-1 infiizyonu ile yapilan
caligmalarda glisemik kontroliin saglandigi ve hemoglobin Alc’nin diistiigiiniin
tespit edilmesi ile birlikte, bu molekiillerin uzun siireli uygulama ile tedavi
arastirmalart baslamistir (48).

Antidiyabetik tedavide GIP’e nazaran Ozellikle GLP-1 agonistleri {izerinde
calistlmistir. Clinkii GLP-1, gastrik motiliteyi yavaslatip yemek sonrasi ani glukoz
piklerini engeller ve glukagonu baskilar. Bu nedenle GLP-1, GIP’e gore glukoz

metabolizmasi tizerinde {istiin fizyolojik etkilere sahiptir.

2.3.2. Proglukagon

GLP-1 ve GLP-2’nin prekiirsorii olan proglukagon, 160 aminoasitlik bir
peptitdir. Pankreasta aclik aninda glisentin-bagimli pankreatik polipeptit (GRPP),
glukagon, intervening peptid-1 (IP-1) ve ana proglukagon fragmani olmak iizere
parcalanir (Sekil 1). Tokluk aninda ise primer olarak GLP-1 ve GLP-2’yi
olusturmakla beraber, ayrica glisentin, GRPP, IP-2, oksintomodiilin olusturmak
tizere kesilir. GLP-1 ve GLP-2’yi olusturmak {izere prohormon doniistiriicii-1/3, bu
prekiirsorii C ucundan keser. Glukagon ise prohormon donistiriicii-2 ile

proglukagonun N ucundan kesilir (49-51).
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Sekil 1. Proglukagonun translasyon sonrasi tiriinleri

Proglukagonun gen sentezi viicutta 3 yerde olmaktadir (49). Bunlar:
1. Pankreas adaciklari
2. Distal ileum ve kolonda enteroendokrin L hiicreler

3. Beyinde nukleus traktus solitarius

2.3.3. GLP-1

GLP-1, ince ve kalin barsaktaki endokrin hiicrelerden gida alimina bagli olarak
saliverilen instilinotropik bir hormondur. GLP-1, mide bosalmasini ve gida alimini
inhibe ederek kan glukoz seviyelerinin kontrol edilmesine katkida bulunur. GLP-1
benzeri bir peptid olan Gila kertenkelesi kaynakli eksendin-4’iin kan glukoz seviyeleri
tizerinde in vivo etkili olabildigi goriilmistiir. Glinimiizde tedaviye ragmen kan sekeri
diizeyleri yiiksek seyreden Tip 2 diyabetes mellitus (Tip 2 DM) olgularinin
tedavisinde Gila kertenkelesi tiikriigiinden izole edilen eksendin-4 bilesiginin bir
sentetik tiirevi denenmektedir. Eksenatid (AC2993) adi verilen bilesigin kan sekeri
diizenlenmesine olumlu yondeki katkilarina ilaveten kilo verdirici etkilerinin de
bulundugu ifade edilmektedir. Diyabetik deney hayvani modellerinde oral, sublingual,
pulmoner, trakeal ve nazal yolla yapilan uygulamalar sonrasinda da AC2993’iin
terapotik  aktivite sergileyebildigi gOriilmistiir. Ajan halen Faz III deneme
asamasindadir (52,53).

GLP-1, barsakta enteroendokrin hiicrelerden GLP-2 ile birlikte saliverilir (54).
GLP-1 reseptorleri (GLP-1R) pankreas adaciklari, trakea-brons epitelyal hiicreler,
beyin korteksi, hipokampiis, dorsal kok ganglionlar1 ve spinal dorsal boynuzda
bulunur (55,56). GLP-1R agonistlerinin daha 6nce yapilmis olan ¢aligmalarda kronik

agri, formalin bagimli tonik agri, periferik noropati agrisi, kanser bagli mekanik
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allodini, diyabetik agri, carrageenan ve complete Freud's adjuvent (CFA) ile
olusturulan akut ve kronik agrida inflamasyon ve agriyr azaltici etkileri oldugu
saptanmustir (55-57). Ayrica aktif fragman olan GLP-1 (7-36)’nin hafizay1 ve akut
noroinflamasyona kars1 hippokampiisteki sinaptik plastisiteyi korudugu gozlenmistir
(58).

GLP-1’in biyolojik olarak aktif formlar1 GLP-1-(7-37) ve GLP-1-(7.36)
NH2’dir. GLP-1 saliverilmesi ince bagirsak liimeninin karbonhidrat, protein ve lipid
gibi sekretagoglara temasi ile baslar. Dolasima girdiginde GLP-1’nin yar1 6mrii 2

dakikadir ve hizli bir sekilde DPP-4 tarafindan pargalanir (59).

2.3.4. GLP-2

GLP-2, potent ve 6zgiil bir GIS biiyiime faktdriidiir. 33 aminoasitten olusan
peptit yapisindadir. Yikimi DPP-4 enzimi ile hizlica olur, yar1 6mrii birkag dakika
olarak belirtilmektedir (60). GLP-2 reseptorii (GLP-2R) enteroendokrin hiicreler,
subepitelyal miyofibroblast, submukozal ve miyenterik pleksustaki enterik néronlarda
yer alir. GLP-2R, 7 transmembranli G protein ailesine dahildir (61).

GLP-2, basta yara iyilesmesi olmak tizere, santral sinir sisteminde, motor
aktivitede, intestinal emilim ve mukozal inflamasyonda rol almaktadir. GLP-2’nin
antidepresan etkileri oldugu, ©Ogrenme ve hafiza fonksiyonlarin1 (Alzheimer
hastaliginda) diizelttigi goriilmektedir (50,62). Hiicre g¢ogaltici/biiyiitiicti etkisinden
insiilin benzeri bliyiime faktorii-1 (IGF-1), epitelyal bliyiime faktorii (EGF), vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), transforme edicibiiytime faktorii- 8 (TGF- B) ve
keratinosit biiyiime faktorii (KGF) sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (63-65). intestinal
emilimi artirmasi1 yoniiyle klinikte kisa barsak sendromlu hastalarda kullanilmaktadir.
Bu etkiyi gastrointestinal hareketi azaltarak, intestinal villuslari uzatarak, kriptleri
derinlestirerek, gastrointestinal alan1 biyiiterek, gida gecisini yavaslatarak
yapmaktadir (66). Submukozal sinir agindaki vazoaktif intestinal peptit (VIP)
ndronlarmin aktivasyonu ile intestinal inflamasyonu azalttigi, bu etkiyi tiimor
nekrozitan faktor (TNF ), interferon gamma (IFN y) ve interlokin-1 (IL-1)
diizeylerini azaltarak yaptigi bilinmektedir. Antagonisti olan GLP-2 (3-33) ise bu

antiinflamatuar etkiyi tersine ¢evirir (50).
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GLP-2’nin beyin ventrikiilleri i¢ine uygulanim sonrasi antidepresan etkiler
olusturdugu kanitlanmistir (61). GLP-2’nin beyinde aktivasyon yerleri hippokampus,
korteks, dorsomedial hipotalamik niikleus, nukleus traktus solitarius’dur. Bu yerler
major depresyon, stres ve antidepresan tedavi cevabmin alindig1 beyin bdélgeleridir.
Antidepresan etkiyi beyin dokusunda 5-hidroksi triptamin (5-HT) seviyesinini
artirarak, serumda ise kortikosteron seviyesinin diigiirerek; 5-HT1A, o2 adrenerjik, 61
adrenerjik, D2 antagonizma mekanizmalar1 yolu ile yapmaktadir (61).

GLP-2, glukagon/sekretin siiperailesinin bir tiyesidir. GLP-2R, glukagon ve
GLP-1R'lere % 50 homoloji gosterir. Glukagon ve GLP-1R sinyal yolag: gibi, GLP-
2R de G proteine bagli reseptdre baglanir. G proteine bagl reseptorler kendilerine
Ozgli genler ile kodlanirlar. G protein bagli reseptorler hiicre biiylimesini uyarirlar.
Yapisal olarak birbiriyle iligkili olup ligand aktivasyonu sonucunda genellikle ortak
sinyal mekanizmalarint kullanirlar. GLP-2’nin klinikte en sik kullanildigi kisa
bagirsak sendromu ile ilgili ¢alismalarin yanisira intestinal epitelyum yiizeyini
genisletmesi ve hiicre c¢ogalmasiyla ilgili olarak yapilmis bir¢ok calisma
bulunmaktadir (67,68).

Glukagon, GLP-1 ve GLP-2; cAMP ve aktivator protein-1 (AP-1) bagimli
sinyal yolagmi uyarir. AP-1 aktivasyonunun indiiksiyonunda protein kinaz A
(PKA)'dan bagimsiz alternatif bir yolagin oldugu gosterilmistir. GLP-2'nin uyardigi
cAMP artis1i, PKA ve AP-1 disinda ek diger yolaklarin aktivasyonu ile hizh
sentezlenen onciil genlerin aktivasyonu ve hiicre biiyiimesinde rol oynamaktadir.
Glukagon, fosfolipaz C (PLC) aktivasyonuna bagli inositol 1-4-5 trifosfat tiretimi
neticesinde hiicre i¢i kalsiyum akigina bagli olarak sinyal iletir. Aksine GLP-1R ve
GLP-2R PLC uyarimi yapmazlar. GLP-2R'nin uyariminda glukagona ters olarak hiicre
i¢i serbest kalsiyum artis1 goriilmemektedir. Ote yandan, GLP-1'in hiicre igi kalsiyum
akigini artirdigi gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir.

GLP-2, P70 S6 kinaz aktivasyonunu hizli ve gegici sekilde artirir. Biiyliime
faktorleri ile P70 S6 kinaz aktivasyonu, serin/treonin Kinaz Akt (protein kinaz B)
aracilifiyla yapilmaktadir. Aktnin ana hiicresel fonksiyonlarindan biri apoptozisin
onlenmesidir. GLP-2 bu yolakla epitelyal biiylimeyi uyarir, apoptozisi inhibe eder
(67).
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Sonug olarak GLP-2R aktivasyonunun temelinde; hiicre i¢i CAMP seviyesinde
artt3, cAMP'nin uyardigt PKA bagimli onciil genlerin (c-Fos, c-Jun, Jun-B)

sentezledigi proteinlerin ekspresyonunda artis bulunmaktadir (68).

2.4. Serotonerjik Yolagin Agr1 ve inflamasyondaki Rolii

Hiicrelerde besin ile alinan bir aminoasit olan triptofanin dnce 5 numarali
karbonundan hidroksillenmesi ve bdylece olusan 5-hidroksi triptofanin daha sonra
dekarboksillenmesi ile iki basamakta sentez edilir. Ilk olay serotonin sentezinde hiz
kisitlayict basamagi olusturur ve triptofan hidroksilaz enzimi tarafindan katalize edilir.
Ikinci basamak viicutta yaygin olarak bulunan aromatik L-aminoasid dekarboksilaz
(dopa dekarboksilaz) enzimi tarafindan katalize edilir. Serotonin hiicrelerde
mitokondriyel monoamin oksidaz (MAO) A ve B tarafindan oksidatif deaminasyon
suretiyle yikilir (69).

Serotonin, nosiseptif uyariyr sinir sisteminin ¢esitli seviyelerinde diizenler.
Mezensefalonda periakuaduktal gri maddenin veya medulla oblongatada raphe
¢ekirdeklerinin elektriksel uyarimi, inici serotonerjik bulbospinal yolak ve kismen de
noradrenerjik yolak araciligi ile omurilik arka boynuzu diizeyinde sinaptik inhibisyon
yaparak agr1 yolagin1 ve nosiseptif refleksleri inhibe eder ve analjezik etki olusturur.
Omurilik diizeyinde saliverilen serotoninin bu analjezik etkisine 5-HT 1B/D ve 5-HT3
reseptorler aracilik eder. Ancak serotoninin omurilik diizeyinde bir anti-analjezik
etkist de wvardir; bu, 5-HTIA reseptorler araciligi ile nosiseptif reflekslerin
uyarilmasina baglidir (70).

Periferde primer afferentler sinir uglarina uygulandigi zaman, serotonin aljezik
ozellik gosterir ve olasilikla bradikinin gibi agriya yol acan maddelerin etkilerini
potansiyalize eder. Hiicresel diizeyde bu potansiyalizasyonun mekanizmasi tam
anlasilamamis olmasina ragmen, bu potansiyalizasyon ve tek basina serotoninin
aljezik etkisinin 5-HT3 reseptor iizerinden oldugu diistiniilmektedir (71). Serotoninin
periferik sinir sistemi ile ilgili en 6nemli etkisi, primer afferent sinir u¢larint 5-HT3
reseptorleri aracilig ile uyarmasidir. Ciltte, tistii yirtilmis vezikiil tabanina serotonin

solusyonu siiriilmesi o yerde siddetli agr1 duyumsanmasina neden olur (69).
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2.5. Nitrerjik Yolagin Agr1 ve inflamasyondaki Rolii

1980 yilinda Furchgott ve Zawadzki asetilkolin etkisi altinda tavsan aortasi
endotelyumunun uyarilmasi sonucu kan damarlarii gevseten ¢ok labil bir faktoriin
varligim gosterdiler. lk olarak endotelyum kaynakli gevsetici faktor (EDRF) olarak
adlandirilan bu maddeye daha sonra nitrik oksid (NO) denildi (72).

NO, bir azot atomu ve bir oksijen atomunun kombinasyonundan meydana
gelen eslesmemis bir elektronu olan serbest radikal bir gazdir. Endotel hiicrelerinde L-
arginin'in NO sentaz (NOS) enzimi araciligiyla L-sitriilin’e doniisiimii sirasinda agiga
cikar (73). NO lipit ortamda iyi, sulu ¢ozeltilerde kismen ¢oziiliir. Boylelikle hiicre
cevresine kolaylikla yayilir. NO’nun fizyolojik yarilanma 6mrii 3-5 saniye arasindadir.
Biyolojik sistemlerde NO’nun yar1 6mrii, dokularin tasidigi oksijenli bilesiklerin
oranindaki farkliliklardan dolayi biiyiik degiskenlik gostermektedir.

NOS’un 3 farkli bigimi belirlenmistir:

1. Yapisal NOS (eNOS), endotel hiicreleri i¢inde bulunur, reseptor araciligi
ile hiicre ici kalsiyum artis1 bu enzimin kisa siireli NO sentezlemesine
neden olur.

2. Noronal NOS (nNOS), kalsiyuma bagimli bir bicimde sinir hiicrelerinde
NO sentezinden sorumludur.

3. Indiiklenebilir NOS (iNOS), makrofajlarda bulunur. Lipopolisakkarit (LPS)
ve sitokinler tarafindan uyarilir. iNOS hiicre iginde ortaya ¢ikinca uzun
sire NO sentezler. Kalsiyumdan bagimsiz bu NOS bi¢imi sozii edilen
NO’in toksik etkilerinden sorumludur (74). Glukortikoidler tarafindan
inhibe edilebilir.

NO biyolojik zarlardan kolaylikla gegerek hedef molekiillere kovalent bagla
baglanir. NO, sentez edildikge saliverilen bir molekiil olup yapis1 geregi depolanmaya
uygun degildir. Fazla miktarda olusumu dokulara toksik etkiler yapabilecegi i¢in hizla
etkisiz hale doniistiiriiliir (75).

NO, fizyolojik etkilerini biiyiik 6l¢lide ¢oziinebilir guanilat siklaz aktivasyonu
yoluyla, sentezini artirdigi Siklik guanozin monofosfat (CGMP) iizerinden
gostermektedir. NO'nun etkilerinin ¢ogundan sorumlu olan ¢cGMP, temelde aktive

etigi protein kinaz G (PKG) aracihigiyla etkinlik gostermektedir. PKG, bir
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serin/treonin kinaz olup, hiicrenin islevsel proteinlerini (kanal, reseptor, tasiyici,
pompa, enzim proteinleri gibi) fosforile ederek hedef molekiiliin ¢alismasini
tetiklemekte veya engellemektedir. Boylece, protein kinazlarla gergeklestirilen
fosforilasyon ve ardindan protein fosfatazlarla olusan defosforilasyon hedef
molekiiller ya da genel anlamda hiicre islevleri i¢in agma-kapama diigmesi gibi
calismaktadir (73).

NO'nun etkilerini baslica 3 mekanizma ile gerceklestirdigi anlasilmistir:

1. Metal cekirdeklere baglanma: NO'nun c¢o6ziinebilir guanilat siklazin
demirine baglanarak enzimi aktive etmesi ya da sitokrom C'nin bakirina baglanarak
enzimi inhibe etmesi buna 6rnektir.

2. Nitrozilasyon: NO, sisteinleri nitrozilleyerek organizmada yaklasik 100
kadar proteinin islevini etkileyebilmektedir. Glutatyon, albiimin, hemoglobin,
miyoglobin, riyanodin reseptorii 2, L-tipi kalsiyum kanallari, sarkoendoplazmik
retikulum Ca-ATPaz 2a (SERCAZ2a), kaspazlar, niikleer faktér kappa B (NF-kB),
hipoksiyle indiiklenen faktor 1 (HIF1), kreatin kinaz, gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaz (GAPDH), aldehit dehidrojenaz, mitekondrial kompleks 1 ve 4, Gstrojen
reseptorleri, eNOS, siklooksijenaz-2 (COX-2), 1s1 sok proteini 90 (Hsp 90) bunlardan
bazilaridir.

3. Nitrasyon ve oksidasyon: Bu durum NO ile birlikte asir1 siiperoksit radikali
tiretiminin oldugu durumlarda olusmaktadir. Oksidatif stres yerine nitrozatif stres s6z
konusudur. NO ve siiperoksit radikali etkilesimi sonucu peroksinitrit radikali olusumu
yaninda bagska serbest radikaller de ¢ikmaktadir (73).

Yapilan ¢alismalarda NO’nun nosiseptif yolaklarla iliskili oldugu, NO sentez
inhibisyonunun akut ve kronik ndoropatik agri modellerinde 1iyilestirici oldugu
belirtilmektedir (76). NO’nun periferik yoldan uygulanan morfinin analjezik
etkisindeki olast roliiniin incelendigi bir ¢alismada, NOS inhibitoérii N-nitro- L-
arjininin (L-NA) uygulanmasi sonucu NO sentezinin azalmasimin, periferik yoldan
uygulanmis olan morfinin analjezik etkisini artirdigr gosterilmistir (77). NO’nun agri
ile ilgili olaylarda periferde etkisi arastirildiginda nosiseptif ve antinosiseptif olmak

tizere ikili rolii oldugu belirtilmektedir (78).
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2.6. Opioiderjik Yolagin Agr1 ve inflamasyondaki Rolii

Santral sinir sisteminde (SSS) bazi alanlarin elektriksel uyarilmalari sonucu
analjezi olusmasi ve Ozellikle bunun opioid antagonistleri ile 6nlenebilmesi opioid
noromedyatorlerin varligi ile agiklanmistir. Dort opioid peptit grubu bulunmaktadir:

1. Proopiomelanokortin (POMK) sistemi: Hipofiz 6n lobunda POMK 'tan,
once adrenokortikotropik hormon (ACTH) ile birlikte B-lipotropin olusur; sonra,
sonuncu maddeden B-endorfin olusur. B-endorfin mii reseptorlere yiiksek afinite
gosterir ve 0n hipofizdeki kortikotrof hiicrelerden ACTH ile birlikte saliverilir. Stres
yapan durumlarda saliverilmesi artar. B-endorfin beyin ventrikiileri icine injekte
edildiginde giiclii analjezi yapar. Nalokson ile antagonize edilir.

2. Proenkefalin sistemi: Proenkefalin A'nin pargalanmasi sonucu met-
enkefalin, 16-enkefalin, peptit E ve bovin adrenal medulla peptitleri (BAMP) olusur.
En ¢ok adrenal medullada bulunurlar. Adrenal medulladan stres durumunda saliverilen
enkefalinlerin, 6n hipofizden saliverilen B-endorfin ile birlikte stres analjezisinin
olugmasinda rol oynadiklar1 deney hayvanlarinda saptanmistir. Enkefalinler opioderjik
delta ve miil reseptorlere yiiksek afinite gosterir.

3. Prodinorfin sistemi: Bu prekiirsérden dinorfin A, dinorfin B, a-neoendorfin
ve B-neoendorfin olusur. Opioiderjik kappa reseptorlerine yiiksek afinite gosterirler.

4. Nosiseptin/Orfanin FQ sistemi: Diger opioid peptitlerden farkli olarak
deney hayvanlarinda hayvanin davranigsal durumuna gore agri esigini disiiriirler ve
boylece anti-analjezik etki yaparlar (79).

Opioid reseptorleri: Halen bilinen opioid reseptorlerinin hepsi G protein
kenetli 7 transmembranal segmentli reseptorlerdir. Ana reseptorler; mii (OP3), delta
(OP1), kappa (OP2), nosiseptin/orfanin FQ reseptorleridir. Bu reseptor tiirleri izerinde
nalokson antagonistik etkinlik gosterir. Ancak bu reseptdrlerin naloksona afinitesi
farklidir. Soyle ki, bu reseptorler nalokson tarafindan mii> delta> kappa duyarlilik
sirasina gore antagonize edilirler (79).

Opioid peptitlerin farmakolojik etkileri morfin ve benzeri ilaglarinkine
yakindan benzer. Deney hayvanlarina uzun siire nalokson verilmesiyle beyindeki
opioid reseptor sayisi artar ve agonistlere asir1 duyarlilik gelisir. Agonist ilaglarla uzun

stiren tedavi ise opioid reseptorlerinde duyarsizlik olusturur (80).
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Farmakolojik etkilerinin ve diger ozelliklerinin benzerligi, opioid ilaglarla
opioid endojen peptitlerin ayni reseptorleri etkilemek suretiyle etki olusturduklari
gorlsiinii destekler. Diger bir alternatif, ilaglarin kismen sinir ug¢larindan endojen
peptit salivermek suretiyle kendilerine 6zgii etkilerini indirekt olarak olusturmalaridir.
Farelerde morfine bagli analjezik etkinin opioid peptit saliverilmesi suretiyle
olusabilecegini gosteren bulgular elde edilmis olmakla birlikte, bu tiir bir etkinin
mekanizmasi tartismali durumdadir (80).

Noronlarda yapilmis elektrofizyolojik incelemeler, opioid peptitlerin ve morfin
ve tlirevlerinin ndronlarda hiperpolarizasyon ve inhibitor etki yaptigini gostermistir.
Ote yandan bu peptitlerin beyinde belirli néron topluluklarin1 veya merkezleri stimiile
ettikleri bilinmektedir.

S6z konusu peptit ve ilaglarin néron diizeyindeki inhibitor etkilerine aracilik
eden li¢ transmembranal transdiikleme mekanizmasinin varligi gosterilmistir:

1. Adenilil siklazin inhibisyonu: Opioid reseptorlerin her {i¢ alt tipi de G; ve
Go proteinleri araciligi ile adenilat siklaza negatif sekilde kenetlenir. Bircok ndron
tiirtindeki etki cAMP’nin azalmasi ile iliskilidir.

2. Noron membranindaki voltaja bagh kalsiyum kanallarindan hiicreye
Ca girisinin azaltilmasi: Bu etki sonucu akson uglarinda veya noron govdelerinde
hiicre i¢i Ca diizeyinin diismesi, sozkonusu maddelerin presinaptik ve postsinaptik
inhibitor etkilerine katkida bulunur. Bu tiir transdiiksiyon mii reseptorleri igin
gosterilmistir. Kalsiyum kanallar1 iizerindeki etkiye mii reseptorler tarafindan aktive
edilen Gi proteinleri aracilik eder. Noron i¢i Ca diizeyinin deneysel olarak
yiikseltilmesi opioid ilaglarin etkisini antagonize eder.

3. Gi proteini aracilig: ile néron membranindaki K kanallarimin acilmasi
(K*gegirgenliginin artirillmasi): Mii ve delta reseptdrlerin aktivasyonu, néronlarda bu
olay sonucu hiperpolarizasyon (inhibisyon) yapar (80).

Opioidlerin analjezik etkilerini spinal kord arka boynuzundaki nosiseptif
bilginin yukar1 ¢ikan iletimini dogrudan onleyerek ve spinal kord arka boynuzuna
rostral ventromediyal medulla yoluyla orta beyinden inen devrelerinde agr1 kontroliinii
aktive ederek sagladiklar1 bilinmektedir. Opioid peptidler ve reseptorleri bu inen agri
kontrol devreleri boyunca bulunur (81). Mii opioid reseptorle mesajct RNA (MRNA)

ve/veya ligand baglanma yerleri PAG, ponsta retikiiler formasyon, median raphe,
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niikleus raphe magnus ve komsu rostral ventromedial medullada ve spinal kordda
bulunur (82,83).

Mii opioid reseptorlerinde oldugu gibi arka boynuzda belirgin sayida delta
opioid reseptor baglama alan1 bulunur ancak hic mRNA ekspresyonu olmamas1 spinal
analjezide delta opioid reseptoriiniin presinaptik etkisinin 6nemli rolii oldugunu
disiindiirmektedir. Kappa opioid reseptor mRNA ve ligand baglar1 PAG, pons
retikiiler formasyon, median raphe boyunca genis yayilim gosterir. Bu farklilagmis
yerlesim 6zellikleri agr1 diizenlenmesinde fonksiyonel farkliliklara yol agabilir (82).

Biz ¢alismamizda; GLP-1 ve GLP-2’nin, akut ve kronik uygulanim sonrasi
farelerde deneysel agr1 ve inflamasyon modelleri tizerindeki etkilerini ve bu etkilerin

mekanizmalarini arastirmay1 planladik.

19



3. GEREC VE YONTEM

Calisma, Karadeniz Teknik Universitesi (K.T.U.) Tip Fakiiltesi Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali'nda yapilmis olup K.T.U. hayvan deneyleri yerel etik
kurulundan onay alindiktan sonra baslanmistir (Etik Kurul Dosya No: 2015/44, Onay
tarihi: 15/12/2015).

Calismada her iki cinsten agirliklart 20-40 g olan Balb/c cinsi fareler
randomize olarak secilmistir. Fareler deneye baslamadan bir giin 6nce laboratuar
ortamina getirilerek aligmalar saglanmustir. Hayvanlar 22°C sicaklik ve % 60+5 nem
kontrollii ortamda 12 saat aydinlik-12 saat karanlikta tutulmustur. Deneyler giin i¢i
varyasyonu en aza indirmek icin ayni saatlerde (9.00-17.00 arasinda) yapilmustir.
Calismada agriyr degerlendirme yontemi olarak hot plate (sicak tabaka) testi;
inflamasyon olusturmak i¢in formalin testi; pence ¢apimi Ol¢mek i¢in kumpas
kullanilmustir.

Calisma 3 asamada planlanmustir:

1. GLP-1 ve GLP-2’nin nosisepsiyon ve inflamasyona olan etkilerinin akut ve

kronik uygulamada hot plate ve formalin testlerinde degerlendirilmesi.

2. GLP-1 ve GLP-2’nin serotonerjik, nitrerjik ve opioiderjik yolaklar iizerine

olan etki mekanizmalarinin arastirilmasi.

3. Lokomotor aktivite ve kan sekeri diizeyinin bu etkilere katkisi olup

olmadigin1 gézlemlemek i¢in rotarod testi ve kan sekeri 6l¢iim kontrolleri

yapilmasi.
3.1. Davranis Testleri
3.1.1. Termal Uyari ile Olusturulan Agr1 Modeli (Hot Plate Testi)
Hot plate testi, ilk kez Woolfe ve MacDonald tarafindan 1944°de tanimlanmis
olmasma ragmen, en c¢ok 1953’de Eddy ve Leimbach tarafindan tanimlanan

gelistirilmis formu seklinde kullanilmaktadir. Hot plate testi kemirgenlerin agri

esiginin degerlendirilmesinde en ¢ok kullanilan yontemlerdendir (Sekil 2).
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Sekil 2. Hot plate deney diizenegi

Temel olarak 50-56°C'ye 1sitilmis bir yiizeyden (bakir veya aluminyum) olusur.
Hayvanin 1sitilan ylizey tzerinde belli bolge sinirlarinda kalmasi i¢in hareket
kabiliyetini siirlamayacak biiyiikliikte cam veya pleksiglas silindirler kullanilir.
Yiizeye farenin birakilmasindan hayvanin arka ayagini ¢cekmesi, yalamasi, sigramasina
kadar gecen stire Olgiiliir. Doku hasarma sebep olacagi igin sona erdirme siiresi (Cut-
off) 30 saniyedir. Hot plate testi spinal ve supraspinal diizeyde agrinin
degerlendirilmesinde kullanilan bir yontemdir (84).

Calismamizda farelerin hot plate testinde arka pencelerini yaladiklari siirenin
6l¢limii yapildi. Doku zedelenmesini 6nlemek i¢in deneyi sonlandirma siiresi (cut-off)
30 sn olarak belirlendi. Antinosiseptif etkinin gostergesi olarak degerlendirilecek olan
maksimum olasi etkinin yiizdesi (% MPE /maximum possible effect) su formiile gore

hesaplandi:

(ilag verildikten sonraki sure - ilag verilmeden énceki stire)
(cut-off stiresi - ilag verilmeden 6nceki stire)

% MPE = x100

3.1.2. Kimyasal Uyan ile Olusturulan Inflamasyon Modeli (Formalin
Testi)

Formalin testi, 1977’de Dubuisson ve Dennis tarafindan kedi ve siganlar i¢in
gelistirilmis, daha sonra farelere de uyarlanmistir. En c¢ok kullanilan kimyasal

uyarandir. Formalin soliisyonu intraplantar olarak arka ayagin dorsal veya ventral

21



yiizeyine injekte edilir. Inflamasyon olusturmak icin carrageenin, serotonin, kaolin,
platelet aktive edici faktor ve hardal yagi gibi maddelerde ayni bigimde kullanilabilir.
Injeksiyonu izleyen temel davranis hayvanin ayagmi yalamasi ve/veya
isirmasidir. Formalin yaniti iki asamalidir. Erken/akut faz, injeksiyondan hemen sonra
baslar ve 5-10 dakika siirer. Geg/tonik faz ise injeksiyondan yaklagik 15 dakika sonra
baglar ve 1 saat kadar siirer. Erken fazda nosiseptorlerin kimyasalla direkt uyarilmasi
sézkonusudur, ge¢ faza inflamasyon da eslik eder. Iki faz arasinda kalan siire ise
spinal ve supraspinal diizeyde aktif inhibisyona bagli olarak gerceklestigi kabul edilen
fazdir. Pek c¢ok sayida arastirmanin konusu bu iki faz arasindaki anatomik,
norokimyasal ve farmakolojik farktir. Bu modelin en biiyiik 6zelligi iki farkli tipte
uyaranin ayni ¢alisma icerisinde degerlendirilmesine imkan saglamasidir (84).
Calismamizda %10'luk formalin 30 pl hacimde intraplantar yolla farelerin sol

arka pencelerine enjekte edildi.

3.1.3. Pence Olciimleri

Kumpas araciigiyla élciim: Inflamasyon testlerinde kullanilan, pengenin
6dem miktarin1 penge ¢apinin kalinligin1 6lgmek suretiyle milimetre (mm) biriminde
veren giivenilir bir yontemdir (Sekil 3). Calismamizda formalin testinde ilag verilen
pengenin (sol penge) ilag 6ncesi ve sonrasi olmak iizere penge ¢ap1 dlgtimleri ile diger

pengenin (sag penge) kontrol ¢ap dl¢iimleri igin kumpas kullanildi.

Sekil 3. Penge ¢ap1 6l¢tim aleti (Kumpas)

22



3.1.4. Rotarod Testi ve Kan Sekeri Olciimii

Rotarod testi, norodejeneratif hastalik modellerinde ve motor bozukluklarin
degerlendirilmesinde sik¢a kullanilan bir testtir. Bu testte, hayvanlarin donen mil
tizerinde sinirh bir siirede diigmeden dengede kalmalar1 gerekmektedir. Performans,
hayvanlarin mil {izerinde kalma siirelerinin Olglimiidiir. Bu siirenin uzunlugu,
Ozellikle 6n ve arka ayak motor koordinasyonunun ve dengenin gostergesidir. Test,
siirme stiresi (saniye) veya dayaniklilik gibi parametreleri 6lger. Testin bazi iglevleri,
denge, kavrama giicii ve 6zellikle tedavi sonrasi ilag etkinligini karsilagtirmada motor
koordinasyonu degerlendirmeyi igerir.

Calismamizda rotaroda alistirma protokolii olarak deneylerimizden bir giin
Once biitiin fareler, rotarod cihazinda 240 sn (kesme zamani) siiresince 30’ar dakika
ara ile iicer kez calistirilarak cihaza alismalari ve stabil performans seviyelerine
ulagsmalar1 saglandi. Alistirma periyodunu takip eden deney giinlinde, ilag
uygulamadan once fareler sabit hizli (10 rpm) rotaroda yerlestirildi ve 240 sn’lik
kesme zamanina kadar rotaroddan diisme siireleri kaydedildi. Siireyi dolduran veya
dolduramadan diisen farelerin kuyruk distalinden kan sekeri olgiimleri glukometre
cihaziyla yapildi. Hemen sonrasinda intraperitoneal ilag uygulandi. 30 dakika sonra
fareler ikinci kez sabit hizli (10 rpm) rotaroda yerlestirildi ve 240 sn’lik kesme
zamanima kadar rotaroddan diigme siireleri kaydedildi. Siireyi dolduran veya
dolduramadan diisen farelerin kuyruk distalinden kan sekeri Slgiimleri ikinci kez

yapildi.

3.2. Calisma Protokolii

GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1
mg/kg, 0.2 mg/kg) dozlarinda hazirlanarak farelere intraperitoneal (i.p) yolla
uygulandi. Antinosiseptif ve antiinflamatuar etkiler sirasiyla hot plate ve formalin
testinde calisildi. Lokomotor aktivite ve kan sekeri diizeyinin bu etkilere katkisi olup
olmadigin1 gézlemlemek igin rotarod testi ve kan sekeri diizeyi 6l¢iimleri yapildi.

GLP-1 ve GLP-2’nin antinosiseptif ve antinflamatuar etkisinin gortildiigii minimum
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dozlar1 belirlenerek, antagonizma c¢alismalarinda ve kronik deneysel calismada

uygulandi. 14. giiniin sonunda farelere hot plate ve formalin testi yapildi.

3.2.1. GLP-1 ve GLP-2’nin Hot Plate Testinde Antinosiseptif Etkisinin

Arastirilmasi

Calismamizda oncelikle farelere ilag verilmeden hot plate testi uygulandi. 30
dakika sonra ilag olarak GLP-1 (0.05- 0.1- 0.2 mg/kg dozlarinda), GLP-2 (0.05- 0.1-
0.2 mg/kg dozlarinda) veya kontrol olarak salin (ilaglara esit hacimde) i.p yolla
verildi. Sonrasinda 5., 10., 15., 30. dakikada hot plate testi yapildi (Sekil 4).

Tlagsiz
6lgtim
| WV & |
10.dk 15.dk 30.dk
30 dk 0.dk 5.dk
~
Olgiimler

Sekil 4. Hot plate testi protokolii

3.2.2. GLP-1 ve GLP-2’nin Formalin Testinde Antiinflamatuar Etkisinin

Arastirilmasi

Calismamizda oOncelikle farelerin kumpasla sag ve sol olmak {izere penge
caplar1 dlgiildii. lag olarak GLP-1 (0.05- 0.1- 0.2 mg/kg dozlarinda), GLP-2 (0.05-
0.1- 0.2 mg/kg dozlarinda) veya kontrol olarak salin (ilaglara esit hacimde) i.p yolla
verildi. Tlagtan 5 dakika sonra sol penceye %10’luk formalin 30 pl intraplantar yolla
uygulandi. Fareler 0-5. dakikalar ve 20-40. dakikalar arasinda izleme alindi. Bu
stirelerde farelerin formalin uygulanmig olan pengelerini yalama (licking/biting) ve

sallama (flinching/ shaking) sayilar1 kaydedildi (Sekil 5).
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Formalin

!

0.dk  0-5.dk 20-40. dk

5 dk ~— —— _

A

ilag izlem ve penge &lgiim kontrolleri

Sekil 5. Formalin testi protokolii

3.2.3. GLP-1 ve GLP-2’nin Antinosiseptif ve Antiinflamatuar Etki

Mekanizmasinin Antagonistlerle Calisiimasi Protokolii

Calismamizda antagonistler (ondansetron 0.1 mg/kg, L-NAME 10 mg/kg,
nalokson 5 mg/kg) hot plate testinde ilagsiz Slgiim yapildiktan 30 dakika sonra
verildi. Bu antagonistlerden 30 dakika sonra GLP-1 ve GLP-2'nin antinosiseptif
etkisinin &n caligmalarda belirlendigi minumum dozlar1 i.p yolla verildi. Ilag
verildikten 5, 10, 15, 30 dakika sonra hot plate testi yapildi (Sekil 6).

Ilagsiz
olglim Antagonist
| A 4 | | | |
r—— 2 - (;Idk S(Lk 10’dk 15‘ dk 30.dk
30 dk 30 dk : ' ) : :
\_ /)
Y
Olgiimler

Sekil 6. Hot plate testinde GLP-1 ve GLP-2’nin antinosiseptif etkilerinin
mekanizmalarinin arastirilmasinda uygulanan protokol

Calismamizda antagonistlerden (ondansetron 0.1 mg/kg, L-NAME 10 mg/kg,
nalokson 5 mg/kg), 30 dakika sonra GLP-1 ve GLP-2'nin antiinflamatuar etkisinin
minumum dozlar1 i.p yolla verildi. Farelerin sag ve sol pengelerinin ¢aplart kumpasla
olgiildii. Ilagtan 5 dakika sonra sol penceye % 10’luk formalin 30 pl s.c verildi.
Fareler 0-5. dakikalar ve 20-40. dakikalar arasinda izleme alindi. Bu siirelerde
farelerin formalin uygulanmis olan pencelerini yalama (licking/biting) ve sallama

(flinching/ shaking) sayilar1 kaydedildi (Sekil 7).
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Formalin

!

0.dk  0-5.dk 20-40. dk
7 Y A

30 dk 5 dk ~— —— v

Antagonist lag Izlem ve penge 6l¢iim kontrolleri

Sekil 7. Formalin testinde GLP-1 ve GLP-2’nin antiinflamatuar etkilerinin
mekanizmalarinin arastirilmasinda uygulanan protokol

3.3. Deney Gruplari

e GLP-1 ve GLP-2’nin Akut Uygulama Sonrasindaki Etkilerini

Inceledigimiz Gruplar

7 deney grubu olusturuldu:

Grup 1 (GLP-1 0.05 mg/kg) (n=12): Hayvanlara GLP-1 i.p uygulandu.
Antinosiseptif (n=6) ve antiinflamatuar (n=6) etkiler sirasiyla hot plate testi ve
formalin testinde arastirildi.

Grup 2 (GLP-1 0.1 mg/kg) (n=12): Hayvanlara GLP-1 i.p uygulandu.
Antinosiseptif (n=6) ve antiinflamatuar (n=6) etkiler sirasiyla hot plate testi ve
formalin testinde arastirildi.

Grup 3 (GLP-1 0.2 mg/kg) (n=12): Hayvanlara GLP-1 i.p uygulandu.
Antinosiseptif (n=6) ve antiinflamatuar (n=6) etkiler sirasiyla hot plate testi ve
formalin testinde arastirildi.

Grup 4 (GLP-2 0.05 mg/kg) (n=12): Hayvanlara GLP-2 i.p uyguland:.
Antinosiseptif (n=6) ve antiinflamatuar (n=6) etkiler sirasiyla hot plate testi ve
formalin testinde arastirildi.

Grup 5 (GLP-2 0.1 mg/kg) (n=12): Hayvanlara GLP-2 i.p uygulandi.
Antinosiseptif (n=6) ve antiinflamatuar (n=6) etkiler sirasiyla hot plate testi ve

formalin testinde arastirildi.
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Grup 6 (GLP-2 0.2 mg/kg) (n=12): Hayvanlara GLP-2 i.p uyguland:.
Antinosiseptif (n=6) ve antiinflamatuar (n=6) etkiler sirasiyla hot plate testi ve
formalin testinde arastirildi.

Grup 7 (Kontrol grubu) (n=12): Hayvanlara verilecek ilaca uygun hacimde
salin, i.p uygulandi. Antinosiseptif (n=6) ve antiinflamatuar (n=6) etkiler sirasiyla

hot plate testi ve formalin testinde arastirildi.

e GLP-1 ve GLP-2’nin Etki Mekanizmalarim Antagonistler

Kullanarak Inceledigimiz Gruplar

Serotonerjik Yolak

Bu gruplarda, GLP-1 ve GLP-2’nin serotonerjik yolak ile iliskisi incelenmek
tizere 5-HT3 reseptor blokorii olan ondansetron kullanilmistir.

Grup 1 (ondansetron 0.1 mg/kg + GLP-1 minimum etkin dozu, n=12):
Hayvanlara i.p olarak 0,1 mg/kg ondansetron verildi, ardindan 30 dakika sonra
GLP-1’in minimum etkin dozu i.p uygulandi. Antinosiseptif (n=6) ve antiinflamatuar
(n=6) etkiler sirasiyla hot plate testi ve formalin testinde arastirildi.

Grup 2 (ondansetron 0.1 mg/kg + GLP-2 minimum etkin dozu, n=12):
Hayvanlara i.p olarak 0,1 mg/kg ondansetron verildi, ardindan 30 dakika sonra
GLP-2’nin  minimum etkin dozu i.p uygulandi. Antinosiseptif (n=6) ve
antiinflamatuar (n=6) etkiler sirasiyla hot plate testi ve formalin testinde arastirildi.

Grup 3 (ondansetron 0.1 mg/kg + salin) (n=12): Hayvanlara i.p olarak 0,1
mg/kg ondansetron verildi, ardindan 30 dakika sonra salin i.p uygulandu.
Antinosiseptif (n=6) ve antiinflamatuar (n=6) etkiler sirasiyla hot plate testi ve

formalin testinde arastirildi.

Nitrerjik Yolak

Bu gruplarda, GLP-1 ve GLP-2’nin nitrerjik yolak ile iliskisi incelenmek
tizere NOS inhibitorii olan L-NAME kullanilmistir.
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Grup 1 (L-NAME 10 mg/kg + GLP-1 minimum etkin dozu) (n=12):
Hayvanlara i.p olarak 10 mg/kg L-NAME verildi, ardindan 30 dakika sonra
GLP-1’in minimum etkin dozu i.p uygulandi. Antinosiseptif (n=6) ve antiinflamatuar
(n=6) etkiler sirastyla hot plate testi ve formalin testinde arastirildi.

Grup 2 (L-NAME 10 mg/kg + GLP-2 minimum etkin dozu) (n=12):
Hayvanlara i.p olarak 10 mg/kg L-NAME verildi, ardindan 30 dakika sonra
GLP-2’nin  minimum etkin dozu i.p uygulandi. Antinosiseptif (n=6) ve
antiinflamatuar (n=6) etkiler sirasiyla hot plate testi ve formalin testinde arastirildi.

Grup 3 (L-NAME 10 mg/kg + salin) (n=12): Hayvanlara i.p olarak 10 mg/kg
L-NAME verildi, ardindan 30 dakika sonra salin i.p uygulandi. Antinosiseptif (n=6)
ve antiinflamatuar (n=6) etkiler sirasiyla hot plate testi ve formalin testinde

arastirildi.

Opioderjik Yolak

Bu gruplarda, GLP-1 ve GLP-2’nin opioiderjik yolak ile iliskisi incelenmek
tizere opioid mii, delta, kappa reseptor antagonisti olan nalokson kullanilmustir.

Grup 1 (Nalokson 5 mg/kg + GLP-1 minimum etkin dozu) (n=12):
Hayvanlara i.p olarak nalokson 5 mg/kg verildi, ardindan 30 dakika sonra GLP-1’in
minimum etkin dozu i.p uygulandi. Antinosiseptif (n=6) ve antiinflamatuar (n=6)
etkiler sirasiyla hot plate testi ve formalin testinde arastirildi.

Grup 2 (Nalokson 5 mg/kg + GLP-2 minimum etkin dozu) (n=12):
Hayvanlara i.p olarak nalokson 5 mg/kg verildi, ardindan 30 dakika sonra GLP-2’nin
minimum etkin dozu i.p uygulandi. Antinosiseptif (n=6) ve antiinflamatuar (n=6)
etkiler sirasiyla hot plate testi ve formalin testinde arastirildi.

Grup 3 (Nalokson 5 mg/kg + salin) (n=12): Hayvanlara i.p olarak nalokson 5
mg/kg verildi, ardindan 30 dakika sonra salin i.p uygulandi. Antinosiseptif (n=6) ve
antiinflamatuar (n=6) etkiler etkiler sirasiyla hot plate testi ve formalin testinde

arastirildi.
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e GLP-1 ve GLP-2’nin Kronik Uygulama Sonrasindaki Etkilerini

Inceledigimiz Gruplar

3 grup olusturuldu:

Grup 1 (GLP-1 minimum etkin dozu, n=12): Hayvanlara 14 giin boyunca
GLP-1 minimum etkin dozda i.p uygulandi. 14 giiniin sonunda antinosiseptif (n=6)
ve antiinflamatuar (n=6) etkiler sirasiyla hot plate ve formalin testinde arastirildi.

Grup 2 (GLP-2 minimum etkin dozu, n=12): Hayvanlara 14 giin boyunca
GLP-2 minimum etkin dozda i.p uygulandi. 14 giiniin sonunda antinosiseptif (n=6)
ve antiinflamatuar (n=6) etkiler sirasiyla hot plate ve formalin testinde arastirildi.

Grup 3 (Salin) (n=12): Hayvanlara 14 giin boyunca salin i.p uygulandi. 14
giinliin sonunda antinosiseptif (n=6) ve antiinflamatuar (n=6) etkiler sirasiyla hot

plate ve formalin testinde arastirildi.

3.4. GLP-1 ve GLP-2’nin Lokomotor Aktivite ve Kan Sekeri Diizeyine

Olan Etkilerinin incelenmesi

GLP-1 ve GLP-2’nin antinosiseptif ve antiinflamatuar etkilerinde bu ajanlarin
16komotor aktivitelerini ve kan sekeri modiilasyonuna olan olas1 etkilerini incelemek
icin 3 grup olusturuldu:

Grup 1 (GLP-1 minimum etkin dozu, n=6): Hayvanlara once rotarod testi
uygulandi. Egzersiz sonrast kan sekeri Ol¢limii yapildi. 30 dakika sonra ilag
uygulandi. Sonra tekrar rotarod yapildi ve kan sekeri 6l¢iildii.

Grup 2 (GLP-2 minimum etkin dozu, n=6): Hayvanlara once rotarod testi
uygulandi. Egzersiz sonras1 kan sekeri dl¢limii yapildi. 30 dakika ilag sonra ilag
uygulandi. Sonra tekrar rotarod yapildi ve kan sekeri 6l¢iildii.

Grup 3 (Salin) (n=6): Hayvanlara Once rotarod testi uygulandi. Egzersiz
sonras1 kan sekeri Ol¢iimii yapildi. 30 dakika sonra salin uygulandi. Sonra tekrar

rotarod yapildi ve kan sekeri 6lgiildii.
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3.5. Tlaclarin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan maddeler:

e Glucagon-Like Peptide 1 Fragment 7-37 human 0.5 mg (Sigma-Aldrich)

e GLP-2 1-33 rat/ Preproglucagon 126-158 / Glp 2 rat 1 mg (Sigma-

Aldrich)

e Ondansetron HCI (Ondaren 4 mg/ 2 ml ampul miistahzar- Vem Ilag)

e L-NAME HCI (Sigma-Aldrich)

e Nalokson HCI (Sigma-Aldrich)

e Formalin

GLP-1 ve GLP-2 salinde homojen bir sekilde ¢oziildii. 0.05, 0.1, 0.2 mg/kg
oranindaki ilaglarin dozlar1 hesaplanarak farelere intraperitoneal yolla verildi. Stok
tiipler -20°C derin dondurucuda muhafaza edilerek, kullanilacak olan ilag tek seferde
coziiliip tek seferde verildi. L-NAME ve nalokson, salinde homojen bir sekilde
coziilerek farelere intraperitoneal yolla sirastyla 10 mg/kg ve 5 mg/kg dozlarinda
verildi. Ondansetron 4 mg/ 2 ml oranli miistahzardan 0.1 mg/kg dozundaki miktari
hesaplanarak farelere intraperitoneal yolla verildi. Formalin, salinle %10 oraninda
seyreltilerek sol arka pengeye intraplantar yolla verilmek tizere 30 ul hacminde

uygulandi.
3.6. istatistiksel Analiz

Verilerin dagilimi Kolmogrov Smirnov testi ile degerlendirildi. Normal
dagilima uyan ¢oklu grup analizinde tek yonliit ANOVA testi uygulandi, bu gruplarin
post hoc analizde Tukey Honesty-B testi kullanildi (anlamlilik degeri olarak p<0.05
alind1). Normal dagilima uymayan c¢oklu grup analizinde Kruskal Wallis testi
uygulandi, bu gruplarin post hoc analizinde Mann-Whitney U testi kullanildi. Hot
plate testi i¢cin % MPE degerleri hesaplandi. Rotarod testi ve kan sekeri 6lgiim
analizlerinde bagimli gruplar i¢cin Wilcoxon Rank testi yapildi. Tiim analizler % 95
giiven araliginda yapildi. Deney sonuclar1 olarak elde edilen tiim verilerin istatistik

analizleri i¢in SPSS17.0 istatistik programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. GLP-1 ve GLP-2’nin Akut Uygulama Sonrasindaki Etkilerinin

Arastirllmasinin Sonuclar:

4.1.1. GLP-I’in Antinosiseptif Etkilerinin Hot Plate Testi ile

Arastirilmasinin Sonuglari

GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin % MPE
degerleri; 5., 10., 15. ve 30. dakikalarda salin grubu ile karsilastirildiginda; GLP-1
0.05 mg/kg dozu 10. dakikada nosisepsiyon yoniinde, 0,2 mg/kg dozu 30.dakikada

antinosisepsiyon yoniinde istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablol, Sekil 8).

Tablo 1. GLP-1 (0,05 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg) Uygulanan Farelerin % MPE
Degerlerinin Salin Grubuna Gore Karsilastirilmasi

Degigken Ortalamaz+standart sapma p
Salin 1.2849.23
GLP-1 (0,05 mg/kg) -4.80+6.87 0.219
5. Dakika
GLP-1 (0,1 mg/kg) 0.81+5.45 0.924
GLP-1 (0,2 mg/kg) 1.71+4.23 0.930
Salin 0.78+6.26
GLP-1 (0.05 mg/kg) -11.24+9.02 0.014
10. Dakika
GLP-1 (0.1 mg/kg) -7.08+10.63 0.101
GLP-1 (0.2 mg/kg) 7.76+6.60 0.144
Salin 5.99+1.45
GLP-1 (0.05 mg/kg) -9.20+10.71 0.100
15.Dakika
GLP-1 (0.1 mg/kg) -5.72+10.07 0.201
GLP-1 (0,2 mg/kg) 8.51+4.23 0.715
Salin 2.69+1.50
GLP-1 (0.05mg/kg) -10.56+5.66 0.117
30. Dakika
GLP-1 (0.1mg/kg) -2.49+10.16 0.584
GLP-1 (0.2mg/kg) 20.14+6.21 0.018
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Sekil 8. GLP-1 (0,05 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg) uygulanan farelerin % MPE
degerlerinin salin grubuna gore hot plate testinde karsilagtirilmasi. Veriler
ortalama+ standart sapma olarak sunulmustur. (*: salin grubuna gore
anlamlilik). Anlamlilik degeri p<0,05 olarak alinmstir.
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41.2. GLP-2’in Antinosiseptif Etkilerinin Hot Plate Testi ile

Arastirllmasinin Sonuclar:

GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin % MPE
degerleri; 5., 10., 15. ve 30. dakikalarda salin grubu ile karsilagtirildiginda; GLP-
2’nin uygulanan tim dozlarinda % MPE degerlerinde antinosiseptif etki anlaminda
bir artis goriilmesine ragmen, bu artis GLP-2 0.2 mg/kg dozunda istatistiksel olarak
anlamli bulundu (Tablo 2, Sekil 9).

Tablo 2. GLP-2 (0,05 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg) Uygulanan Farelerin % MPE
Degerlerinin Salin Grubuna Gore Karsilagtirilmasi.

Degisken Ortalamaztstandart sapma P
Salin 1.2849.23
) GLP-2 (0.05 mg/kg) 6.83+12.95 0.259
5. Dakika
GLP-2 (0.1 mg/kg) 8.87+9.49 0.125
GLP-2 (0.2 mg/kg) 1.5447.33 0.958
Salin 0.78+6.26
) GLP-2 (0.05 mg/kg) 5.484+9.71 0.321
10. Dakika
GLP-2 (0.1 mg/kg) 3.06+5.98 0.628
GLP-2 (0.2 mg/kg) 5.144+7.11 0.357
Salin 5.99+1.45
) GLP-2 (0.05 mg/kg) 10.50+£6.68 0.464
15. Dakika
GLP-2 (0.1 mg/kg) 5.82+£2.79 0.855
GLP-2 (0.2 mg/kg) 5.63+4.01 1.000
Salin 2.69+1.50
) GLP-2 (0.05mg/kg) 11.41+8.86 0.361
30. Dakika
GLP-2 (0.1mg/kg) 11.36+6.85 0.201
GLP-2 (0.2mg/kg) 16.444+5.86 0.046
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Sekil 9. GLP-2 (0,05 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg) uygulanan farelerin % MPE
degerlerinin salin grubuna gore hot plate testinde karsilastirilmasi. Veriler
ortalama+ standart sapma olarak sunulmustur. (*: salin grubuna gore
anlamlilik). Anlamlilik degeri p<0,05 olarak alinmigtir.
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41.3. GLP-I’in Antiinflamatuar Etkisinin Formalin Testinde

Arastirllmasinin Sonuclari

GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 0-5. dakikalar
arasinda penge yalama sayilari salin grubu ile karsilagtirildiginda, GLP-1 (0,2 mg/kg)
dozunda penge yalama sayisindaki azalma salin grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,05) (Tablo 3, Sekil 10).

Tablo 3. GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) Uygulanan Farelerin 0-5.
Dakikalar Arasinda Penge Yalama Degerlerinin Salin Grubuna Gore

Karsilastirilmasi
Degisken Ortalama+standart sapma p
Salin 24.83+5.42
GLP-1 (0.05 mg/kg) 21.67+4.13 0.255
GLP-1 (0.1 mg/kg) 20.50+3.27 0.125
GLP-1 (0.2 mg/kg) 18.33+5.54 0.026
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Sekil 10. GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin O-
5.dakikalar arasinda penge yalama degerlerinin salin grubuna gore
karsilastirilmas1 (*: salin grubuna gore anlamlilik). Veriler ortalama+
standart sapma olarak sunulmustur. Anlamlilik degeri p<0,05 olarak
alimmustir.
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GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 0-5. dakikalar
arasinda pence sallama sayilar1 salin grubu ile karsilagtirildiginda GLP-1 (0,2 mg/kg)
dozunda pence sallama sayisindaki azalma salin grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p<0,05) (Tablo 4, Sekil 11).

Tablo 4. GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) Uygulanan Farelerin 0-5.
Dakikalar Arasinda Penge Sallama Degerlerinin Salin Grubuna Gore

Karsilastirilmasi
Degisken Ortalamazstandart sapma p
Salin 17.50+4.09
GLP-1 (0.05 mg/kg) 16.67+5.96 0.766
GLP-1 (0.1 mg/kg) 12.17+5.00 0.067
GLP-1 (0.2 mg/kg) 4.17+£3.76 <0.001
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Sekil 11. GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 0-5.
dakikalar arasinda penge sallama degerlerinin salin grubuna gore
karsilagtirilmast (*: salin grubuna gore anlamlilik). Veriler ortalama+
standart sapma olarak sunulmustur. Anlamlilik degeri p<0,05 olarak
alimmustir.
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GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 20-40.
dakikalar arasinda penge yalama sayilari salin grubu ile karsilastirildiginda GLP-1
(0,2 mg/kg) dozunda penge yalama sayisindaki azalma salin grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05) (Tablo 5, Sekil 12).

Tablo 5. GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) Uygulanan Farelerin 20-40.
Dakikalar Arasinda Penge Yalama Degerlerinin Salin Grubuna Gore

Karsilastirilmasi
Degisken Ortalamaz+standart sapma p
Salin 26.33+5.01
GLP-1 (0.05 mg/kg) 20.17+£9.41 0.123
GLP-1 (0.1 mg/kg) 26.67+6.56 0.932
GLP-1 (0.2 mg/kg) 8.83+4.40 <0.001
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Sekil 12. GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 20-40.
dakikalar arasinda penge yalama degerlerinin salin grubuna gore
karsilagtiritlmast (*: salin grubuna gore anlamlilik). Veriler ortalama+
standart sapma olarak sunulmustur. Anlamlilhik degeri p<0,05 olarak
alinmustir.
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GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 20-40.
dakikalar arasinda pence sallama sayilart salin grubu ile karsilastirildiginda GLP-1
(0,1 mg/kg, 0.2 mg/kg) dozlarinda penge sallama sayisindaki azalma salin grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05) (Tablo 6, Sekil 13).

Tablo 6. GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) Uygulanan Farelerin 20-40.
Dakikalar Arasinda Pence Sallama Degerlerinin Salin Grubuna Gore

Karsilastirilmasi
Degisken Ortalamaz+standart sapma p
Salin 19.17+£3.19
GLP-1 (0.05 mg/kg) 17.83+4.88 0.512
GLP-1 (0.1 mg/kg) 13.33+3.56 0.008
GLP-1 (0.2 mg/kg) 4.00+1.10 <0.001
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Sekil 13. GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 20-40.
dakikalar arasinda penge sallama degerlerinin salin grubuna gore
karsilagtiritlmast (*: salin grubunagére anlamlilik). Veriler ortalamat+
standart sapma olarak sunulmustur. Anlamlilhik degeri p<0,05 olarak
alinmustir.
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GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 40.
dakikadaki penge c¢aplarindaki farkin salin grubuna gore Kkarsilagtirllmasinda
istatistiksel olarak bir anlamlilik gbzlenmedi (Tablo 7, Sekil 14).

Tablo 7. GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) Uygulanan Farelerin 40.
Dakikadaki Penge Caplarindaki Farkin  Salin  Grubuna Gore

Karsilastirilmasi
Degisken Ortalamatstandart sapma p
Salin 1.09+0.38
GLP-1 (0.05 mg/kg) 0.91+0.34 0.339
GLP-1 (0.1 mg/kg) 0.95+0.23 0.449
GLP-1 (0.2 mg/kg) 0.74+0.24 0.063
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Sekil 14. GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 40.
dakikadaki penge ¢aplarindaki farkin salin grubuna gore karsilagtirilmasi.
Veriler ortalama+ standart sapma olarak sunulmustur. Anlamlilik degeri
p<0,05 olarak alinmistir.
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41.4. GLP-2’nin Antiinflamatuar Etkisinin Formalin

Arastirllmasinin Sonuclar:

GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 0-5. dakikalar
arasinda penge yalama sayilari salin grubu ile karsilastirildiginda GLP-2 (0,2 mg/kg)

dozunda penge yalama sayisindaki azalma salin grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p<0,05) (Tablo 8, Sekil 15).

Tablo 8. GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) Uygulanan Farelerin 0-5.
Dakikalar Arasinda Pence Yalama Sayilarinin Salin Grubuna Gore

Karsilastirilmasi
Degisken Ortalama+standart sapma p
Salin 24.83+5.42
GLP-2 (0.05 mg/kg) 29.33+5.47 0.159
GLP-2 (0.1 mg/kg) 26.17+5.46 0.669
GLP-2 (0.2 mg/kg) 15.50+4.93 0.007
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Sekil 15. GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 0-5.
dakikalar arasinda penge yalama sayilarmin salin grubuna gore
karsilastirilmas1 (*: salin grubuna gore anlamlilik). Veriler ortalama+
standart sapma olarak sunulmustur. Anlamlilik degeri p<0,05 olarak

Salin GLP-2 (0,05mg/kg) GLP-2 (0,1mg/kg) GLP-2 (0,2mg/kg)

alimmustir.
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GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 0-5. dakikalar
arasinda pence sallama sayilar1 salin grubu ile karsilastirildiginda GLP-2 (0,05
mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg) dozlarinda penge sallama sayisindaki azalma salin
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05) (Tablo 9, Sekil 16).

Tablo 9. GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) Uygulanan Farelerin 0-5.
Dakikalar Arasinda Penge Sallama Sayilarmin Salin Grubuna Gore

Karsilastirilmasi
Degisken Ortalamazstandart sapma p
Salin 17.50+4.09
GLP-2 (0.05 mg/kg) 12.00+6.07 0.028
GLP-2 (0.1 mg/kg) 4.00£2.61 <0.001
GLP-2 (0.2 mg/kg) 4.00£2.10 <0.001
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Sekil 16. GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 0-5.
dakikalar arasinda pence sallama sayilarinin salin grubuna gore
karsilastirtlmas1 (*: salin grubuna gore anlamlilik). Veriler ortalama+
standart sapma olarak sunulmustur. Anlamlilik degeri p<0,05 olarak
alinmustir.
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GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 20-40.
dakikalar arasinda penge yalama sayilari salin grubu ile karsilastirildiginda GLP-2
(0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg) dozlarinda penge yalama sayisindaki azalma salin grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli olarak bulundu (p<0,05) (Tablo 10, Sekil 17).

Tablo 10. GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) Uygulanan Farelerin 20-40.
Dakikalar Arasinda Penge Yalama Sayilarinin Salin Grubuna Gore

Karsilastirilmasi
Degigken Ortalamazstandart sapma p
Salin 26.33+5.01
GLP-2 (0.05 mg/kg) 21.67+4.68 0.099
GLP-2 (0.1 mg/kg) 13.33+4.18 <0.001
GLP-2 (0.2 mg/kg) 10.50+4.76 <0.001
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Salln GLP-2 (0, 05mg/kg) GLP-2 0 (0,1mg/kg) GLP-2 (0 2mg/kg)
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Sekil 17. GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 20-40.
dakikalar arasinda penge yalama sayilarinin salin grubuna gore
karsilastirilmas1 (*: salin grubuna gore anlamlilik). Veriler ortalama+
standart sapma olarak sunulmustur. Anlamlilik degeri p<0,05 olarak
alinmustir.
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GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 20-40.
dakikalar arasinda pence sallama sayilart salin grubu ile karsilastirildiginda GLP-2
(0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) dozlarinda penge sallama sayisindaki azalma
salin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05) (Tablo 11, Sekil 18).

Tablo 11. GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 20-40.
dakikalar arasinda penge sallama sayilarinin salin grubuna gore

karsilastirilmasi
Degisken Ortalama+standart sapma p
Salin 19.17+£3.19

GLP-2 (0.05 mg/kg) 13.17+£5.85 0.008

GLP-2 (0.1 mg/kg) 1.83+0.75 <0.001

GLP-2 (0.2 mg/kg) 3.33+2.07 <0.001
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Salin GLP-2 (0,05mg/kg) GLP-2 (0,1mg/kg) GLP-2 (0,2mg/kg)

Sekil 18. GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 20-40.
dakikalar arasinda penge sallama sayilarinin salin grubuna gore
karsilastirilmas1 (*: salin grubuna gore anlamlilik). Veriler ortalama+
standart sapma olarak sunulmustur. Anlamlilik degeri p<0,05 olarak
alimmustir.
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GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 40.
dakikadaki penge c¢aplarindaki farkin salin grubuna gore Kkarsilagtirllmasinda
istatistiksel olarak bir anlamlilik gbzlenmedi (Tablo 12, Sekil 19).

Tablo 12. GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) Uygulanan Farelerin 40.
Dakikadaki Penge Caplarindaki Farkin Salin  Grubuna Gore

Karsilastirilmasi
Degigken Ortalamazstandart sapma p
Salin 0.86+0.20
GLP-2 (0.05 mg/kg) 1.18+0.25 0.085
GLP-2 (0.1 mg/kg) 0.800.35 0.742
GLP-2 (0.2 mg/kg) 0.61+0.37 0.167
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Salin GLP-2 (0,05mg/kg) GLP-2 (0,1mg/kg) GLP-2 (0,2mg/kg)

Sekil 19. GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 40.
dakikadaki penge ¢aplarindaki farkin salin grubuna gore karsilastirilmas.
Veriler ortalama+ standart sapma olarak sunulmustur. Anlamlilik degeri
p<0,05 olarak alinmistir.
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4.15. GLP-I’in Antinosiseptif Etkilerinin  Hot Plate Testinde

Mekanizmasinin Arastirilmasi

GLP-1 (0.2 mg/kg)’in antinosiseptif etkisinin 5., 10., 15. ve 30. dakikalarda
ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg), nalokson (5 mg/kg) varliginda
arastirildiginda, 15. dakikada L-NAME varliginda, 30. dakikada ise her ii¢ antagonist
varliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii (p<0,05) (Tablo 13, Sekil
20).

Tablo 13. GLP-1 (0,2 mg/kg)’in Ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
Nalokson (5 mg/kg) Varliginda Hot Plate Testinde % MPE Degerlerinin

Karsilastirilmasi
Degisken Ortalamaz+standard sapma P
GLP-1 (0.2 mg/kg) 1.71+4.23
Ondansetron+ GLP-1 (0.2 mg/kg) 8.49+4.65 0.319
5. Dakika
L- NAME + GLP-1 (0.2 mg/kg) 5.15£10.63 0.611
Nalokson+ GLP-1 (0.2 mg/kg) 8.27+17.70 0.335
GLP-1 (0.2 mg/kg) 7.76+6.60
Ondansetron+ GLP-1 (0.2 mg/kg) 2.40+6.72 0.474
10. Dakika
L- NAME + GLP-1 (0.2 mg/kg) 4.32+11.60 0.645
Nalokson+ GLP-1 (0.2 mg/kg) -2.28+18.58 0.184
GLP-1 (0.2 mg/kg) 8.51+4.23
Ondansetron+GLP-1 (0.2 mg/kg) 0.56+7.17 0.130
15. Dakika
L- NAME +GLP-1 (0.2 mg/kg) -6.03+9.36 0.007
Nalokson+GLP-1 (0.2 mg/kg) -0.54+13.90 0.086
GLP-1 (0.2 mg/kg) 20.14+6.21
Ondansetron+GLP-1 (0.2 mg/kg) -2.20+11.80 0.009
30.Dakika
L- NAME +GLP-1 (0.2 mg/kg) 1.04+12.50 0.023
Nalokson+GLP-1 (0.2 mg/kg) -5.98+12.46 0.002
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Sekil 20. GLP-1 (0,2 mg/kg)’in ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
nalokson (5 mg/kg) varliginda hot plate testinde % MPE degerlerinin
karsilagtirilmasi. (*: GLP-1 0,2 mg/kg’a gore anlamlilik, a: GLP-1 0.2
mg/kg'in saline gore anlamlilig1). Veriler ortalama+ standart sapma olarak
sunulmustur. Anlamlilik degeri p<0,05 olarak alinmistir.

46



416 GLP-2’nin Antinosiseptif Etkilerinin Hot Plate Testinde

Mekanizmasinin Arastirilmasi

GLP-2 (0.05 mg/kg)1n antinosiseptif etkisinin 5., 10., 15. ve 30. dakikalarda
ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg), nalokson (5 mg/kg) varliginda
aragtirlldiginda, 30. dakikada GLP-2 (0,05 mg/kg)’in antinosiseptif etkisinde
ondansetron (0.1 mg/kg) ve nalokson (5 mg/kg) varliginda istatistiksel olarak anlamli
bir azalma goriildi (p<0,05) (Tablo 14, Sekil 21).

Tablo 14. GLP-2 (0,05 mg/kg)’1n Ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
Nalokson (5 mg/kg) Varliginda Hot Plate Testinde % MPE Degerlerinin

Karsilastirilmasi
Degisken Ortalamazstandart sapma P
GLP-2 (0.05 mg/kg) 6.83£12.95
Ondansetron+GLP-2 (0.05 mg/kg) -6.63+£16.59 0.052
5. Dakika
L- NAME +GLP-2 (0.05 mg/kg) 4.01+8.32 0.677
Nalokson+GLP-2 (0.05 mg/kg) 1.36+10.31 0.421
GLP-2 (0.05 mg/kg) 5.48+9.71
Ondansetron+GLP-2 (0.05 mg/kg) 8.84+15.18 0.653
10. Dakika
L-NAME +GLP-2 (0.05 mg/kg) -0.23+18.21 0.446
Nalokson+GLP-2 (0.05 mg/kg) 3.534£9.82 0.794
GLP-2 (0.05 mg/kg) 10.50+6.68
Ondansetron+GLP-2 (0.05 mg/kg) 4.51+5.87 0.107
15. Dakika
L- NAME +GLP-2 (0.05 mg/kg) 2.01+6.64 0.278
Nalokson+GLP-2 (0.05 mg/kg) 4.83+12.76 0.060
GLP-2 (0.05 mg/kg) 11.41+8.86
Ondansetron+GLP-2 (0.05 mg/kg) -5.13+£22.77 0.048
30. Dakika
L- NAME +GLP-2 (0.05 mg/kg) -4.30+14.54 0.059
Nalokson+GLP-2 (0.05 mg/kg) -10.01£16.53 0.012
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Sekil 21. GLP-2 (0,05 mg/kg)’in ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),

nalokson (5 mg/kg) varliginda hot plate testinde % MPE degerlerinin
karsilagtirilmasi (*: GLP-2 0,05 mg/kg’a gore anlamlilik, a: GLP-2 0.05
mg/kg'in saline gore anlamliligi). Veriler ortalama+ standart sapma olarak
sunulmustur. Anlamlilik degeri p<0,05 olarak alinmistir.
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41.7. GLP-I’in Antiinflamatuar Etkilerinin Formalin Testinde

Mekanizmasinin Arastirilmasi

GLP-1 (0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 0-5. dakikalar arasinda penge yalama
sayilar1 ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg), nalokson (5 mg/kg)
varliginda arastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi (Tablo
15, Sekil 22).

Tablo 15. GLP-1 (0,2 mg/kg)’in Ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
Nalokson (5 mg/kg) Varliginda 0-5. Dakikalar Arasinda Pence Yalama
Sayilarinin Karsilastirilmasi

Degisken Ortalamazstandart sapma p
GLP-1 (0,2 mg/kg) 18,33+5.54
Ondansetron (0,1 mg/kg) + GLP-1 (0,2 mg/kg) 10,83+1.47 0,385
L-NAME (10 mg/kg) + GLP-1 (0,2 mg/kg) 17,5043,33 1,00
Nalokson (5 mg/kg) + GLP-1 (0,2 mg/kg) 21,83+7,70 0,957

40

207

0-5.dakikalar arasinda pencge yalama sayisi

107
0 T T T T T
Salin GLP-1 (0,2mg/kg) Ondansetron (0,1mg/kg)+ L-NAME (1 0mg/kg;+ Nalokson (5n‘g/kg;+
GLP-1 (0,2mglkg) GLP-1 (0,2mg/kg GLP-1 (0,2mglkg

Sekil 22. GLP-1 (0,2 mg/kg)’in ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
nalokson (5 mg/kg) varliginda 0-5. dakikalar arasinda penge yalama
sayilart iizerine etkilerinin karsilagtirlmas1 (GLP-1 0,2 mg/kg’a gore
karsilastirma, a: GLP-1 0.2 mg/kg'n saline gore anlamliligi). Veriler
ortalama+ standart sapma olarak sunulmustur. Anlamlilik degeri p<0,05
olarak alinmustir.
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GLP-1 (0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 0-5. dakikalar arasinda penge sallama
sayilar1 ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg), nalokson (5 mg/kg)
varliginda arastirildiginda, nalokson (5 mg/kg) varliginda istatistiksel olarak anlamli

bir artig gortldi (p<0,05) (Tablo 16, Sekil 23).

Tablo 16. GLP-1 (0,2 mg/kg)’in Ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
Nalokson (5 mg/kg) Varliginda 0-5. Dakikalar Arasinda Pence Sallama
Sayilarinin Karsilastirilmasi

Degigken Ortalamastandart sapma p*
GLP-1 (0,2 mg/kg) 4,17£3,76
Ondansetron (0,1 mg/kg)+ GLP-1 (0,2 mg/kg) 2,83+1,32 0,937
L-NAME (10 mg/kg)+ GLP-1 (0,2 mg/kg) 5,83+2,48 0,240
Nalokson (5 mg/kg)+ GLP-1 (0,2 mg/kg) 11,17+2,56 0,026
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GLP-1 (0,2mglkg) GLP-1 (0,2mglkg) GLP-1 (0,2mg/kg)

Sekil 23. GLP-1 (0,2 mg/kg)’in ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
nalokson (5 mg/kg) varliginda 0-5. dakikalar arasinda penge sallama
sayilar1 iizerine etkilerinin karsilagtirilmasi. (*: GLP-1 0,2 mg/kg’a gore
anlamlilik, a: GLP-1 0.2 mg/kg'n saline gore anlamliligi). Veriler
ortalama+ standart sapma olarak sunulmustur. Anlamlilik degeri p<0,05
olarak alinmistir.
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GLP-1 (0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 20-40. dakikalar arasinda pence
yalama sayilar1 ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg), nalokson (5 mg/kg)
varliginda arastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gériilmedi (Tablo
17, Sekil 24).

Tablo 17. GLP-1 (0,2 mg/kg)’in Ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
Nalokson (5 mg/kg) Varliginda 20-40. Dakikalar Arasinda Penge Yalama
Sayilarinin Karsilastirilmasi

Degisken Ortalamaz+standart sapma p
GLP-1 (0,2 mg/kg) 8,83+4,40
Ondansetron (0,1 mg/kg) + GLP-1 (0,2 mg/kg) 13,17+4,26 1,00
L-NAME (10 mg/kg) + GLP-1 (0,2 mg/kg) 16,00+5,83 0,968
Nalokson (5 mg/kg) + GLP-1 (0,2 mg/kg) 14,50+5,89 0,997
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20-40.dakikalar arasi penge yalama sayisi

T T T T T
Salin GLP-1 (0,2mg/kg) Ondansetron (0,1mglkg) + L-NAME (10mg/kg) + Nalokson (5mg/kg) +
GLP-1 (0,2mglkg) GLP-1 (0,2mgrkg) GLP-1(0,2mgrkg)

Sekil 24. GLP-1 (0,2 mg/kg)’in ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
nalokson (5 mg/kg) varliginda 20-40.dakikalar arasinda penge yalama
sayilart lizerine etkilerinin karsilagtirllmasi (GLP-1 0,2 mg/kg’a gore
kargilagtirma, a: GLP-1 0.2 mg/kg'in saline gore anlamliligi).Veriler
ortalama+ standart sapma olarak sunulmustur. Anlamlilik degeri p<0,05
olarak alinmustir.
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GLP-1 (0.2 mg/kg) uygulanan farelerin 20-40. dakikalar arasinda pence
sallama sayilar1 ile ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg), nalokson (5
mg/kg) varhiginda arastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriillmedi
(Tablo 18, Sekil 25).

Tablo 18. GLP-1 (0,2 mg/kg)’in Ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
Nalokson (5 mg/kg) Varliginda 20-40. Dakikalar Arasinda Penge Sallama
Sayilarinin Karsilastirilmasi

Degisken Ortalamazstandart sapma p
GLP-1 (0,2 mg/kg) 4,00+1,10
Ondansetron (0,1 mg/kg) +GLP-1 (0,2 mg/kg) 3,50+2,35 1,00
L-NAME (10 mg/kg) + GLP-1 (0,2 mg/kg) 5,50+4,76 1,00
Nalokson (5 mg/kg) + GLP-1 (0,2 mg/kg) 5,67+3,33 1,00
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20-40.dakikalar arasi pence sallama sayisi

T T T T
Salin GLP-1(0,2mg/kg) Ondansetron (0,1mg/kg) + L-NAME (10mg/kg) + Nalokson (5mg/kg) +
GLP1 (0,2mglkg) GLP-1 (0,2mglkg) GLP-1(0,2mglkg)

Sekil 25. GLP-1 (0,2 mg/kg)’in ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
nalokson(5 mg/kg) varliginda 20-40. dakikalar arasinda penge sallama
sayilart tlizerine etkilerinin karsilagtirlmasi (GLP-1 0,2 mg/kg’a gore
karsilagtirma, a: GLP-1 0.2 mg/kg'in saline gore anlamliligi). Veriler
ortalama+ standart sapma olarak sunulmustur. Anlamhilik degeri p<0,05
olarak alinmistir.
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41.8. GLP-2’in Antiinflamatuar Etkilerinin Formalin Testinde

Mekanizmasinin Arastirilmasi

GLP-2 (0.05 mg/kg)uygulanan farelerin 0-5. dakikalar arasinda penge yalama
sayilar1 ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg), nalokson (5 mg/kg)
varhiginda arastirildiginda, L-NAME (10 mg/kg) varliginda istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik goriildii (p<0,05) (Tablo 19, Sekil 26).

Tablo 19. GLP-2 (0,05 mg/kg)’in Ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
Nalokson (5 mg/kg) Varliginda 0-5. Dakikalar Arasinda Penge Yalama
Sayilariin Karsilastirilmasi

Degisken Ortalamaz+standart sapma p
GLP-2 (0,05 mg/kg) 29,33+£5,47
Ondansetron (0,1 mg/kg)+ GLP-2 (0,05 mg/kg) 18,00+6,13 0,064
L-NAME (10 mg/kg) + GLP-2 (0,05 mg/kg) 15,83+2,79 0,009
Nalokson (5 mg/kg) + GLP-2 (0,05 mg/kg) 23,00+7,69 0,855
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Salin GLP-2 (0,05mg/kg) Ondansetron (0,1mg/kg) + L-NAME (10mg/kg) + Nalokson (5mg/kg) +
GLP-2 (0,05mg/kg) GLP-2 (0,05mglkg) GLP-2 (0,05mglkg)

Sekil 26. GLP-2 (0,05 mg/kg)’in ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
nalokson (5 mg/kg) varliginda 0-5. dakikalar arasinda penge yalama
sayilar1 lizerine etkilerinin karsilastirilmasi (*: GLP-2 (0,05 mg/kg)'a gore
anlamlilik). Veriler ortalama+ standart sapma olarak sunulmustur.
Anlamlilik degeri p<0,05 olarak alinmistir.
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GLP-2 (0.05 mg/kg) uygulanan farelerin 0-5. dakikalar arasinda pence
sallama sayilar1 ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg), nalokson (5 mg/kg)
varliginda arastirildiginda, 0-5. dakikalarda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
goriilmedi (Tablo 20, Sekil 27).

Tablo 20. GLP-2 (0,05 mg/kg)’in Ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
Nalokson(5 mg/kg) Varliginda 0-5. Dakikalar Arasinda Penge Sallama
Sayilarinin Karsilastirilmasi

Degisken Ortalamazstandart sapma p
GLP-2 (0,05 mg/kg) 12,00+6,07
Ondansetron (0,1 mg/kg) + GLP-2 (0,05 mg/kg) 6,83+4,31 0,967
L-NAME (10 mg/kg) + GLP-2 (0,05 mg/kg) 6,3343,62 0,931
Nalokson (5 mg/kg) + GLP-2 (0,05 mg/kg) 14,50+6,57 1,00

257

T T T T T
Salin GLP-2 (0,05mglkg) Ondansetron (0,1mgl/kg) + L-NAME 81 0mg/kg) + Nalokson (5mg/kg) +
GLP-2 (0,05mgrkg) GLP-2 (0,05mgrkg) GLP-2 (0,05mgrkg)

0-5.dakikalar arasi pencge sallama sayisi

Sekil 27. GLP-2 (0,05 mg/kg)’nin ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
nalokson (5 mg/kg) varliginda 0-5.dakikalar arasinda penge sallama
sayilar1 lizerine etkilerinin karsilagtirllmast (GLP-2 0,05 mg/kg'a gore
karsilagtirma, a: GLP-2 0.05 mg/kg'in saline gore anlamliligi). Veriler
ortalama+ standart sapma olarak sunulmustur. Anlamlilik degeri p<0,05
olarak alinmistir.
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GLP-2 (0.05 mg/kg) uygulanan farelerin 20-40. dakikalar arasinda pence
yalama sayilar1 ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg), nalokson (5 mg/kg)
varliginda arastirildiginda, istatistiksel olarak L-NAME (10 mg/kg) varhiginda
anlamli bir degisiklik goriildii (p<0,05) (Tablo 21, Sekil 28).

Tablo 21. GLP-2 (0,05 mg/kg)’in Ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
Nalokson (5 mg/kg) Varliginda 20-40. Dakikalar Arasinda Penge Yalama
Sayilarinin Karsilastirilmasi

Degisken Ortalamaz+standart Sapma p
GLP-2 (0,05 mg/kg) 21,67+4,68
Ondansetron (0,1 mg/kg) + GLP-2 (0,05 mg/kg) 12,67+6,89 0,829
L-NAME (10 mg/kg) + GLP-2 (0,05 mg/kg) 4,50+2,17 0,025
Nalokson (5 mg/kg) + GLP-2 (0,05 mg/kg) 8,17+6,08 0,206

40

1T L

I T

*
T

20-40.dakikalar arasi pence yalama sayisi

T T T T T
Salin GLP-2 (0,05mg/kg) Ondansetron (0,1mg/kg) + L-NAME (10mg/kg) + Nalokson (5mg/kg) +
GLP-2 (0,05mg/kg) GLP-2 (0,05mg/kg) GLP-2 (0,05mg/kg)

Sekil 28. GLP-2 (0,05 mg/kg)’in ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
nalokson (5 mg/kg) varliginda 20-40. dakikalar arasinda penge yalama
sayilari tizerine etkilerinin karsilastiriimas: (*: GLP-2(0,05 mg/kg)'a gore
anlamlilik). Veriler ortalama+ standart sapma olarak sunulmustur.
Anlamlilik degeri p<0,05 olarak alinmistir.
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GLP-2 (0.05 mg/kg) uygulanan farelerin 20-40. dakikalar arasinda pence
sallama sayilar1 ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg), nalokson (5 mg/kg)
varliginda arastirildiginda; ondansetron (0.1 mg/kg) ve L-NAME (10 mg/kQg)
varliginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gortildii (p<0,05) (Tablo 22, Sekil
29).

Tablo 22. GLP-2 (0,05 mg/kg)’in Ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
Nalokson (5 mg/kg) Varliginda 20-40. Dakikalar Arasinda Penge Sallama
Sayilariin Karsilagtirilmasi

Degisken Ortalama+standart sapma p
GLP-2 (0,05 mg/kg) 13,17+5,85
Ondansetron (0,1 mg/kg) + GLP-2 (0,05 mg/kg) 2,17£1,60 0,001
L-NAME (10 mg/kg) + GLP-2 (0,05 mg/kg) 5,8343,71 0,022
Nalokson (5 mg/kg) + GLP-2 (0,05 mg/kg) 8,17+3,54 0,163

257

a
207

5 *

T T T T T

Salin GLP-2 (0,05mg/kg) Ondansetron (0,1mg/kg) + L-NAME (10mg/kg) + Nalokson (5mg/kg) +
GLP-2 (0,05mglkg) GLP-2 (0,05mgrkg) GLP-2 (0,05mgrkg)

20-40.dakikalar arasi penge sallama sayisi

Sekil 29. GLP-2 (0,05 mg/kg)’in ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg),
nalokson (5 mg/kg) varliginda 20-40. dakikalar arasinda penge sallama
sayilar1 iizerine etkilerinin karsilagtirllmas: (*: GLP-2 0,05 mg/kg'a gore
anlamlilik, a: GLP-2 0.05 mg/kg'm saline gore anlamliligi). Veriler
ortalama+ standart sapma olarak sunulmustur. Anlamlilik degeri p<0,05
olarak alinmistir.
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4.2. GLP-1 ve GLP-2’nin Kronik Uygulama Sonrasindaki Etkilerinin

Arastirillmasinin Sonuclari

4.2.1. GLP-1 ve GLP-2’ninKronik Uygulama Sonrasinda Antinosiseptif

Etkilerinin Hot Plate Testinde Arastirilmasi

GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0,05 mg/kg) 14 giin siireyle kronik uygulanan
farelerin % MPE degerleri, 5., 10., 15. ve 30. dakikalarda salin grubu ile
karsilastirildiginda her iki ilacin uygulandiktan sonraki 10., 15. ve 30. dakikalarda

hot plate testinde antinosiseptif etkilerinde salin grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli bir artis goriildii (Tablo 23, Sekil 30).

Tablo 23. GLP-1 (0.2 mg/kg)ve GLP-2 (0,05 mg/kg) 14 Giin Siireyle Kronik

Uygulanan Farelerin % MPE Degerlerinin Hot
Grubuna Gore Karsilastirilmasi

Plate Testinde Salin

Ortalama+Standart sapma p
Salin 0.36+6.21
5. Dakika GLP-1 (0.2 mg/kg) 10.93+£13.99 0.243
GLP-2 (0.05 mg/kg) 4.87+18.63 0.611
Salin -5.03£16.76
10. Dakika | GLP-1 (0.2 mg/kg) 19.12+10.98 0.021
GLP-2 (0.05 mg/kg) 15.32+17.85 0.047
Salin 3.34+13.05
15. Dakika GLP-1 (0.2 mg/kg) 41.96+4.48 <0.001
GLP-2 (0.05 mg/kg) 30.35+16.39 0.003
Salin -0.47+17.68
30. Dakika | GLP-1(0:2mgrkg) 56.59+12.32 <0.001
GLP-2 (0.05 mg/kg) 46.01+14.65 <0.001
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Sekil 30. GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0,05 mg/kg) 14 giin siireyle kronik

uygulanan farelerin % MPE degerlerinin hot plate testinde salin grubuna
gore karsilastirilmasi (*: salin grubuna gore anlamlilik). Veriler ortalama+
standart sapma olarak sunulmustur. Anlamlilik degeri p<0,05 olarak
alimmastir.
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422. GLP-1 ve GLP-2’nin Kronik Uygulama Sonrasinda

Antiinflamatuar Etkilerinin Formalin Testinde Arastirilmasi

GLP-1 (0.2 mg/kg)ve GLP-2 (0,05 mg/kg) 14 giin siireyle kronik uygulanan
farelerin 0-5. dakikalar ve 20-40. dakikalar arasinda penge yalama ve sallama
sayilarinin salin grubuna gore istatistiksel anlamli olarak azaldigi goriildii (GLP-2
0,05 mg/kg dozunda 20-40. dakikalar arasindaki sallama sayisi hari¢) (p<0,05)
(Tablo 24, Sekil 31-32).

Tablo 24. GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0,05 mg/kg) 14 Giin Siireyle Kronik
Uygulanan Farelerin 0-5. Dakikalar ve 20-40. Dakikalar Arasinda Penge
Yalama ve Sallama Sayilarinin Salin Grubuna Goére Karsilastirilmasi

Degisken Ortalamazstandart sapma p
Salin 20.83+6.5
0-5.dakikalar arasinda pence GLP-1 (0.2 mg/kg) 11,3342 42 0.003
yalama sayisi
GLP-2 (0.05 mg/kg) 12.17+3.43 0.006
Salin 11.17£2.40
0-5.dakikalar arasinda pence GLP-1 (0.2 mg/kg) 2 002219 0.038
sallama sayisi
GLP-2 (0.05 mg/kg) 4.00£2.60 <0.001
Salin 16.50+6.38
20-40.dakikalar arasinda penge GLP-1 (0.2 mg/kg) 3674258 <0.001
yalama sayisi
GLP-2 (0.05 mg/kg) 6.67+£3.08 0.001
Salin 8.83+5.78
20-40.dakikalar arasinda penge GLP-1 (0.2 mg/kg) 1 67+1.86 0.006
sallama sayisi
GLP-2 (0.05 mg/kg) 4.83£2.71 0.091
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Sekil 31. GLP-1 (0.2 mg/kg)ve GLP-2 (0,05 mg/kg) 14 giin siireyle kronik
uygulanan farelerin 0-5. dakikalar ve 20-40. dakikalar arasinda pence
yalama sayilarinin salin grubuna goére karsilastirilmasi (*: salin grubuna
gore anlamlilik). Veriler ortalama+ standart sapma olarak sunulmustur.
Anlamlilik degeri p<0,05 olarak alinmistir.
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Sekil 32. GLP-1 (0.2 mg/kg)ve GLP-2 (0,05 mg/kg) 14 giin siireyle kronik
uygulanan farelerin 0-5. dakikalar ve 20-40. dakikalar arasinda pence
sallama sayilarmin salin grubuna gore karsilastirilmasi (*: salin grubuna
gore anlamlilik). Veriler ortalama+ standart sapma olarak sunulmustur.
Anlamlilik degeri p<0,05 olarak alinmigtir.
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GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0.5 mg/kg) uygulanan farelerin 40. dakikadaki

pence caplarindaki farkin salin grubuna gore karsilastirilmasinda istatistiksel olarak

bir anlamlilik goériilmedi (Tablo 25, Sekil 33).

Tablo 25. GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0.5 mg/kg) Uygulanan Farelerin 40.
Dakikadaki Penge Caplarindaki Farkin Salin  Grubuna Gore

Karsilastirilmasi
Ortalamazstandart sapma p

Salin 0.88+0.09
GLP-1 (0.2 mg/kg) 0.84+0.11 0.747
GLP-2 (0.05 mg/kg) 1.03+0.27 0.140

14

1,2~

1,0 —

40. dakikada penge 6l¢iimii farki (mm)

0,8 —

0,6 —

04—

0,2 —

0,0—

T —

Salin GLP-1 (0,2mg/kg) GLP-2 (0,05mg/kg)

Sekil 33. GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0.5 mg/kg) uygulanan farelerin 40.

dakikadaki pence c¢aplarindaki farkinsalin  grubuna gore
karsilastirilmasi.  Veriler ortalama+ standart sapma olarak
sunulmustur. Anlamlilik degeri p<0,05 olarak alinmistir.

62



4.3. GLP-1 ve GLP-2’nin Rotarod Testi ve Kan Sekeri Olciimiine Olan

Etkilerinin Incelenmesinin Sonuclar

GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0.5 mg/kg) uygulanan farelerin rotarod
testinde 16komotor aktivitelerinin ilag Oncesi ve ila¢ sonrasi degerlerinin salin

grubuna gore karsilastirilmasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik goriilmedi (Tablo
26).

Tablo 26. GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0.5 mg/kg) Uygulanan Farelerin Rotarod
Testinde Lokomotor Aktivitelerinin ilag Oncesi Ve Ilag Sonrasi
Degerlerinin Salin Grubuna Gore Karsilastirilmasi

Rotarod bazal (sn) Rotarod son (sn) p
Salin 240+0 240+0 1.00
GLP-1 (0.2mg/kg) 221.50+:36.80 2400 0.180
GLP-2 (0.05mg/kg) 179.20+56.73 216.40+42.48 0.109

GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0.5 mg/kg) uygulanan farelerin rotarod
egzersizi sonrasinda kan sekeri dlgiimlerinin ilag Oncesi ve ilag sonrasi degerlerinin
salin grubuna gore karsilagtirllmasinda; salin ve GLP-2 sonrasi1 kan sekeri
degerlerinde anlamli artis gozlenirken, GLP-1 sonrasi kan sekeri yiiksekligi

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Tablo 27).

Tablo 27. GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0.5 mg/kg) Uygulanan Farelerin Rotarod
Egzersizi Sonrasinda Kan Sekeri Olgiimlerinin Ilag Oncesi Ve llag
Sonras1 Degerlerinin Salin Grubuna Gore Karsilastirilmast

Glukoz bazal (mg/dI) Glukoz son (mg/dl) P
Salin 128.6+18.94 160.20+24.56 0.043
GLP-1 (0.2mg/kg) 121.50+24.29 139.33+30.06 0.116
GLP-2 (0.05mg/kg) 148.40+15.82 192.80+59.89 0.043
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5. TARTISMA

Calismamizda, GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0.05
mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg)’nin farelerde agri iizerine etkilerini hot plate testi,
inflamasyon tizerine etkilerini formalin testi kullanarak arastirdik.

GLP-1 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin % MPE
degerleri; 5., 10., 15. ve 30. dakikalarda salin grubu ile karsilastirildiginda; GLP-1
0.05 mg/kg dozu 10. dakikada nosisepsiyon yoniinde, 0,2 mg/kg dozu 30. dakikada
antinosisepsiyon yoniinde istatistiksel olarak anlamli bulundu.

GLP-1'in antinosiseptif etkileriyle ilgili yapilan c¢aligmalarda, Gong ve
arkadaslar1  (2014), GLP-1R’nin agr1 hipersensitivitesindeki inhibitdér rolil
incelendiginde; GLP-1R’nin 06zellikle spinal dorsal boynuzdaki mikroglia
hiicrelerinde bulundugunu, periferik sinir hasar1 sonrasinda mikroglial proliferasyon
ve hipertrofiyle GLP-1R upregiile oldugunu, GLP-1 (7-36) ve eksenatid’in formalin
testinde tonik fazda doza bagimli olarak pence yalama sayilarini azalttigini, GLP-
I’in spinal B endorfin salimini artirarak opioiderjik yolakla antinosiseptif etki
yaptigin1 (nalokson ve minosiklin ile bu antinosisepsiyonun engellendigini), yani
spinal dorsal boynuzda GLP-1R/ B endorfin iliskili agr1 inhibisyonu yolaginin
bulundugunu belirtmektedir (55). Jia ve arkadaslar1 (2015) GLP-1’in mikroglial
hiicrelerde B-endorfin ekspresyonuna yol acarak ndronlar1 korudugunu ve
antinosisepsiyon olusturdugunu saptamislardir (56).

Komsuoglu I ve arkadaglari (2014), tip 2 DM olusturulmus farelerde hot plate
testinde farelerin agriya yanit verme siiresini dlgmiis, tip 2 DM’li farelerde agriya
yanit verme siiresinin uzadigimmi saptamig ve bunun diyabetik ndropatiye bagl
olabilecegini belirtmislerdir. Eksenatid tedavisi sonrasi ise bu durumun tersine
dondigiint gostererek, GLP-1"in diyabetik noropatide olusabilecek komplikasyonlari
onlemede onemli bir hedef molekiil olabilecegini bildirmislerdir (85). Fan H ve
arkadaglar1 (2015) yaptiklar1 ¢alismada ise, GLP-1R agonisti olan WB4-24’{in spinal
mikrogliadan pB-endorfin salimini stimiile ederek nosisepsiyonu bloke ettigini
gostermislerdir (57).

GLP-1'in inflamasyon {izerine etkilerini inceledigimiz formalin testinde,

GLP-1 0,1 mg/kg dozunun penge sallama sayisin1 20-40. dakikalar arasinda; 0,2
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mg/kg dozunun ise penge yalama ve sallama sayilarini tiim zaman araliklarinda
saline gore istatistiksel olarak anlamli bigimde azalttigin1 bulduk. Farelerin penge
caplarinin  Olglimiinde ise salin grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilik
bulamadik.

Gumuslu ve arkadaslar1 (2016) yaptiklari ¢alismada, GLP-1R agonisti olan
eksenatid’in 0.1 pg/kg dozunda 14 giinlik uygulama sonucunda streptozosin/
nikotinamid'le indiiklenen diyabetik farelerde, normalde proinflamatuar uyariyla
sentezleri dramatik olarak artan hiicre adezyon molekiilleri olan hipokampal noral
hiicre adezyon molekiilii (NCAM), interseliiler hiicre adezyon molekiilii (ICAM) ve
vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (VCAM) protein ekspresyonunu anlamli sekilde
azalttigini gostermislerdir (86).

Tip 2 DM tedavisinde kullanilan GLP-1, glukoz seviyesinin regiilasyonunun
yaninda; antiapoptotik, antioksidatif ve antiinflamatuar 6zellikleri sayesinde noronal
ve kardiyovaskiiler koruma o6zelligi olan bir hormondur (87-88). Yapilan
calismalarda, GLP-1'in proinflamatuar sitokinler olan C-X-C motif kemokin ligand-
10 (CXCL-10), sinyal doniistiirlicli ve transkripsion aktivatorii-3 (STAT-3), monosit
kemoatraktan protein-1 (Mcp-1) ve TNF-a ckspresyonunu azalttigi, NFxB
aktivasyonunu inhibe ettigi, boylelikle dogal oldiriicii (naturel killer) hiicrelerin
pankreas, merkezi sinir sistemi ve sindirim sistemindeki aktivitelerini azalttig
gosterilmistir (89-93). LPS ile indiiklenmis inflamasyon modellerinde, GLP-1
uygulamasinin IL-6, COX-2, iINOS, NF-kB mRNA, TNF-a ve IL-1f protein
ekspresyonlarinda azalma yaptig: belirtilmektedir (94).

Ripken D ve arkadaslar1 (2016) yaptiklar calismada, gida alimimni takiben
enteroendokrin hiicrelerdeki G-protein reseptorlerindeki etkilesim sonucu serotoninin
GLP-1 saliverilmesini artirdigin1 gostermislerdir (95). Serotonin, santral sinir
sisteminde inici inhibitér agr1 yolaklarri modiile etmede Onemli bir
noromediyatordiir. Serotonin, primer aferent sinir uglarin1 5-HT3 reseptorii
araciligiyla stimiile eder (69). Omurilik diizeyinde saliverilen serotoninin analjezik
etkisine 5-HT 1B/D ve 5-HT3 reseptorler aracilik eder. Ancak serotoninin omurilik
diizeyinde bir anti-analjezik etkisi de vardir; bu, 5-HT1A reseptorler araciligi ile
nosiseptif reflekslerin uyarilmasina baglidir (70). Avila-Rojas ve arkadaglar1 (2015)

yaptiklar1 calismada, 5-HT1A reseptoriiniin antiallodinik etkileri oldugunu, ote
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yandan spinal 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT6 ve 5-HT7 reseptorlerinin ise
pronosiseptif etkili oldugunu belirtmislerdir (96). 5-HT nin yapilan g¢alismalarda,
noropatik agr1 ve diger persistan agri durumlarinda analjezik etkili olabilecegi
gosterilmistir (97). Ilkaya ve arkadaslar1 (2015) imipraminin antinosiseptif etkisinin,
kolorektal distansiyon yoluyla visseral agr1 olusturulmus modelde arastirilmasinda 5-
HT2 ve 5-HT4 blokajinin antinosiseptif etkide artis yaptigi belirtilmektedir (98).
Loyd ve arkadaglari, 5-HT nin hiperaljeziyi artirdigini, ketanserin ve granisetron gibi
5-HT resept6r antagonistlerinin bu etkiyi azalttigini bildirmislerdir (99).

Farkas | ve arkadaslar1 (2016), NO yolagi ve GLP-1’in tireme fonksiyonlarini
diizenlemesine yonelik yaptiklar1 c¢alismalarinda, GLP-1’in NO aktivasyonunu
artirdigini saptamuglardir. Ayrica, NO’i L-NAME ile bloke ettiklerinde, GLP-1
agonisti olan eksendin-4’iin eksitator etkisinin azaldigin1 gostermislerdir (100).
Ozbek ve arkadaslari (2000) yaptiklar1 calismada ise, NOS inhibitori L-NA
uygulanmasi sonucu NO sentezinin azalmasinin, periferik yoldan uygulanan
morfinin analjezik etkisini artirdigini saptamislardir (77).

Kawabata A ve arkadaslar1 (1994) calismalarinda, farelere intraplantar yolla
uyguladiklart L-arjinin ve L-NAME sonrasinda, formalin bagimli nosisepsiyonda
NO'nun doku seviyesine bagli olarak, nosiseptif ve antinosiseptif olmak tizere iKi
yonlii etkisinin oldugunu saptamislardir. Arastirmacilar yaptiklar: ¢aligmalarinda,
fare pencgesine uyguladiklar1 formalinin ikinci fazinda (10-30. dakikalar arasinda)
olasilikla bolgesel olarak NOS’u aktive etmesiyle NO diizeyini artirdigini ve bu
etkinin nosiseptif cevaba yol actigini belirtmektedirler. Caligmalarindaki bulgularina
gore, intraplantar uygulanan L-NAME 6nce NOS’u inhibe etmekte, sonra formaline
bagli NO artisin1 inhibe etmektedir. Boylece nosisepsiyonu baskilayarak hipoaljezi
yapmaktadir. Intraplantar uygulanan L-Arginin'in diisiik dozlarda formaline bagh
NO artigin1 indiikleyerek hiperaljeziye yol actigini belirtmektedirler. L-Arginin‘in
yiiksek dozlarda doku NO diizeylerini daha artirdigini, ancak olasilikla nosiseptorler
tizerinde supresif etkiye yol agarak hipoaljeziye neden oldugunu saptamiglardir.
Sonug olarak periferal NO’nun faredeki formalin testinde nosiseptif modiilasyonda
nosiseptif ve antinosiseptif olmak tizere ikili rol oynadigi bu bulgulara dayandirilarak

aciklanmustir (78).
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NO ile ilgili bir bagka ¢aligmada, inflamasyon ve hasara yanit olarak agri
olusmasinda 6nemli rol oynadigi, intratekal L-Arginin verilmesinin hiperaljeziyi
indiikledigi, intratekal NOS inhibitorlerinin ise hiperaljezi ve noropatik agriy1 bloke
ettigi belirtilmektedir. Calismalarindaki sonuglara gore, NO’nun santral spinal kord
noronlarinda agri iletimi mekanizmasi esas olarak cGMP sinyal yolagina baglidir.
TRP kanallarinin periferde eksprese edilen polimodal nosisensdrlerinden olan
TRPVI1 ve TRPAI, NO tarafindan aktive edilmektedir. Bunlar, agrida NO-bagimli
periferal sensitizasyonda rol alir. Yani NO, dorsal kok ganglionlarini TRPA1 and
TRPV1 aktivasyonuyla stimiile etmektedir (101). Aksine, NO; ATP-duyarli K *
kanallarini aktive ve voltaj bagimli Na kanallarini inhibe eder (102). Bunlar NO'nun
antinosisepsiyonla iligkili oldugu durumlardir.

Calismamizda, yukardaki caligmalar dogrultusunda GLP-1’in serotonerjik,
nitrerjik ve opioiderjik sistemle iliskisi olabilecegini diisiinerek, GLP-1’in
nosisepsiyon ve inflamasyon iizerine olan etkilerinde bu ii¢ sistemin etkilerini
gozlemlemek amaciyla ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg) ve nalokson
(5 mg/kg) kullanarak bu yolaklar1 antagonize etmeye galistik.

GLP-1 (0.2 mg/kg)’in hot plate testinde gozlemledigimiz antinosiseptif
etkisinin 15. dakikada L-NAME varliginda, 30. dakikada ise ondansetron (0.1
mg/kg), L-NAME (10 mg/kg) ve nalokson (5 mg/kg) varliginda istatistiksel olarak
anlaml sekilde azaldigin1 gordiik. GLP-1 (0.2 mg/kg)’in ondansetron (0.1 mg/kg), L-
NAME (10 mg/kg) ve nalokson (5 mg/kg) varliginda antiinflamatuar etkilerini
inceledigimiz formalin testinde ise nalokson (5 mg/kg) varliginda akut fazda penge
sallama hareketlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig saptadik.

Yani GLP-1 ile ilgili yaptigimiz deneylerde; GLP-1’in hot plate testinde
gozlemledigimiz antinosiseptif etkisinin; 30. dakikada opioid blokoériiyle azaldigini,
GLP-1’in formalin testinde gozlemledigimiz penge hareketlerinin akut fazda opioid
blokoriiyle arttigini saptadik. Bu durumda GLP-1 antinosiseptif ve antiinflamasyon
etkisinin opioiderjik yolak {lizerinden olabilecegi izlenimi edindik. GLP-1’in hot plate
testinde gozlemledigimiz antinosiseptif etkisinin; 15 ve 30. dakikada NO
inhibisyonuyla azaldigini, GLP-1’in formalin testinde go6zlemledigimiz pence
hareketlerinin NO blokoriiyle degismedigini, yani NO yolagint kullanmadigim

gordiik. GLP-1’in NO iizerinden verdigi cevap, hot plate testinde ve formalin
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testinde farkli ¢ikti. GLP-1’in hot plate testinde gozlemledigimiz antinosiseptif
etkisinin; 30. dakikada 5-HT3 inhibisyonuyla azaldigini, GLP-1’in formalin testinde
gozlemledigimiz antiinflamatuar etkisinin; 5-HT3 inhibisyonuyla degismedigini
saptadik. GLP-1'in antiinflamatuar etkisinde 5-HT3’iin etkili olmadigini, yine GLP-
I’in 5-HT3 reseptorii iizerinden verdigi cevabin hot plate testinde ve formalin
testinde farkli ¢iktigin1 bulduk.

GLP-2 (0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg) uygulanan farelerin % MPE
degerleri; 5., 10., 15. ve 30. dakikalarda salin grubu ile karsilastirildiginda; GLP-
2’nin uygulanan tiim dozlarinda % MPE degerlerinde antinosiseptif etki anlaminda
bir artig goriilmesine ragmen, bu artis GLP-2 (0.2 mg/kg) dozunda istatistiksel
olarak anlamli bulundu.

GLP-2'nin antiinflamatuar etkilerini arastirmak igin farelerde yapmis
oldugumuz formalin testinde ise, GLP-2 (0.05 mg/kg) dozunda penge sallama
sayisini tiim zaman araliklarinda, GLP-2 (0.1 mg/kg) dozunda penge yalama sayisini
0-5. dakikalar arasi hari¢ tiim zaman araliklarinda, GLP-2 (0,2 mg/kg) dozunda
yalama ve sallama sayilarini tiim zaman araliklarinda saline gore istatistiksel anlaml
olarak azalttigini bulduk. Penge caplarinda ise saline gore anlamli bir azalma
olmadigint gézlemledik.

Xie S ve arkadaglart (2014) yilinda yaptiklart ¢alismada, LPS ile
olusturulmus inflamasyon modelinde ¢alisilan GLP-2'nin i-NOS ve COX-2 enzim
sentezini, TNF-o, IL-1B ve IL-6'min protein ve mRNA sentezini makrofajlarda
azalttigini gostemislerdir (103).

Yapilan histopatolojik c¢aligmalarda, GLP-2’nin intestinal inflamasyonda
azalma sagladigi, kolitli hayvalarda kript hiicre apoptozisini azalttigi, GLP-2
uygulanan kolitli hayvanlarin lamina propriasinin floresan-aktif hiicre analizinde
CD4 T hiicre sayisinda azalma, CD11b/F4/80 makrofajlarda artis izlendigi, ayrica
lamina propriadaki makrofajlarda TNF-a iiretiminde azalma ve IGF-1 {iretimine artis
oldugu bildirilmistir (104). Sigalet DL ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmalarinda,
GLP-2'nin  antiinflamatuar  etkilerinin  enterik noral yolaklar araciligiyla
gerceklestigini, GLP-2'nin, sitokin sinyal baskilayicilar1 yolaginin (SOCS-3/
physiological suppressors of cytokine signaling) aktivasyonu, IL-10 ve IL-6 aracili
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STAT-3 sinyal yolaginin inhibisyonuyla bagirsakta antiinflamatuar etkinlik
gosterdigini belirtmiglerdir (105).

Li N ve arkadaslarinin (2016) yaptiklar1 ¢alismada GLP-2 uygulamasinin
beyin dokusunda LPS ile indiiklenen i-NOS, COX-2, IL1-B, IL6, TNF-a {iretiminde
azalma sagladigini, ayrica GLP-2'nin, LPS ile indiiklenen ekstraselliiler sinyal iligkili
kinaz (ERK1/2), jun N-terminal kinaz (JNK1/2) ve p65 fosforilasyonunu azalttigini
ve mikroglia aracili sinir hasarini azalttigini1 géstermislerdir (106).

Calismamizda GLP-2 (0.05 mg/kg) dozunun ondansetron (0.1 mg/kg),
L-NAME (10 mg/kg), nalokson (5 mg/kg) varligindaki antinosiseptif etkilerinin
arastirilmasinda; 30. dakikada ondansetron ve nalokson varliginda antinosiseptif
etkide salin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma olustugunu
gozlemledik.

Iwai T ve arkadaslar1 (2015) yaptiklart g¢alismalarinda, ACTH verilmis
farelerin amigdalasinda GLP-2’nin 5-HT’yi artirdigini, 5-HT’nin  ortamda
bulunmamasit durumunda ise GLP-2’nin anksiyolitik etkilerinin olusmadigini
saptamiglardir (107). Yine ayn1 arastirmacilarin yapmis olduklar bir baska ¢aligmada
ise, trisiklik antidepresanlara direngli depresyon modeli olusturulmus farelerde,
GLP-2’nin 5-HT diizeyini artirdigini ve bu yolla antidepresan etkisi oldugunu
bildirmislerdir (108).

Hsieh J ve arkadaslar1 (2015) c¢alismalarinda, GLP-2’nin silomikron
tiretimindeki uyarici etkilerinde NO’nun roliiniin oldugunu, L-NAME’nin GLP-2
tarafindan stimiile edilen apo B48 sekresyonunu bloke ettigini saptamislardir (109).
Ote yandan Gulec Suyen K ve arkadaslar1 (2015), gastrik mukozal kan akiminda artis
saglayan GLP-2’nin kalsitonin gen iligkili peptit ve endojen prostaglandinler
tizerinden bu etkiyi gergeklestirdigini, NO’nun bu etkide rol almadigim
belirtmislerdir (54).

GLP-2 (0.05 mg/kg) dozunun formalin testinde antiinflamatuar etkisinin
ondansetron (0.1 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg), nalokson (5 mg/kg) varliginda
arastirilmasinda; 0-5. dakikalar ve 20-40. dakikalar arasinda penge yalama sayilarinin
L-NAME varliginda, 20-40. dakikalarda penge sallama sayilarinin ondansetron ve

L-NAME varliginda istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigini gézlemledik.
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Yani GLP-2’nin hot plate testinde gozlemledigimiz antinosiseptif etkisinin;
30. dakikada ondansetron ve nalokson varliginda azaldigini, GLP-2’nin formalin
testinde akut ve tonik fazda penge yalama sayilarinin L-NAME varliginda, tonik
fazda pence sallama sayilarinin ondansetron ve L-NAME varliginda azaldigim
gozlemledik.

GLP-2’nin hot plate testinde gozlemledigimiz antinosiseptif etkisinin; 30.
dakikada 5-HT3 blokaji1 ve opioid reseptor blokaji ile azalmasi, antinosiseptif etkiyi
5-HT3 serotonerjik veya opioiderjik yolakla yapabilir izlenimi vermistir.

Yapilmis calismalarda 5-HT2 ve 5-HT4 blokajinin antinosiseptif etkiler
gostermesine ragmen (110), ayni nosisepsiyon modeli olan bir bagka ¢alismada 5-
HT4 blokajinin antinosiseptif etkiyi antagonize ettigi saptanmistir (110,111). Ek
olarak ketanserin ve ondansetronun tek basma anlamli olarak antinosiseptif etki
yapmadig1 belirtilmektedir. Aksine, 5-HT2 ve 5-HT3 reseptor antagonistleri
(ketanserin ve ondansetron dahil) kimyasal ve distansiyon bagli agri modellerinde
antinosiseptif etki gostermistir (112,113). Bu farkliliklar, farkli agri modellerinden
kaynaklaniyor olabilir. Ancak GLP-2’nin formalin testinde gozledigimiz penge
hareketlerinin; tonik fazda 5-HT3 reseptorii bloke edildiginde veya NO yolagi bloke
edildiginde azalmasi, bizi formalin testinde serotonerjik ve NO yolaginin etkisinin
net olmadig kanisina vardirmistir.

Biz bu ¢alismada, GLP-1’in formalin testindeki etkilerinde akut fazda 0.2
mg/kg dozunda, tonik fazda ise daha diisiik dozda da (0.1 mg/kg) antiinflamatuar
etkili oldugunu gézledik. GLP-2’nin formalin testindeki etkilerinde ise akut ve tonik
fazlarin her ikisinde de anlamli antiinflamatuar etkisi oldugunu saptadik. GLP-1 ve
GLP-2’de hot plate testinde ise 30. dakikada antinosiseptif etkili olduklarimi
gozlemledik.

Calismamizda, GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0,05 mg/kg)’in farelere 14 giin
stireyle uygulama sonrasinda antinosiseptif etkilerinin hot plate testinde
arastirtlmasinda; her iki ilacin uygulandiktan sonraki 10., 15. ve 30. dakikalarda
antinosiseptif etkilerde istatistiksel olarak salin grubuna gore anlamli bir artis
olusturdugu gorildii.

GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0,05 mg/kg)’ in farelere 14 giin siireyle

uygulama sonrasinda antiinflamatuar etkilerinin arastirilmasinda farelerin tiim zaman
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araliklarinda pence yalama ve sallama sayilarmin Saline gore istatistiksel olarak
anlaml olarak azaldigi (GLP-2 0,05 mg/kg dozunda 20-40. dakikalar arasindaki
sallama sayis1 harig¢) goriiliirken, 40. dakikada farelerin penge ¢aplarinin dlgiimiinde
ise salin grubuna gore istatistiksel olarak bir anlamlilik gézlemlenmedi.

GLP-1 ve GLP-2, DPP-4 ile hizl1 yikilmalar1 nedeniyle, yar1 dmiirleri GLP-1
icin 2 dakika ve GLP-2 igin birka¢ dakika olarak bilinmektedir. Yani dolasimdaki
endojen GLP-1 ve GLP-2 diizeyi ¢ok diistiktiir. Ancak, GLP-1’in etkileri haftalar
sonrasinda goriilebilmektedir. Yar1 Omiirlerinin kisa olmasinin, uzun donemdeki
yararli etkilerini yansitmadigina dair yapilmis olan g¢alismalar mevcuttur. Hui ve
arkdaslarinin yaptiklari bir ¢alismada, GLP-1’in subkutan uygulama sonrasinda bile
pik konsantrasyonu 90 dakika sonra normale dondiigii belirtilmektedir. Yaptiklari
calismada, eksojen GLP-1 uygulamasinin akut fazi ilk dakikalara denk gelmektedir.
Bu donem, glukoz bagimli insiilinomimetik etkinin cAMP/PKA yolag: ile ATP
bagimhi K kanallarimin kapanmasi, B hiicre depolarizasyonu, voltaj bagimhi Ca
kanallarinin agilmasi ve insiilin sekresyonu olan fazdir. GLP-1 ilk saatlerde f
hiicreye 06zgiil genler (insiilin, GLUT-2, glukokinaz) aktivasyonu yapmaktadir.
Ayrica SSS etkilerinin bu dénemde oldugu bildirilmektedir. GLP-1 giinler sonra 3
hiicre kitlesinin artisgina neden olur (114). Kisa yar1 omre sahip olan GLP
molekiillerinin uzun etkili sonuglar verdigi diger ¢caligmalara bakildiginda; Giileg¢ ve
arkadaslar1 tarafindan (2015) GLP-2’nin mide mukozal kan akimina yo6nelik
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, GLP-2 uygulandiktan sonra 35 dakika boyunca
5’er dakika aralikli kan akimi izlenmis, gastrik kan akimim artirici etkisinin 15.
dakikada maksimuma ulastigi, sonra diismesine ragmen bazal degerlerden anlamh
olarak yiliksek devam ettigi saptanmistir (54). Bir baska calismada GLP-2’nin
antidepresan etkilerini arastirmak i¢in deney protokoliinde yer alan zorlu yiizme testi
uygulamasindan 30 dakika dnce GLP-2 verildigi, bu siirecte GLP-2'nin zorlu yilizme
testi immobilizasyon siiresini azalttig bildirilmistir (115).

Calismamizda, GLP-1 (0.2 mg/kg) ve GLP-2 (0,05 mg/kg)’in antinosiseptif
ve antiinflamatuar ekilerinde l6komotor aktivite ve kan sekeri diizeylerindeki
degisimlerin olast katkilarinin incelenmesi i¢in rotarod testi ve kan sekeri olgiim
kontrolleri yaptik. Bu sonuglara gore; salin - GLP-1 - GLP-2 gruplarinin her ii¢iinde

de rotarod testinde 16komotor aktivite degisimleri ilag Oncesi ve sonrasi degerleri
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arasinda anlamli fark bulunmadi. Iwai ve arkadaslari, GLP-2'nin antidepresan
etkilerini inceledikleri zorlu ylizme testinde, GLP-2'nin immobilizasyon zamanini
azalttigini, bunu yaparken lokomotor aktiviteyi degistirmedigini belitmektedirler
(115).

Kan sekeri 6l¢iimlerinde salin ve GLP-2'de egzersiz ve ilag sonrasi kan sekeri
diizeyleri, ilag Oncesine gore anlamli olarak artti; GLP-1'de ise anlamli degisim
bulunmadi. Kan sekerinin egsersiz sirasinda artisi, egzersiz esnasinda viicudun artan
metabolik ihtiyaglarini karsilanmasi i¢in hepatik glukojen yikimi neticesinde kana
depo glikoz salinmasindan kaynaklanmaktadir. GLP-1'in bu deneyde hipoglisemik
etki gostermemesi ise, GLP-1'in hipoglisemik etkisinin sadece yiiksek kan sekerli
patolojik durumlarda kan sekerini disiirmesine baglanmaktadir. Palleria ve
arkadaslar1 (2017) c¢alismalarinda, rotarod Oncesi ve sonrasi liraglutide (GLP-1
analogu) uygulaniminin normal farelerde kan sekerine etkisinin anlamsiz bulundugu
belirtmektedirler (116).

GLP-2’nin klinikte en sik kullanildigi kisa bagirsak sendromu ile ilgili
calismalarin yanisira, intestinal epitelyum yiizeyini genisletmesi ve hiicre
cogalmastyla ilgili olarak yapilmis bir¢cok caligma bulunmaktadir (67,68). Bu
calismalar, GLP-2R sinyal yolaklarmin molekiiler temelinde glukagon ve GLP-1’de
oldugu gibi CAMP ve AP-1 bagimli sinyal yolaklarmin aktivasyonu oldugunu
belirtmektedir. GLP-2'nin uyardigi cAMP artisi, PKA ve AP-1 diginda diger
yolaklarin aktivasyonu ile de, hizli sentezlenen onciil gen aktivasyonu ve hiicre
¢ogalmasina neden olmaktadir. GLP-2'nin aktive ettigi bir diger yolagin P70 S6
kinaz oldugu gosterilmistir. GLP-2'nin apoptozdaki inhibitdr etkisinin ve epitelyal
hiicre ¢ogalmasini saglamasinin temelinde bu yolagin oldugu diistiniilmektedir (67).

GLP-2 ile ilgili olarak yapilmis cesitli caligmalarda; GLP-2'nin GIS
fonksiyonlarindaki etkileri enterik noral sistem aracilt motilite diizenlenmesi, NO
salimim artirarak ince barsak relaksasyonu, VIP aracili gastrik gevseme yaptigi,
vagal afferent noronlar araciligiyla gida alim inhibisyonu, gastrik bosalmay1
geciktirmesi ve hepatik glukoz uptake inhibisyonuna POMK araciligiyla yol agmasi
seklinde siralanabilir. Inflamasyon ve hiicre proliferasyonundaki etkileri; enterik
noral sistem mukozal inflamasyonda VIP aracili restorasyon yapmasi, diger

sahalarda plazma proinflamatuar sitokinleri, doku oksidatif stres belirtegleri ve
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makrofaj inflamasyonunu azaltmasi, bunu MAPK inhibisyonu (ERK1/2, JNK),
PI3Ky ve Akt fosforilasyonlar1 yaparak gergeklestirmesi, birden fazla apoptotik
yolak kullanmasi 6zellikle Caspase-3 ve protein kinaz A iligkili Caspase 8 ve 9
aktivitesi inhibisyonuna yol agmasi, IGF-1, KGF, TGFf seviyelerini yiikseltmesi,
TNFa, IFNy seviyelerini azaltmasi olarak belirtilmektedir. GLP-2R sinyal
aktivasyonu sonucu hiicre i¢ci cAMP seviyesinde artis, cAMP-bagimli PKA
aktivasyonu, AP-1 bagimli transkripsiyon ve hizli sentezlenen Onciil genlerin
ekspresyonunda artisa yol a¢tig1 bilinmektedir.

Calismamizda birtakim kisithiliklarrmiz - mevceuttur.  Oncelikle, biz bu
calismada molekiiler teknikleri kullanmadik. Bu nedenle GLP-1 ve GLP-2’nin
antinosiseptif ve antiinflamatuar etkilerinin hangi reseptdrler {lizerinden oldugunu
gosteremedik. Antiinflamatuar etki gozlemledigimiz deneylerde 40.dakikada penge
Ol¢iimlerinde farklilik goéremedik. Bu durum penge farkini dlgmekte kullandigimiz
yontem olan kumpastan ileri geliyor olabilir. Penge Ol¢limiinii milimetre birimiyle
veren kumpas yerine, pence hacmini mililitre olarak Olcen pletismometre
kullanmamiz durumunda, penge 6demini hacim cinsinden daha net saptayabilirdik.
Yar1 omrii kisa olmasindan dolayr sik aralikli protokol uyguladik. Bu durumda
ogrenme faktoriinii ekarte edemeyebiliriz. Salin gruplarini ise bagimsiz hayvanlarda
bireysel ve tek dozlu olarak yaptik. Yani deneyin her bir protokolii i¢in ayr1 hayvan
kullanilmast durumunda ogrenme faktorii tiimden saf dist birakilabilirdi.

Calismamizda GLP-1 ve GLP-2'nin antinosiseptif ve antiinflamatuar etkileri
goriildii. GLP-1 ve GLP-2’nin serotonerjik, nitrerjik ve opioiderjik yolaklar iizerine
olan etkilerinde buldugumuz farkli sonuglar ortaya c¢ikmustir. Soyle ki: GLP-1
antinosiseptif ve antiinflamatuar etkisindeki ortak noktanin opioiderjik yolak
tizerinden olabilecegi izlenimi mevcuttur. GLP-1’in NO ve 5-HT3 reseptorii
tizerinden verdigi cevap, hot plate testinde ve formalin testinde farkli ¢ikmistir. GLP-
2 antinosiseptif etkiyi 5-HT3 serotonerjik veya opioiderjik yolakla yapabilir izlenimi
olmasina ragmen, antiinflamatuar etkisinde 5-HT3, NO ve opioid yolaginin etkisinin

yine net olmadig1 saptanmuistir.
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6. SONUC

Calismamizda, GLP-1 ve GLP-2’nin antinosiseptif ve antiinflamatuar
etkilerini hot plate ve formalin testinde arastirdik ve bu etkilerin mekanizmasinda
serotonerjik, nitrerjik ve opioiderjik sistemlerin roliiniin olup olmadigini géstermeye
calistik.

1. GLP-1 ve GLP-2’nin antinosiseptif ve antinflamatuar etkilerinin

olabilecegini gordiik.

2. Bu etkilerinin mekanizmasin aragtirilmasi yoniinde yaptigimiz deneylerde
ise, GLP-1 ve GLP-2’nin serotonerjik, nitrerjik ve opioiderjik yolaklar
iizerine olan etkisi ile ilgili buldugumuz farkli sonuglar mevcuttur.

3. Bu baglamda c¢alismamizin devami olarak, GLP-1 ve GLP-2’nin
antinosiseptif ve antiinflamatuar etkilerinde PKA bagimli protein
ekspresyonunu molekiiler diizeyde arastirmayi, serotonerjik, nitrerjik ve
opioiderjik yolaklar {izerine olan etkilerinde buldugumuz farkli sonuglara

molekiiler diizeyde agiklik getirmeyi hedeflemekteyiz.
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