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OZET

Acar S.I., Siganlarda Akut intraduodenal L-Triptofan Uygulamasina Baglh GLP-1 ve
PYY Salgisinda Kalsiyum Algilayan Reseptorlerin Rolii, Hacettepe Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara 2016. Bir
esansiyel aminoasit olan L-triptofan insilin diizeyini artirir ve yiyecek alimini azaltir.
L-triptofan’in bagirsaklardaki enteroendokrin L hicrelerinden glukagon benzeri
peptit 1 (GLP-1) ve peptit YY (PYY) hormonlarinin salgisina yol actigl ve bu etkide
kalsiyum algilayan reseptorlerin (CaSR) rol oynayabilecegi dusliniilmektedir. Bu
calisma ile sicanlarda akut intraduodenal L-triptofan uygulamasinin GLP-1 ve PYY
diizeylerine olan etkisi ve bu etkide CaSR’lerin roliiniin incelenmesi amaglanmistir.
Erkek Wistar sicanlar (n=21) L-triptofan, L-triptofan+CaSR antagonisti ve L-
triptofan+¢ozicii gruplarina ayrildi. Bitlin sollisyonlar dogrudan bagirsaklara
intraduodenal kateter ile verildi. intraduodenal inflizyonlardan énce (0.dk) ve sonra
(30, 60, ve 90. dk) plazma glukoz, L-triptofan, insiilin, GLP-1 ve PYY olclimleri icin
kuyruk veninden kan o6rnekleri alindi. Kan glukozu test stripleri ile olgildd. L-
triptofan diizeyi HPLC ile ve GLP-1, PYY, instlin dlzeyleri ELISA kitleri ile lgtldi. 90
dakika boyunca elde edilen glukoz, instlin, GLP-1 ve PYY dizeyleri icin egri altinda
kalan alanlar hesaplandi. Tim gruplarda plazma L-triptofan diizeyleri 30. dakikada
en yiksek degerine ulasti (P<0,05). Plazma insilin ve GLP-1 salinimi antagonist
grubunda, diger gruplara kiyasla daha disliktl (P<0,05). PYY dizeyleri gruplar ve
zamanlar arasinda farkli degildi. Plazma glukoz diizeyi antagonist grubunda daha
yliksek seyretmesine ragmen gruplar arasinda anlamli fark yoktu. Bu calisma,
L-triptofan’in intestinal GLP-1 salinimina neden oldugunu ve bu etkide CaSR’lerin rol
oynadigini gostermistir. Sonu¢ olarak, L hicrelerinde bu yolaklarin hedeflenmesi
GLP-1 salgisini artirmak icin kullanilabilir, boylece diyabet ve obezite gibi hastaliklari

onlemek ya da tedavi etmek icin yeni yaklasimlar gelistirmek miimkiin olabilir.

Anahtar kelimeler: L-Triptofan, GLP-1, PYY, CaSR, insiilin, kan sekeri
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ABSTRACT

Acar S.i., The Role of Calcium Sensing Receptors on GLP-1 and Peptide YY
Secretion After Acute Intraduodenal L-tryptophan Administration in Rats.
Hacettepe University, Institute of Health Sciences, Physiology Programme Master
of Science Thesis, Ankara, 2016. L- tryptophan, which is an essential amino acid,
increases insulin level and decreases food intake. It is thought that L- tryptophan
causes release of glucagon-like peptide-1 (GLP-1) and peptide YY (PYY) hormones
from intestinal enteroendocrine L cells and calcium-sensing receptors (CaSR) may
play a role in this effect. In this study, it was aimed to investigate the effect of acute
intraduodenal L-tryptophan administration on GLP-1 and PYY levels and the role of
CaSR in this effect in rats. Male Wistar rats (n=21) were divided into L-tryptophan, L-
tryptophan+CaSR antagonist and L-tryptophan+vehicle groups. All solutions were
directly given to the intestines with intraduodenal catheter. Before (min 0) and after
(min 30, 60, and 90) intraduodenal infusions, blood samples were taken from tail
vein for plasma glucose, L-tryptophan, insulin, GLP-1 and PYY measurements. Blood
glucose was measured by test stripes. L-tryptophan level was measured by HPLC
and GLP-1, PYY and insulin levels were measured by ELISA kits. Area under the
curves were calculated for glucose, insulin, GLP-1 and PYY levels obtained
throughout 90 minute. In all groups, plasma L-tryptophan levels were maximum on
the 30™ min (P<0.05). Plasma insulin and GLP-1 secretions were lower in the
antagonist group compared to other groups (P<0.05). PYY levels were not different
between groups and time points. Although plasma glucose levels were higher in the
antagonist group, there was no significant difference between groups. This study
demonstrates that L-tryptophan causes intestinal GLP-1 release and CaSRs play a
role in this effect. As a result, targeting these pathways in L-cells can be used to
increase GLP-1 secretion, so it could be possible to develop new approaches to

prevent or treat diseases like diabetes and obesity.

Keywords: L- tryptophan, GLP-1, PYY, CaSR, insulin, blood sugar
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1. GiRiS

Yiyecek alimi sindirim kanalindan glukoz metabolizmasini ve istahi
diizenleyen bir seri hormonun salinimina yol agar. Bu hormonlar arasinda inkretin
hormonlar da bulunmaktadir. inkretin hormonlar baslica oral glukoz alimindan
sonra ince ve kalin bagirsakta bulunan enteroendokrin hiicrelerden salinirlar. Cok
sayida fizyolojik etkileri bulunmakla beraber inkretinlerin en 6nemli etkileri yemek
sonrasinda insllin salgisini artirarak, hipoglisemiye neden olmaksizin kan sekerini

disirmeleridir.

inkretin hormonlar tarafindan olusturulan etkinin biyiik kismini glukagon
benzeri peptit-1 (GLP-1) olusturmaktadir. GLP-1, yiyecek alimini takiben baslica
distal ileum ve kolonda bulunan enteroendokrin L hiicreleri tarafindan salinir ve
pankreastan insilin salgisini artirirken, glukagon salgisini baskilar, ayrica gastrik
bosalmayr ve besin alimini inhibe eder. Sindirim kanalinin distalindeki
enteroendokrin L hiicreleri GLP-1’'in yani sira Peptit tirozin-tirozin (Peptit YY, PYY)
adi verilen bir diger peptiti de salgilar. Postprandiyal olarak plazma PYY seviyesinde
ortaya cikan belirgin artislar, PYY'nin enerji metabolizmasi ve istah lzerine 6nemli

etkisinin oldugunu disltindirmektedir.

Genel olarak glukoz alimindan sonra gergeklesen GLP-1 ve PYY saliniminin,
yag ve protein alimini takiben de gergeklestigi gosterilmistir. Bazi aminoasitler
bagirsaklardaki enteroendokrin L-hiicrelerini uyararak inkretin hormonlarin salgisina
yol acabilmekte ve boylece insiilin salgisinin artirilmasinda, farkli besin iceriklerinin
beyne iletiimesinde ve tokluk hissinin olusturulmasinda rol almaktadirlar. Yapilan
calismalar bir esansiyel aminoasit olan L-triptofanin insulin dizeylerini artirdigini,
yiyecek alimini azalttigini, mide ve bagirsaklar lzerine dlizenleyici etkilerinin
bulundugunu gostermektedir. L-triptofanin enteroendokrin L hiicrelerini uyararak
GLP-1 ve PYY salinimina yol actigl ve L-triptofan ile uyarilan reseptoriin de L
hiicrelerinde eksprese edilen kalsiyum algilayan reseptoérler (CaSR) olabilecegi ileri
suriilmektedir. CaSR’ler ekstraseliiler kalsiyum seviyelerindeki degisiklikleri

algilayan, G proteini ile eslesmis reseptorlerdir. Bu reseptorler esas olarak paratiroit



hormonun salinmasinda ve kalsiyumun bébreklerden geri emiliminde gorev alirlar.
Kalsiyum ve L-aminoasitler bu reseptérin iki ana ligandini olusturur ve reseptér

Uzerinde farkh bolgelere baglanirlar.

Bu calismada siganlarda akut intraduodenal L-triptofan uygulamasinin kan
glukoz, insilin, GLP-1 ve PYY diizeylerine olan etkisinin ve ortaya ¢ikabilecek etkide
CaSR’lerin rollinin incelenmesi amaglanmistir. Bir esansiyel aminoasit olan L-
triptofan ile GLP-1 ve PYY salinimi arasindaki iliskinin ve enteroendokrin L
hicrelerinde bulunan CaSR’lerin bu iliskideki roliiniin ortaya konmasi postprandiyal
glukoz metabolizmasinin daha iyi anlasilmasina katki saglayacaktir. Bu sayede kan
glukozunu dizenleyen fizyolojik siiregler daha iyi anlasilabilecek, diyabet ve obezite
gibi hastaliklarin tedavisinde veya oOnlenmesinde vyeni stratejiler gelistirmek

mUmkun olabilecektir.

Hipotez

» Saglkh sicanlarda akut intraduodenal L-triptofan inflizyonu GLP-1 ve PYY

salgisinda artisa yol acar ve bu etkiyi CaSR’ler Gizerinden gerceklestirir.

Amaglar

» Saglikh sicanlarda akut intraduodenal L-triptofan uygulamasinin GLP-1 ve

PYY salgisi Gizerine olan etkisini arastirmak

» Ortaya cikabilecek bu etkide CaSR’lerin roliini incelemek



2. GENEL BILGILER
2.1. inkretin Hormonlar

Karbonhidrat, yag ve protein igeren besinlerin alimi sonucu sindirim kanalindan
besinlerin sindirimini, emilimini ve istahi dizenleyen bir seri hormon kana
salinmakta, boylece farkli besin icerikleri ile glukoz metabolizmasinin diizenlemesi
ve tokluk hissinin yaratilmasi mimkin olmaktadir. Bu hormonlar arasinda

pankreastan instlin salinimini dlizenleyen “inkretin hormonlar” da yer almaktadir.

Besin maddelerinin sindirimine bagh olarak bagirsak mukozasi tarafindan
Uretilen bazi faktorlerin, endokrin pankreastan c¢esitli maddelerin salinmasini
uyararak kan glukoz dizeylerini duslirdigline dair iddialar ilk olarak 1900'lerin
basinda ortaya atilmistir (1,2). 1932’de Jean LaBarre, Uist bagirsak mukozasindan kan
sekerini diistiren ancak ekzokrin salgiya sebep olmayan bir maddeyi ekstrakte etmis,
bu maddeye “inkretin” adini vererek, diyabetik hastalarin tedavisi igin
kullanilabilecegini 6ne stirmistir (3). Radyoimmiinoesey yontemi ile insiilin hormon
diizeyinin 6l¢lilmeye baslanmasi ve intravenoéz (iv) glukoz uygulamasina goére oral
glukoz uygulamasinin daha ylksek oranda insilin salgisina sebep oldugunun
gosterilmesi inkretinlerle ilgili calismalarin hiz kazanmasina yol agmistir (4-6). 1969
yihinda Ungar ve Eisentraut bagirsak ve pankreas adacik hiicreleri arasindaki iliskiyi

"entero-insular aks" olarak adlandirmistir (7,8). llerleyen calismalar ile
gastrointestinal sistemden birden fazla inkretin hormon salgilandigi saptanmistir (9).
ilk olarak tanimlanan inkretin hormon, domuz ince bagirsagindan izole edilmis ve
képeklerde gastrik asit salgilanmasini inhibe ettigi icin Gastrik inhibitér Polipeptit
(GiP) olarak adlandinlmistir (10). Bununla birlikte GiP’in daha saflastirilmis
preparasyonlarinin  kullanildigi calismalarda, bu hormonun insanlarda ve
hayvanlarda insilin salgisini uyardigi gosterilmistir (11,12). Daha sonra yapilan
calismalarla GiP’in gastrik asit salgisi lzerine olan inhibitér etkisinin sadece
farmakolojik dozlarda gorildigi, insllinotropik etkisinin ise fizyolojik dozlarda

ortaya ciktigi ve daha potent oldugu anlasiimistir (9,13). Bu sebeple GiP’in adi

Glukoz-bagimli insiilinotropik Polipeptit olarak degistirilmistir (14).



1980’'lerde memeli proglukagon geni ve tamamlayici DNA’nin (cDNA)
sekanslanmasi ve klonlanmasi, bagirsaklarda tretilen diger bir peptit olan Glukagon
Benzeri Peptit-1 (GLP-1)'in kesfine 6n ayak olmustur (15,16). Ginimizde GLP-1 ve
GiP, inkretin hormonlar olarak kabul edilmektedir. Her iki hormon birbirlerinin

etkilerini gliclendirerek glukozla uyarilan insiilin salgisini yénetmektedir (9).

inkretin hormonlar (inkretinler), baslica oral glukoz alimindan sonra
salinirlar, pankreastan insulin salgisini artirarak hipoglisemiye neden olmaksizin kan
sekerini dusurirler (17). Besin alimindan sonra gergeklesen insilin salgisinin %50-
70'i inkretinlerin etkisi sonucu gercgeklesir (14,18). GLP-1 inkretinlere bagl

insulinotropik etkinin %80'inden sorumlu iken, GiP’in katkisi %20’ler civarindadir
(14).

Mide-bagirsak kanalinin epitel oOrtlisi iginde epitel hiicrelerinin %1’ini
olusturan, endokrin aktivitesi olan, degisik sekilli cok sayida hiicre bulunmaktadir.
Mideden kolona kadar daginik bicimde yani tek tek yer alan ve 15 kadar cesidi

oldugu saptanan bu hiicrelere enteroendokrin hiicreler adi verilmektedir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. ince bagirsak duvarindaki villus yapisi icinde yer alan

enteroendokrin hiicreler (19)’dan degistirilerek



Enteroendokrin hicreler, luminal vyuzlerindeki mikrovilluslari sayesinde
besinlerle dogrudan temas eden, bazolateral yizleri ile de enterik sinir sistemi ve
nervus vagus araciligiyla santral sinir sistemi ile etkilesebilen konik sekilli hiicrelerdir
(17). Enteroendokrin hiicreler 20’den fazla peptit hormon ve parakrin madde
salgilarlar. Enteroendokrin L hiicreleri esas olarak GLP-1 Uretiminden sorumluyken,

enteroendokrin K hiicreleri GiP’i liretmektedir (20-22).

2.1.1. Glukagon Benzeri Peptit-1 (GLP-1)

GLP-1 bagirsak-pankreas-beyin aksinda yer alan, 37 aminoasit iceren, peptit
yapida bir hormondur. Endokrin ve parakrin etkiler gostermekle birlikte, sinir
sisteminde norotransmitter olarak da goérev alir (23). Esas olarak bagirsak
mukozasinin distalindeki (ileum ve kolon) enteroendokrin L hiicrelerinden besin
alimina yanit olarak salgilanir (17,24). Basta pankreasin alfa ve beta hiicreleri olmak
Uzere, merkezi sinir sistemi, kalp, akciger, karaciger, bobrek, bagisiklik sistemi
hiicreleri ve cesitli beyin dokularinda GLP-1 reseptorleri bulunmaktadir (23,25,26).
Ayrica beynin bircok alanindaki néronlarda da (hipotalamus, nukleus traktus
solitarius, retikiler nilkleusun dorsal ve ventral noronlarl)) GLP-1 eksprese
edilmektedir (23,25,26).

GLP-1, pankreastan insilin salinimini artirirken, glukagon salinimini baskilar,
beta hiicrelerinin sayica artisina yol acarak apoptozlarini 6nler ve beta hiicre
proliferasyonunu saglar (27-29). Ayrica GLP-1 gastrointestinal motiliteyi engeller,
gastrointestinal salgiy1 ve gastrik bosalmayi azaltir ve santral etkileri ile besin alimini
inhibe eder (30-32). GLP-1 ayni zamanda antidiyabetik etki gosteren bir hormondur
ve Tip 2 diyabeti olan hastalarda GLP-1 saliniminin azaldigi bilinmektedir (33). Bu
sebeple diyabet ve obezite gibi hastaliklarin tedavisinde etkili olabilecegi

dustinilmektedir.
GLP-1’in Yapisi ve Sentezi

GLP-1 proglukagon geni tarafindan kodlanir ve aminoasit dizilimi %50

oraninda glukagona benzerlik gdsterir (34). insan proglukagon geni 2. kromozomun



uzun kolunda bulunur ve 6 ekzon, 5 intron igerir (34,35). Genin Urinlerinden olan
glukagon ekzon 3’te, GLP-1 ekzon 4’te ve GLP-2 ise ekzon 5’te kodlanmaktadir (34).

Sekil 2.2’de insan proglukagon geni sematik olarak gosterilmistir.

GEN

mRNA

PREPROGLUKAGON

SP GRPP GLU IP1 GLP-1 IP2 GLP-2

Sekil 2.2. insan proglukagon geninin sematik gdsterimi

Proglukagon geni pankreasin alfa hiicrelerinde, oncelikle ileum ve kolon
olmak Uzere bagirsaktaki enteroendokrin L hiicrelerinde ve beyinde bulunmaktadir
(36,37). Memeli proglukagon genini, her (i¢ dokuda da yapisal olarak ayni olan tek
bir mRNA sentezler. Proglukagon mRNA’sindan 180 aminoasit uzunlugunda, 18 kDa
agirliginda, biyik 6ncil bir molekil olan preproglukagon sentezlenir. Daha sonra bu
onciil molekilden dokuya 06zgli farkli Grlnler olusur (38,39). Pankreasin alfa
hicrelerinde prohormon konvertaz 2 enzimi ile glukagon sentezi, intestinal L
hicrelerinde ise prohormon konvertaz 1/3 enzimi ile GLP-1, GLP-2, glisentin ve

oksintomodulin sentezi gerceklestigi Sekil 2.3’'te gosterilmistir (32,40,41).

GLP-1'in olusan ilk formu 37 aminoasit iceren bir peptittir: GLP-1 (7.37). Bu
peptit, C-terminalindeki glisin rezidisiinden amide edilerek GLP-1 (7.36).n12 €lde edilir
(42). Bu iki peptit es zamanl olarak salinir ve ikisi de ayni plazma yari émriine
sahiptir (26). GLP-1’in dolagimdaki baskin formu GLP-1 (7.36).n42’dir ve GLP-1'in
%80’ini olusturmaktadir (41). Salindiktan sonra bagirsak kapillerlerine gegcen GLP-1,
buradan portal ven ve karacigere, oradan da pankreasa ulasarak beta hiicrelerindeki

0zgil reseptoriine baglanir ve insilin salgisini gergeklestirir.



Proglukagon o

Pankreas Bagirsak/beyin
1 30 33 61 72 158 1 69 78 107 126 158
GRPP Glukagon Major proglukagon Glisentin GLP-1 GLP-2
fragment

1 30 33 69

[

GRPP Oksintomodulin

Sekil 2.3. Dokulara gore uretilen proglukagon gen urinleri

Proglukagon geninin intestinal L hiicrelerinde islenmesiyle GLP-1 ile beraber
olusan glukagon benzeri peptit-2 (GLP-2)'nin inkretin etkisinin olup olmadigi
arastirilmis ancak sadece GLP-1’in insilin salgisini uyarma yetenegine sahip oldugu

gosterilmistir (14,18).
GLP-1’in Plazma Konsantrasyonlari ve Metabolizmasi

GLP-1 dizeyi yakin zamana kadar radyoimmiinoesey (RIA) ve kromatografik
yontemlerle olgilmekteyken, son vyillarda plazma sandvi¢ ELISA (enzim bagl
immuno absorbent &l¢iim) yéntemi kullanilmaktadir. insanlarda GLP-1’in plazma
dlzeyi aclikta 5-10 pmol/It iken, besin alimindan yaklasik yarim saat sonra alinan
besinin cesidine ve yemek slresine gore degismekle beraber 15-50 pmol/It
dizeylerine c¢ikmaktadir. Sicanlarda yapilan bir calismada ise, plazma GLP-1
dizeyinin acglikta 5-20 pmol/It oldugu ve yiyecek alimiyla 20-40 pmol/It seviyesine
ciktigi gosterilmistir (43).

GLP-1 salindiktan sonra dolasimda cok hizli bir sekilde metabolize olur. GLP-
1’in tim formlari bir serin proteaz olan dipeptidil peptidaz IV (DPP-IV) enzimi
tarafindan parcalanir (44). DPP-IV’'in hem hiicre zarina bagl, hem de dolasimda

¢Ozlinlr olarak bulunan iki sekli vardir (45). DPP-IV enzimi enterositlerin fircamsi



kenarinda ve bagirsaklarin lamina propriasindaki kapillerlerin endotelinde bulunur
(46). Ayrica lenfositlerde, makrofajlarda, bobrek, akciger, adrenal bez, dalak, testis

gibi dokularda da bulunmaktadir (47,48).

GLP-1 salindiktan sonra DPP-IV araciligiyla kan, karaciger, bagirsak, bobrek
ve beyinde hizlica metabolize olur (49). DPP-IV enzimi, GLP-1’in amino ucundan iki
adet aminoasiti kopartarak hormonun aktivitesini sonlandirir (Sekil 2.4). GLP-1'in
yarilanma omri 2-5 dakikadir (50,51). GLP-1 DPP-IV tarafindan etkili ve hizh bir
sekilde pargalandigindan, Uretilen GLP-1‘in yaklasik %10-15‘i sistemik dolagima
gecebilmektedir. GLP-1'in parcalanmasiyla inaktif analoglar olan GLP-1(9.36) ve
GLP-1(9.37) olusur (38,49). Ayrica GLP-1, membrana bagh bir ¢inko metallopeptitaz
olan noétral endopeptitaz 24.11 (NEP-24.11) tarafindan da pargalanmaktadir. Bu
enzim bobreklerde yiksek oranda bulunur ve GLP-1 metabolitleri bdbrekler

aracihgiyla hizla uzaklastirilir (52).

His' AlaGluGly ThePreThrSefsgValSesSar TyrLeuBluGlyGinAla Alal ysGlShe Bo Ala TmpleuWallysGly Arg .

amit
GLP-1
7-36
DPP IV t )

Sekil 2.4. GLP-1’in DPP-1V tarafindan parcalanmasi

DPP-IV enzimi, DPP-IV inhibitorleri ile inaktif hale getirilir (53). DPP-IV
aktivitesindeki inhibisyonla GLP-1 konsantrasyonu artar, boylece fizyolojik etkileri
daha uzun siire devam eder. Tip 2 diyabeti olan ve DPP-IV aktivitesini inhibe eden
ilac kullanan kisilerde kilo kaybi, HbA;c seviyesinde diisme, beta hiicre

fonksiyonunda artma ve plazma glukagon diizeyinde azalma gorilmustir (54,55).
GLP-1 Reseptorleri ve ikinci Mesajcilar

GLP-1 reseptori (GLP-1R), 463 aminoasit uzunlugunda ve 7 transmembran
domain iceren heterotrimerik G proteini ile eslesmis (GPR), GiP ve glukagon
reseptorleriyle ayni aileye ait bir reseptdrdiir (56). ilk olarak 1992’de Bernard
Thorens tarafindan sican pankreatik adaciginda tanimlanmistir (46). Kemirgenlerde

ve insanlarda GLP-1 reseptorinin yapisal olarak ayni oldugu bilinmektedir (14).



GLP-1 reseptori ilk olarak pankreas adaciklarinda, midede ve akcigerde
tespit edilmistir (56). Fare, sican ve insan dokularinda imminohistokimyasal
yontemler kullanilarak GLP-1 reseptorlerinin adaciklardaki beta hiicrelerinde ve
pankreatik kanallarda varligi gésterilmistir (57). Daha sonra hipotalamus, beyin sapi,
kalp, bobrek, iskelet kasi, hepatoportal bolge ve adipoz dokuda da bulundugu tespit
edilmistir (57).

GLP-1 reseptorleri G proteinleri ile etkileserek adenilat siklaz aktivitesinde,
fosfolipaz C aktivitesinde ve hiicre i¢i Ca*? seviyesinde degisiklige yol acan
reseptorlerdir. Bu degisiklikler hedef dokularda protein kinaz A (PKA), protein kinaz
C (PKC), fosfotidilinozitol-3-kinaz (PI-3K), Epac 2 (cAMP-GEF Il) ve mitojenle aktive
olan protein kinaz (MAPK) sinyal yolaklarinin aktivasyonuna yol agar (14). GLP-1’in
en onemli hedef dokusu olan pankreasin beta hicrelerinde GLP-1R aktivasyonu,
adenil siklaz aktivasyonuna ve cAMP artisina neden olur. cAMP artisi ile aktive olan
PKA/Epac 2 yolaklari ATP bagimli K* kanallarinin kapanmasina (Karp), hiicre zarinda
depolarizasyona, voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin agilmasina ve hiicre igi
kalsiyum seviyesinin artisina yol agar (57). GLP-1R aktivasyonu ayni zamanda
endoplazmik retikulumdan PKA ile aktive olan inositol trifosfat (IPs) reseptorleri ve
Epac 2 ile aktive olan ryanodin reseptorleri lzerinden de kalsiyum salinimina yol
acar. Artan kalsiyum konsantrasyonu da insiilin vezikiillerinin ekzositozuna neden
olur. Beta hiicrelerinde GLP-1 reseptorinin ekspresyonu, artmis plazma glukoz ve

GLP-1 diizeyleri ile baskilanir (14).
GLP-1 Salgisinin Diizenlenmesi

Sindirim ve emilimin gergeklestirildigi ince bagirsaklar duodenum, jejenum,
ileum olmak Uzere l¢ kisma ayrilir. Bagirsak mukozasinda emilim ylizeyini arttirmak
amaciyla bazi 6zellesmis yapilar bulunur. Mukoza ve epitel hicreleri bagirsak
[imenine dogru villus adi verilen parmaksi c¢ikintilar olusturarak ylizey alanini ve
dolayisiyla besinlerin emilimini artirirlar (Sekil 2.1). Villuslar pilordan 5-6 cm sonra
baslarlar; en sik duodenumda ve jejenumun ilk parcasinda gorulirler. Ancak villus

yapilari bagirsaklarin distaline dogru gidildikce azalir ve terminal ileumda kaybolur.
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Epitel hiicrelerinin arasina yerlesmis ve hormon sentezleyen enteroendokrin
hiicreler peptit hormonlar ve parakrin maddeler sekrete ederler. Enteroendokrin L
hiicreleri GLP-1 ve PYY salgisindan sorumludur. L hiicrelerinin sayisi bagirsagin distal
kesimlerine Ozellikle ileum ve kolona dogru gidildikge artar. Ancak mukozal alanin
villuslar nedeniyle proksimal bagirsak kesimlerinde daha fazla olmasindan dolayi L
hlcrelerinin sayisi st bolgelerde de olduk¢a fazladir. Sadece duodenumun

baslangic kisminda L hiicrelerinin sayisi cok duslktiir (58).

GLP-1, L hiicrelerinin salgi granillerinde uygun bir uyariya kadar depo edilir.
L hiicrelerinin apikal ylzleri bagirsak limenine bakarken, bazolateral yizleri salgi
grantllerinden zengindir. Bu morfoloji GLP-1’in apikal ylizden dogrudan besin uyarisi
ile salinmasini saglarken, bazolateral ylizden de noéral uyarilar, hormonlar ve

parakrin faktorler tarafindan dolayl olarak salinmasini mimkun kilar (Sekil 2.1) (58).
GLP-1 Salgisinin Besinlerle Diizenlenmesi

GLP-1 salgisi karigik bir besin tarafindan uyarilabilecegi gibi tek basina
sekerler, yaglar, aminoasitler ve hatta safra asitleri tarafindan da uyarilabilir (59).
Ozellikle glukozun oral yolla alinmasi énemli bir uyarandir; intravendz olarak
uygulanan glukoz GLP-1 salgisini uyarmamaktadir. Farkli besin ¢esitleri ve icerikleri
salinan GLP-1 seviyesini degistirmektedir (60). Insanlarda yapilan c¢alismalar
karbonhidrat, yag ve proteinden olusan bir 6glnu takiben L hiicrelerinden GLP-1
saliniminin yaklasik 10 dakika icinde arttigini, 30 dakika icinde en yilksek dlizeyine
ulastigini ve 3-4 saat kadar yiksek seyrettigini ortaya koymaktadir (61). L
hiicrelerinin cevabi, besin miktarina baghdir ve gastrik bosalma hiziyla biyik 6l¢ctide

iliskilidir (62,63).

L hucrelerinden GLP-1 salgisinin  nasil  gerceklestigi tam olarak
bilinmemektedir. Ancak L hiicrelerinde gesitli uyarilarla depolarizasyon, aksiyon
potansiyeli ve GLP-1'in ekzositozuna yol acan Ca* artisi meydana gelmektedir. Na*
bagimh glukoz veya aminoasit tasinmasi, Karp kanallarinin kapanmasina yol acan
glukoz metabolizmasi, hiicre biziismesine yol acan luminal ozmolarite artisi veya

gerimle acilan katyon kanallari depolarizasyona yol acabilmektedir. Hiicre i¢ci cAMP
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artisi da GLP-1 salinimi igin 6nemli bir uyarandir (Sekil 2.5). Hormonal, noéral veya

besinlere ait sinyaller cAMP diizeyini artirarak salgiy! diizenleyebilmektedir (57).

GPR Cotransporter

Cotransporter
SGLT1
PEPT1

Reseptdrler

T1R2/T1R3

GPR40

GPR119

GPR120 Voltaj

FFAR <€——— bagimli

Cask Ca 2* kanali
ACh, PACAP

. o
eyne

\_ E GLP-1R

Afferent sinir sonlanmalari

GLP-1 sekresyonu

DPP-4 Sistemik dolagima

——> Kapiler GLp-] ———————>

Sekil 2.5. L hiicrelerinde GLP-1 salgisinin olasi mekanizmalari (64)‘den degistirilerek

SGLT1- Sodyum-bagimli glukoz tasiyicisi 1
PEPT1- Oligopeptit tasiyicisi 1

T1R2/T1R3- Tath tat reseptorleri

GPR- G-proteini ile eslesmis reseptorler

FFAR- Serbest yag asitlerinin baglandigi G proteini bagimli reseptor
CaSR- Kalsiyum algilayan reseptor

Ach- Asetilkolin

PACAP- Pituiter adenilat siklaz-aktive polipeptit
AC- Adenilat siklaz

cAMP- Siklik adenozin monofosfat

EPAC- cAMP ile etkinlesen degis-tokus proteini
PKA- Protein kinaz A

PKC- Protein kinaz C

IP;- inositol trifosfat

DAG- Diasil gliserol

PLC- Fosfolipaz C
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|. Karbonhidratlar

Karbonhidratlar 6zellikle de glukoz, hem in vivo hem de in vitro sartlarda
GLP-1’in gl¢ll bir uyaranidir. Glukoz-bagiml GLP-1 saliniminin nasil uyarildigina dair
farkl hipotezler bulunmaktadir. Onerilen mekanizmalardan bazilari sodyum-bagimli
glukoz tastyicisi 1 (SGLT1), glukoz tasiyicisi 2 (GLUT-2) ve tat reseptorlerinin

aktivasyonudur (60).

Bagirsaklarda glukoz emilimi, SGLT1 araciligiyla gergeklesir ve L hiicrelerinin
apikal ylziinde SGLT1 eksprese edilmektedir. L hiicrelerine SGLT1 araciligiyla glukoz
alinirken igeri giren sodyum depolarizasyona, depolarizasyon voltaj bagimh kalsiyum
kanallarinin agilmasina ve sitozolik kalsiyum artisi da GLP-1 igeren vezikillerin
ekzositozuna yol acar (65). Farelerde yapilan bir calismada, SGLT1’i bloke eden
phlorizin varliginda glukozla indiiklenen GLP-1 salgisinin inhibe edildigi gdsterilmistir
(66). Ayrica SGLT-1 tasiyicisinin bulunmadigi farelerde glukoz emiliminin ve erken
donem GLP-1 salgisinin bozuldugu, ancak ge¢ doénem GLP-1 salgisinin arttig
gozlenmistir (65). Bu sasirtici sonug bazi hipotezlerin ortaya atilmasina yol agmistir.
Bir hipoteze gore bagirsagin st kisimlarinda glukoz emiliminin engellenmesi, distal
bagirsak bolgelerine daha fazla glukozun ulagsmasina ve mikrobiyal fermentasyon
sonucu kisa zincirli yag asitlerinin olusmasina yol agmaktadir. Kisa zincirli yag asitleri
de alternatif yollardan bagirsagin distalindeki L hiicrelerinden GLP-1 salgisina yol

acmaktadir (67,68).

Glukozun hiicre igine tasinmasinda rol oynayan GLUT-2 L hicrelerinde
eksprese edilmektedir ve GLP-1 saliniminda rol oynayabilecegine dair calismalar
vardir. GLUT-2 tasiyicisinin  bloke edildigi veya GLUT-2 geninin faaliyetinin

durduruldugu (knock-out) farelerde GLP-1 salgisinin bozuldugu gosterilmistir.

Tatll tat reseptorleri olan T1R'nin aktivasyonu da olasi mekanizmalardan
birisidir. insanlarda ve hayvanlarda yapilan ¢alismalarda, oral glukoz yiiklemesine
yanit olarak uyarilan tat reseptorlerinin, GLP-1 salgisina yol actigi gosterilmistir
(60,69). insanlarda tatl tat reseptorii inhibitérleri ile yapilan calismalarda glukoz

bagimh GLP-1 ve PYY salgisinin azaldig1 gosterilmistir (70,71). Diger yandan farelerde
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yapilan c¢alismalar tatlandiricilarin  GLP-1 salinimina yol agmadigini ortaya

koymaktadir.
Il. Yaglar

Yaglar, L hicrelerinden GLP-1 saliniminin gli¢li uyaricilanidir  ancak
karbonhidratlara goére gecikmeli sekilde GLP-1 cevabi olustururlar (60). Yag
asitlerinin uzunlugu ve doymamislik orani verilen yanitin derecesini belirler (60).
Ornegin, doymamis uzun-zincirli yag asitleri, kisa-zincirli veya orta-zincirli yag
asitlerine gore daha etkili bir sekilde GLP-1 sekresyonunu uyarir (65). Saghkli
kisilerde zeytinyaginin tereyagina gore GLP-1 salgisini daha fazla uyardig
gosterilmistir (72). Yaglarin doza bagh olarak GLP-1 sekresyonunu degistirdigi de
bilinmektedir (73). Ayrica insanlarda yapilan bir calismada, lipaz inhibitéri olan

orlistat varliginda GLP-1 yanitinin dnemli 6lctide azaldig1 gorilmistir (60).

G-proteini ile eslesmis reseptorler, bagirsaktaki L hiicrelerinde lokalize olan
ve Ozellikle uzun-zincirli doymamis yag asitlerine afinite gosteren yag reseptorleridir
(65). GPR120 uzun zincirli doymamis yag asitleri icin reseptor olarak gorev yapmakta
ve hiicre igi kalsiyum artisina paralel olarak GLP-1 salgisini diizenlemektedir (74). a-
Linoleik asit, GPR120’nin G4 alt Unitesinin aktivasyonu ve hiicre igi kalsiyum seviyesi
artisi sonucu GLP-1 sekresyonunu artirmaktadir (65). GPR120 reseptorinin
calismadigl (knock-out) farelerde GLP-1 salgisinin belirgin olarak bozuldugu ve
glukoz intoleransinin gelistigi gosterilmistir. GPR119 L hiicrelerinde eksprese edilen
G; ile eslesmis bir baska yag reseptordiir. Lizofosfatidilkolin ve oleyetanolamit,
GPR119’un ligandlaridir ve G aktivasyonuyla intraselller cAMP artisina yol agarak

GLP-1 salinimini artirirlar (65).
Ill. Proteinler

Aminoasit ve peptitlerin algilanmasi daha c¢ok duedonumda ve disik
seviyede de ileumda gerceklesir (65). Sican bagirsaginda ve mirin duedonal
endokrin hicre kiltlriinde yapilan calismalar, protein hidrolizatlarin proglukagon

gen transkripsiyonunu ve GLP-1 sekresyonunu artirdigini gostermistir (65).



14

Yakin zamana kadar proteinlerin L hiicrelerinden GLP-1 salinimini yaglara ve
karbonhidratlara gore daha zayif sekilde uyardigl disiinilmuis olsa da, son yillarda
yapilan ¢calhsmalar bu disiinceyi degistirmeye baslamistir. Saglikl kisilerde yliksek
protein iceren diyetlerle yapilan ¢alismalarda, es kaloriye sahip yiliksek karbonhidrat
veya yag iceren diyetlere kiyasla post-prandiyal GLP-1 ve PYY seviyelerinin yikseldigi
ve tokluk hissinin arttigl gosterilmistir (75,76). Protein igeriginin ylksek oldugu
diyetle beslenen kemirgenlerde de benzer sonuglar elde edilmis; PYY salgisi

yukselmis, kilo alimi azalmis ve leptin seviyelerinde artma gozlenmistir (69).

Farkl proteinler GLP-1 cevabini farkli sekilde uyarmaktadir. Ornegin, peynir
alti suyu proteini (whey protein), kazeine gore GLP-1 seviyelerinde onemli artisa
neden olmaktadir (60). Bu etki proteinlerin aminoasit icerigine baglidir. Reimann ve
arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada, enteroendokrin hiicre kiltiirinde farkl
aminoasitlerin GLP-1 sekresyonuna etkisi bakilmis ve en gigli etkinin glutaminle
ortaya ¢iktigl bulunmus, fenilalanin ve arjininin etkisinin olmadigi gosterilmistir (77).
Glutaminin bu etkisi saglikh, obez ve diyabetik kisilerde yapilan ¢alismalarla da teyit
edilmistir (78,79). ince bagirsak hiicre kiltiirleriyle yapilan bir calismada glutaminle
ortaya ¢ikan GLP-1 salgisinin kalsiyum algilayan reseptoér (CaSR) inhibitorleri ile
baskilandig1 gosterilmistir (69). Ayrica glisin ve alanin aminoasitlerinin de GLP-1

salinimini uyardigi bilinmektedir (65).

Aminoasit alimi ile meydana gelen GLP-1 salgisinin nasil gerceklestigi ve
hangi reseptorlerin  mekanizmada vyer aldigi tam olarak bilinmemektedir.

Enteroendokrin hiicrelerde yer alan ve protein algilayan bazi reseptorler sunlardir:

e Pepton Reseptori:

Oligopeptit tasiyicisi 1 (PepT1), bir dipeptit ve tripeptit tasiyicisidir. ince
bagirsak ve kolondaki L hiicrelerinde genis sekilde dagilmistir. Murin L hicre
kiltirtyle vyapilan bir calismada, pepton uygulamasina cevap olarak PepT1l
aractligiyla GLP-1 salindigi gorilmustir (22). Benzer sekilde hiicre kaltara

¢alismalarinda, protein hidrolizatlarin doza bagh olarak inkretin salinimini
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gerceklestirdigi ve bu etkinin PepT1 transfekte edilen hiicrelerde daha fazla oldugu

gorilmastir (65,80).

e u-Opioid Reseptori:

Oligopeptitler, inhibitér G proteini ile eslesmis reseptérler olan p-opioid
reseptorlerini (MOR) de aktive ederler. MOR, ince bagirsakta ve beyinde 6zellikle
nikleus akumbens bdlgesinde bulunur. Portal venin duvarinda yerlesmis olan
MOR’un in vivo sartlarda protein sindirim Grlinleriyle uyarilabildigi ve bagirsaklarda
glukoneogenezi uyardigl gorilmustir. Proteinden zengin bir diyet alindiginda bu
mekanizmanin devreye girmesiyle, portal glukoz seviyesinin ve gida alimini regiile
eden hipotalamik cekirdeklere giden sinyallerin arttig1 gosterilmistir. Portal ven
denerve edildiginde bu etki ortadan kalktigindan, gastrointestinal kanalda protein
varhgi ile merkezi tokluk hissi arasinda bu mekanizma ile gerceklesen bir baglanti

olmasi muhtemeldir (22).

e Kalsiyum Algilayan Reseptorler (CaSR):

CaSR, insan ve kemirgen bagirsaginda L-aminoasit sensori olarak rol
oynayan ve oOzellikle aromatik aminoasitler olan L-fenilalanin ve L-triptofan’a glicli
sekilde baglanan reseptorlerdir. Mace ve arkadaslari tarafindan yapilan bir in vitro
¢alismada, L-aminoasitlerden fenilalanin, triptofan, asparajin, arjinin ve glutamin’in
CaSR aktivasyonuyla GLP-1 ve PYY sekresyonuna sebep oldugu gosterilmistir (81).
Bu nedenle CaSR’ler diyabet ve obezite tedavisinde potansiyel terapotik hedef
olarak goriilmektedir. CaSR araciligiyla olusan bu yanit, CaSR inhibitori varliginda
veya ekstraseliler kalsiyum yoklugunda ortadan kalkar. Aminoasitlerin allosterik
agonist olarak etkilerini baslatmak icin kalsiyum eklenmesi gerekir. Murin primer
kolon kilturlerinde de, CaSR antagonistlerinin varliginda veya ekstraselliler kalsiyum
uzaklastirildiginda peptonla uyarilan GLP-1 sekresyonunun bozuldugu gortlmustir

(22,81).
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e GPRCéa:

G proteini ile eslesmis reseptorlerin C ailesinden olan GPRC6a, aminoasit
sensori olarak gorev yapar. L-arjinin, L-lizin ve L-ornitin gibi bazik aminoasitlere
baglanirken, aromatik aminoasitlere afinite gdstermez. Bu reseptér tipki CaSR gibi
hicre disinda kalsiyum baglayan bir bolgeye sahiptir ancak kalsiyum bu bdlgeye
daha duslk afinite ile baglanir. GPRC6a bagirsak, karaciger, dalak, akciger, kalp,
bobrek, iskelet kasi, beyin ve kemikte eksprese edilmektedir (22).

GPRC6a besinlerin  algilanmasinda ve dokularin  metabolizmasinin
dizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Bagirsakta GPRC6a reseptorlerinin bulunmasi ve
L- aminoasitler ile reseptorin uyarilabiliyor olmasi, bu reseptoriin proteinlerin enerji
metabolizmasindaki etkisine aracilik ettigini diisindiirmektedir (22).

Bu reseptoriin hem insan hem de kemirgen L hiicrelerinde varlig
gosterilmistir. Reseptoriin L-arjinin ya da L-ornitin gibi aminoasitlerle uyarilmasiyla
fosfolipaz C aktivasyonu ve hiicre ici kalsiyum artisina bagh olarak GLP-1 sekresyonu

gerceklesir. Bu yolak inhibe edildiginde GLP-1'in ekzositozu azalmaktadir (22).

e Tat Reseptorleri:

G proteini ile eslesmis reseptorlerin C ailesi ayni zamanda tip 1 tat
reseptorlerini (T1Rs) de icerir. Bu reseptorlerin T1IR1, T1R2 ve T1R3 olmak lizere 3
alt Gnitesi vardir. TIR1 ve T1R3 alt Unitelerinin kombinasyonu, lingual epitelde L-
aminoasit reseptori olarak bilinen umami tat reseptorini olusturur. Umami tat
reseptoril genel olarak alifatik aminoasitlere, 6zellikle L-glutamin ve L-aspartata
karsi duyarlidir. insan T1R1, glutamata diger aminoasitlere gére cok daha duyarl
iken, T1IR2 aspartam ve siklamat gibi yapay tatlandiricilara duyarlidir. Gustducin, G
proteini olarak T1R’lerin tat sinyallerini iletmesinde rol oynar. T1R’lere gustducin
baglanmasi fosfodiesteraz aktivitesini uyarir ve cAMP hidrolizi gerceklesir.
Gustducin ile T1R1 ve T1R3’lUn koekspresyonu hem fungiform ve damak tat
tomurcuklarinda, hem de GLP-1 ireten hicrelerde gorilur. Ancak T1R1/T1R3’lin

aminoasitlere duyarl L hiicrelerinde fizyolojik rolii olup olmadigi net degildir (22).
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e Ozel Reseptorler:

Secici olmayan aminoasit reseptorlerine ek olarak, spesifik aminoasit
sensorleri de bagirsakta eksprese edilir. Glutamat, merkezi sinir sistemindeki temel
eksitator norotransmitterdir ancak reseptorii gastrointestinal sistem dahil olmak
Uzere periferde yaygin olarak bulunur. Metabotropik glutamat reseptorleri G
proteini ile eslesmis reseptorlerdir ve lg¢ gruba ayrilir. Grup llI’'de metabotropik
glutamat reseptor 4 (mGIuR4) bulunur ve mGIluR4 fare ve insanda proksimal
kolonda en fazla olmak lzere distal bagirsakta eksprese edilir. mGluR4’lin glutamat
ile aktivasyonu, adenilat siklaz aktivitesini inhibe ederek hicre i¢i CAMP Uretimini
azaltir (22).

Glutamin, enteroendokrin hiicre serilerinde fizyolojik seviyelerde bile GLP-1
salgisini uyarici yonde etki eder. Mekanizma net olmamakla birlikte, aminoasitin
hiicre icine alimi ile sitozolik Ca*? ve cAMP artisi oldugu distnidlmektedir. Zayif,
obez ve diyabetli kisilerde yapilan bir ¢alismada, oral glutamin alimina bagl olarak

GLP-1 salgisinin bifazik olarak arttigi gértilmustir (22,82).

GLP-1 Salgisinin Besin Digi Uyarilarla Diizenlenmesi

Besinlerle uyarilmaya ek olarak humoral faktorler ve sinirsel diizenlemeler

de GLP-1 salinimini degistirebilmektedir (65).

e Humoral Faktorler:

Endokrin hiicrelerden salinan ¢ok sayida hormon GLP-1 salgisinin
diizenlenmesinde rol oynar. insiilin, in vitro sartlarda Akt ve ERK sinyal yolaklarini
uyararak L hucrelerinden GLP-1 salinimini uyarir. Ayrica insan insilin analogu, L
hiicrelerinde proglukagon gen ekspresyonunu uyarmakta ve GLP-1 sekresyonunu
artirmaktadir. Leptin de STAT3 fosforilasyonu araciligiyla kemirgen ve insan
intestinal L hiicrelerinden GLP-1 salgisini artirir. Kemirgenlerde K hiicrelerinden
sentezlenen GiP’in GLP-1 salgisini artirdigina dair kanitlar bulunsa da, insan
calismalari ile teyit edilememistir. TUmor nekrotizan faktor-oo (TNF-a) ve interlokin-
6’'nin da GLP-1 salgisini artirict etkileri bulunmaktadir. Somatostatin, bagirsak

endokrin hlcrelerinden salinan inhibitor bir hormondur. Somatostatin, L
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hicrelerinde inhibitor G proteini (G;) aktivasyonu ile adenilat siklazi inhibe ederek ve
cAMP seviyelerini distrerek GLP-1 sekresyonunu baskilar. Ekzojen olarak uygulanan

glukagon da insanlarda GLP-1 salinimini baskilamaktadir (65,69).

e Sinirsel Dizenlemeler:

Enterik sinir sistemi (ESS) milyonlarca ndéron icermesi ve otonom
calisabilmesi nedeniyle ikinci beyin olarak adlandiriimaktadir. ESS bagirsak kanalinda
motilite ve salgl basta olmak (izere pek ¢ok islevden sorumludur, ayrica bagirsak
epitelinde yerlesmis enteroendokrin hiicrelerden hormon salinimini  da
dizenlemektedir. GLP-1 salgisinin diizenlenmesinde besinin L hiicreleri ile dogrudan
etkilesimine ek olarak, Ust bagirsak segmentlerinden baslayan refleksler de dolayl
etkiler gostermektedir. GLP-1’in besin alimindan sonraki 15-30 dakika iginde
gerceklesen erken salgisinda bu reflekslerin roli oldugu disiniilmis ancak son
yillarda yapilan ¢alismalarla L hiicreleri ile besinlerin dogrudan etkilesiminin hem
erken hem de gec salgiya yol actig1 gosterilmistir (69).

L hiicreleri gastrointestinal sistemdeki néronlarla ve kan damarlari ile yakin
komsuluk icindedir. Sicanlardan izole edilen kolon ve ileumlarla yapilan ¢alismalarda
kalsitonin-geni ile iligkili peptit (CGRP) ve gastrin salgilatici peptit (GRP)'in GLP-1
salgisina yol actigl bulunmustur. Sicanlarda yapilan c¢alismalarda GRP antagonize
edildiginde GLP-1 salgisinin azaldigi bulunmustur. GLP-1 salgisinin kolinerjik néronlar
Uzerinden de gergeklesebildigi bilinmektedir. M; ve M, muskarinik reseptér alt
tipleri insan L hiicrelerinde eksprese edilmektedir ve bu reseptorlerin GLP-1
salgisinin noral dizenlenmesine aracilik ettigi disinidlmektedir (65). Muskarinik
reseptor antagonistleri verilerek veya vagus siniri kesilerek yapilan calismalarda
Ozellikle yaglara cevaben gerceklesen GLP-1 salgisinin azaldigi ve hatta durdugu

gosterilmistir (65,69,81,82).
GLP-1’in Biyolojik Etkileri

GLP-1’'in baslica etkileri glukoz homeostazi, gastrointestinal islevler, gida

alimi ve istah tzerinedir (57).
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GLP-1’in Pankreas Uzerine Etkileri

e insiilin Salgisinin Uyarilmasi

Pankreasin beta hiicrelerinde GLP-1 reseptorleri yiksek oranda eksprese
edilir (65). GLP-1, glukoz bagimh insilin sekresyonunu artirarak ve glukagon
sekresyonunu inhibe ederek tokluk kan glukozunu duastrir (Sekil 2.6) (46). Sican
pankreasinda yapilan bir galismada, GLP-1 tedavisi ile GLUT-2 ve glukokinaz
MRNA’sinin  ekspresyonunun ve glukoz bagimh insilin saliniminin  arttig
gorilmastir (83). Kemirgenlerde ve insanlarda yapilan c¢alismalarda da, GLP-1
reseptor antagonisti olan exendin-4 (9-39) ile postprandiyal insilin sekresyonunun

azaldig ve glukoz toleransinin bozuldugu goésterilmistir (65).

GLP-1 beta hiicrelerindeki G proteini ile eslesmis 06zglil reseptoriine
baglandiginda adenilat siklaz aktivasyonu ve cAMP Uretiminde artis olur. Protein
kinaz A ve cAMP-GEF 2 (Epac 2) sinyal yolaklarinin aktivasyonu sonucu iyon
kanallarinin aktivitesi degisir, intraseliler kalsiyum konsantrasyonu artar ve insilin
iceren granillerin ekzositozu gerceklesir (46). Ayrica GLP-1 beta hiicrelerindeki
reseptoriine baglandiginda, insllin gen transkripsiyonu ve biyosentezi de uyarilir

(84). Boylece insulin depolarinin doldurulmasini saglar.

o PB-Hiicre Proliferasyonu ve Apoptoz

GLP-1, pankreas hiicrelerinin farklilasma ve proliferasyonu lzerine de etkiler
gosterir. Beta hiicrelerinin apoptozunu inhibe eder, adacik neogenezini uyarir ve
ekzokrin kanal hicrelerinde farklilasmayi artirir (85,86). Diyabetik sicanlara GLP-1
uygulandiginda, hiicre proliferasyonunda artis ve beta hiicre apoptozunda azalma
gorilmastir (87). Ayrica GLP-1 reseptdr aktivasyonu, beta hicrelerinde
endoplazmik retikulum stresini azaltmaktadir (65). Sonuc¢ olarak GLP-1 reseptor
agonistleri, apoptotik yolaklari inhibe ederek beta hiicre kitlesinin gelismesini ve

korunmasini saglar.
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e Glukagon Saliniminin Baskilanmasi

GLP-1, pankreasta alfa ve gama hiicrelerine de baglanabilmektedir. GLP-1
alfa hiicrelerindeki reseptoériine baglandiginda glukagon salinimi inhibe olur. GLP-1,
pankreatik somatostatin sekresyonunu da uyarir ve parakrin etkilesimle glukagon

sekresyonu inhibe edilir (46).

e Diyabetle Olan iliskisi

GLP-1 analoglari klinikte tip 2 diyabetin tedavisi icin kullanilmaktadir. Tip 2
diyabet, inkretin etkinin azalmasi veya yokluguyla karakterizedir ve insilin direnci
vardir. Tip 2 diyabeti olan hastalarda GLP-1 tedavisi inslilin sekresyonunu artirir, kan

sekerini duslrilr ve beta hiicre fonksiyonlarini artirir (88).

Tip 2 diyabetli kisilere acken intraven6z olarak GLP-1 uygulandiginda, basta
inslilin sekresyonunun arttigl, plazma glukoz seviyesi dustigiinde tekrar baslangig
seviyesine indigi gosterilmistir. Bu arada glukagon sekresyonu da baskilanmis,
glukoz seviyesi normal degerlere indiginde glukagon seviyesi tekrar artmistir. Zander
ve arkadaslari tarafindan yapilan c¢alismada ise, 6 hafta boyunca GLP-1'in
subkutanoz inflizyonu ile, Tip 2 diyabetli hastalarda glisemik kontrol ve insiline
duyarliik artmis ve B-hiicre fonksiyonlari dizelmistir (89). Diyabetik sicanlarda
yapilan bir calismada ise, GLP-1 reseptorii agonisti olan exendin-4‘Un kan glukozu
seviyesini dusltrdtgl, insilin sekresyonunu artirdigi gosterilmistir (90). GLP-1
agonistleri beta hicre kitlesini artirici etkileri nedeniyle de diyabetli hastalarin

tedavisinde tercih edilmektedir.

Tip 1 diyabetlilerde de GLP-1'in olumlu etkileri goriilmektedir. Tip 1
diyabetliler lizerinde yapilan bir calismada, yemekten sonra intravenoz olarak GLP-1
uygulandiginda, glukagon saliniminin baskilandigi, insilin salgisinin arttig1 dolayisiyla

kan sekerinin daha iyi sekilde regiile edildigi gosterilmistir.
GLP-1’in Gastrointestinal Sistem Uzerine Etkileri

Gastrointestinal sistemin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan GLP-1,

gastrik bosalmayi yavaslatir, gastrik asit sekresyonunu ve motiliteyi inhibe eder.
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GLP-1 reseptorleri, midedeki pariyetal hiicrelerde eksprese edildiginden GLP-1R
agonistleri direkt olarak etki gosterebilmektedir (14). insanlarda yapilan
calismalarda, GLP-1'in gastrin salinimini ve besinle uyarilan gastrik asit

sekresyonunu azalttig gosterilmistir (91,92).

Ayrica GLP-1‘in, ince bagirsagin distalindeki besin miktarina bagli olarak
proksimal kisimda ileal fren etkisi gosterip sindirimi yavaslattigi gérilmustir (26,46).
GLP-1’in bu etkisine bagirsaktan salinan PYY hormonu da katkida bulunmaktadir
(46). GLP-1'in gastrointestinal sistemdeki etkisinin incelendigi ¢alismalarda, saglikh,
obez ve tip 2 diyabetli kisilerde ekzojen olarak uygulanan GLP-1’in gastrik bosalmayi
ve glukoz emilimini yavaslattigi gorilmustir (93,94). Tip 1 ve Tip 2 diyabetli
hastalarda doza bagl olarak intraven6z GLP-1 inflizyonunun da gastrik bosalmayi
yavaslattigi ve postprandiyal kan glukozu seviyesini distrdigi gosterilmistir (95,96).

GLP-1’in gastrik fonksiyonlar U(izerine olan etkisi gastrik bosalmanin
dizenlenmesinde o6nemli rol oynadigi disinilen vagal yolak araciligiyla da
gerceklesmektedir (97). Vagal sistemin etkisine bakmak amaciyla trunkal vagotomi
yapilan duedonal Ulserli hastalarda, GLP-1'in inhibitor etkisinin ortadan kalktigi

gorulmastir (98).

GLP-1’in istah ve Viicut Agirhig Uzerine Etkileri

Beyin dokusu GLP-1 sentezinin gerceklestigi dokulardan biridir ve GLP-1
reseptorleri merkezi sinir sisteminde yaygin sekilde eksprese edilmektedir (14,65).
Merkezi sinir sisteminde 6zellikle nikleus traktus solitarius (NTS) ve area
postremada GLP-1 sentezleyen noéronlar vardir ve bu noéronlar hipotalamusa
projekte olurlar. Hipotalamusun paraventrikiiler, dorsomedial ve arkuat ¢ekirdekleri
ise GLP-1 reseptorlerince zengindir. Bu boélgeler disinda talamik ve kortikal
alanlarda, retikiiler formasyonda, subfornikal organda ve medulla spinalisde de GLP-
1 salgilayan noéronlar bulunmaktadir (99). Hipotalamus ve beyin sapi gibi enerji
homeostazi ve otonom islevlerden sorumlu beyin bdélgelerinde GLP-1 salgilayan
noronlarin bulunmasi, bu hormonun beslenme davranisi ve glukoz metabolizmasini

iceren homeostatik dizenlemelerde 6nemli bir rol oynadigini disindirmektedir
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(14). Ayrica kicguk ve kan beyin bariyerini gecebilen bir molekil olmasi nedeniyle,
enterik kaynakh GLP-1‘in de MSS’de enerji homeostazi ile ilgili islevlere katkida
bulunuyor olmasi muhtemeldir. Ancak bu konuda yeterli kanit bulunmamaktadir

(99).

L hicrelerinden salinan GLP-1’in periferik noral bir yolak tzerinden besin
alimi ile ilgili etkilerini gerceklestirdigine dair bilgiler de bulunmaktadir. Enterik
afferent vagal lifler (zerinde bulunan GLP-1R, portal dolasima ulagsan GLP-1
tarafindan uyarilmakta ve buradan kalkan sinyaller nikleus traktus solitarius’a
oradan da hipotalamusa ulagsmaktadir. Bu mekanizmanin inkretinlerin dakikalar
icinde ortaya ¢ikan salgisindan sorumlu olduguna dair ortaya atilan iddialar, son
yillarda besinlerin L hicreleri ile dogrudan etkilesmesiyle erken salginin

gercgeklestiginin gosterilmesi ile gegerliligini yitirmistir.

GLP-1’in besin alimini azaltici etkisiyle ilgili yapilan calismalar ¢ogunlukla
hayvan calismalaridir. intraserebroventrikiiler olarak GLP-1 uygulanan sicanlarda,
gida aliminin azaldigi goérilmuistir (100). Hipotalamusun lateral, ventromedial ve
dorsomedial bolgelerine GLP-1 enjekte edildiginde gida aliminin baskilandigl,
amigdala’da ise anoreksi olmadan tattan memnuniyetsizlife sebep oldugu
gorllmustir. GLP-1 reseptor agonistleri, merkezi ve periferik olarak kemirgenlere
uygulandiginda, kisa siireli besin ve su aliminda azalma ve kilo kaybi gorilmustir
(101). Benzer sekilde saglikh, diyabetik ve obez kisilere GLP-1R agonistlerinin

periferal uygulanmasi ile enerji alimi azalmis, kilo kaybi gérilmustr.

GLP-1'in bu etkileri nasil gerceklestirdigi tam olarak anlasilamamistir. Santral
etkilere, bulanti ve gastrik bosalmada azalma da katkida bulunmaktadir. Sonug
olarak, GLP-1'in hem periferal hem de merkezi etkileri sayesinde istah ve viicut

agirhginin diizenlendigi Sekil 2.6’da gosterilmistir (62).
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Sekil 2.6. GLP-1’in istah ve viicut agirligi tizerine etkileri (102)‘den degistirilerek

Ach- Asetilkolin

GRP- Gastrin salgilatici peptit
SS- Somatostatin

NTS- Nukleus traktus solitarius

AP- Area postrema

e GLP-1 ve Obezite

Obezite ve inkretinler arasinda bir iliski oldugunu gosteren galismalar
mevcuttur. Normal glukoz toleransina sahip obez kisilerde yapilan bir ¢alismada,
saglikli kisilere gore inkretin etkinin dnemli 6lglide azaldigi ve aglk plazma glukagon
seviyesinin arttigl gosterilmistir (103). Morbid obezlerde yapilan bir c¢alismada,
dilirnal L hiicre sekresyonunun azaldigi ve yemek sonrasi GLP-1 sekresyonunda artis
olmadigi saptanmistir (104). Benzer sekilde, obez kisilerde oral karbonhidrat alimina
cevap olarak goriilen postprandiyal GLP-1 sekresyonunda da azalma gorilmdistir
(105).

Obezitede gorilen GLP-1 sekresyonundaki azalmaya dair mekanizma net

olarak anlasilamamistir ancak bu durumun insiilin direnci, serbest yag asitlerinde ve
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proinflamatuvar  sitokinlerde artis, leptin  direnci gibi  sebeplerden
kaynaklanabilecegi dislintilmektedir. Leptin, hipotalamusta tokluk sinyali olarak rol
oynar ve bu hormon adipoz dokudan salinir. Obezitede kronik olarak yiksek
seviyede bulunan leptin hormonuna karsi direng gelisimi gorilir. Leptin, normal
sartlarda insan ve kemirgen L hicrelerinden GLP-1 sekresyonunu uyarir ancak obez
kisilerde leptin direnci olustugundan GLP-1 salgisinda azalma ortaya cikar.
Obezitede serbest yag asitlerinin birikmesi de GLP-1 sekresyonunu inhibe

etmektedir (103).

GLP-1 agonistleri ile uzun sireli tedavi sonucunda hayvanlarda obezitenin
azaldigi bulunmustur. Benzer sekilde subkutan olarak GLP-1 uygulanan obez
kisilerde kalori alimi ve kilo azalmistir. Ayrica obez hastalarda gastrik bypass ile

postprandiyal GLP-1 sekresyonunun arttigl da gosterilmistir (14,103).
2.1.2. L hiicrelerinin Diger Salgilari

L hicreleri, bagirsak kanalinda bulunduklari yere gore farkh peptitleri bir
arada salgilar. Bu hiicreler, GLP-1’in disinda GiP, peptit YY (PYY), oksintomodulin ve
GLP-2 gibi hormonlari da salgilar (22). Ust bagirsak segmentlerinde L hiicrelerinin
GLP-1’in yani sira GiP salgiladigi, alt bagirsak segmentlerinde ise PYY ve CCK’nin GLP-
1 salgisina eslik ettigi gériilmektedir. intestinal L hiicreleri daha ¢ok ileum ve
kolonda, az oranda da duedonum ve jejenumda bulunmaktadir. GLP-1 ve PYY
salgilayan L hiicreleri proksimal jejunumda ortaya cikar ve sayilari kanal boyunca
giderek artar. Dolayisiyla besinlerin L hiicreleri ile temasi sindirim kanali boyunca
artis gosterir. GLP-1 ve PYY’yi beraber salgilayan L hicrelerinin 6zellikle enerji

homeostazinin diizenlenmesinden sorumlu oldugu disinilmektedir.
Peptit YY

Peptit YY (PYY), diger Uyeleri pankreatik polipeptit (PP) ve néropeptit Y (NPY)
olan pankreatik polipeptit ailesinin bir tyesidir. PYY 36 aminoasit iceren, diiz zincirli

bir polipeptittir. ilk olarak 1980 yilinda izole edilen bu polipeptitin hem C hem de N
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terminallerini tirozin aminoasidi olusturur. Tirozin Y harfi ile temsil edildiginden, iki

ucunda tirozin bulunan bu peptite Peptit YY adi verilmistir (106-109).

PYY, ozellikle ileum ve kolonda bulunan L hiicrelerinden GLP-1 ile birlikte
salinir. PYY’nin dolasimda PYY(1.36) ve PYY(336) olmak lizere iki aktif formu bulunur.
PYY(1-36) bagirsakta olusan esas peptit olup, DPP-IV’iin enzimatik aktivitesi ile ilk iki
aminoasidini kaybederek PYY336 formuna donisir. Koépek bagirsagindaki
immiunoreaktif incelemelerde, PYY(1.35nin %60, PYY3.36'nin %40 oraninda
bulundugu gosterilmistir. Benzer sekilde insanda yapilan bir ¢alismada da her iki
form dokularda neredeyse esit seviyede bulunmustur. insanda PYY’nin yari émrii

yaklasik olarak 9 dakikadir (106).

PYY, G proteini ile eslesmis “Y” reseptorleri araciligiyla etkilerini
gostermektedir (110). PYY(1-36) Y1, Y2, Y4, Y5 ve Y6 reseptorlerine degisik afinitelerle
baglanabilirken; PYY(s.36) Ozellikle Y2 reseptdriine baglanir. PYY(1.36) ve PYY(3.36) her
ne kadar gastrointestinal hormonlar olsalar da, kan beyin bariyerini gectikten sonra
santral Y reseptorlerine baglanarak néropeptit olarak da gorev yapar (111). Yapilan
calismalarda PYY (136 nin merkezi sinir sistemindeki Y1 ve Y5 reseptorleri araciligiyla
istah ve kilo alimini uyardigi, PYY;336 'nin ise santral Y2 reseptorleri araciligiyla
arkuat nikleustan NPY salinimini inhibe ettigi, besin alimini baskiladigl tespit
edilmistir (106,112). PYY’'nin merkezi sinir sistemi, hipotalamus, medulla ve ponsta

da eksprese edildigi bilinmektedir (113).

PYY salgisi bagirsak kanalinin proksimalinden distaline kadar devam eder ve
bagirsagin distalinde PYY dizeyi daha yiksektir (114). Sican, koyun ve insan
bagirsaginda duedonum ve jejenumda PYY konsantrasyonu duslik, ileum ve kolonda
yiksek iken, en yiiksek PYY konsantrasyonu rektumdadir (114). insanlarda yapilan
baska bir calismada ise, PYY seviyesinin midede 3.4 pmol/g, duedonum ve proksimal
jejenumda 17.1 pmol/g, distal jejenumda 65.4 pmol/g ve terminal ileumda 100
pmol/g oldugu gosterilmistir. Sigmoid kolon mukozasi 6rneklerine bakildiginda ise
PYY seviyesi 1965+484 pmol/g olarak bulunmus ancak kolonun kas tabakasinda

bulunamamistir (106).
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PYY salinimi, gida alimiyla gergeklesir ve kalori yiklemesiyle PYY seviyesi de
artmaktadir (113). Saglikh bireylerde yapilan bir ¢calismada, kalori icerigi arttikga PYY
seviyesinin yilkseldigi gozlenmistir (106). Ayrica aghk durumunda plazmadaki PYY
konsantrasyonunun 8,5 pmol/It oldugu, 870 kilokalori besin takviyesiyle bu
seviyenin 16,2 pmol/It’ye ve 4500 kilokalori ile 45 pmol/It'ye ¢iktig1 gosterilmistir
(106). Tavsan kolonunda yapilan bir galismada ise, safra tuzu ve kisa zincirli yag
asitlerinin portal vendeki PYY seviyesini artirdigi gosterilmistir. Ayrica kopeklerde
tuz, yag asidi, aminoasit karisimi, glukoz ve karaciger ekstraktinin intrakolonik
infizyonunun PYY salinimini 6nemli derecede artirdigi bulunmustur. Noéral ve
hormonal regiilator sistemler de PYY saliniminda 6nemli rol oynamaktadir.
Hayvanlarda yapilan bir c¢alismada, vazoaktif intestinal peptitin (VIP) ve
kolesistokininin PYY salinimini uyardigi, gastrinin ise PYY salinimini inhibe ettigi

gosterilmistir (106).

PYY’'nin GLP-1 ile ko-sekresyonu sindirim kanalinin distaline dogru gidildikce
artis gosterir ve postprandiyal olarak plazma peptit YY seviyesinde belirgin artis
gorilir (106). Yiyecek alimindan 15 dakika sonra peptit YY seviyeleri artmaya baslar
ve saatlerce yliksek kalir. Sadece oral glukoz tarafindan degil, oral olarak alinan
proteinler ve yaglar tarafindan da PYY saliniminin uyarilabildigi gosterilmistir.
Proteinden zengin bir 6gln tiketildiginde postprandiyal aglik hissinin azaldigi
gosterilmistir. Sonuc olarak besinin cesidine, kalori icerigine gére PYY saliniminin
degistigi ve obez olan kisilerde PYY saliniminin azaldigi da bilinmektedir. PYY ayrica
gastrik asit salgisini ve diger intestinal salgilari da inhibe etmektedir (115). Boylece
gastrik bosalmada ve bagirsak motilitesinde yavaslama gorulir. PYY'nin ince
bagirsagin distalinde artan besin miktarina bagh olarak bagirsagin proksimal
kisimlarinda sindirimin yavaslamasi ile karakterize olan “ileal fren” mekanizmasinin
bir parcasi oldugu dislintilmektedir. Bu sonuglar beraberce degerlendirildiginde
PYY‘nin enerji metabolizmasi ve istah (izerine ©6nemli bir rolinin oldugu

dusltintlmektedir (116,117).
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2.2. L-Triptofan

Sistematik adi (S)-2-Amino-3-(1H-indol-3-yl)-propiyonik asit olan triptofanin,
kimyasal formuli C11H1,N,0, olup molekul agirhgr 204,23 g/mol’dur. Erime noktasi
289°C ve yogunlugu 1,34 g/cm™tiir. Ayrica bu aminoasit sicak alkol ve alkali

hidroksitlerle ¢ozlinlrken, kloroform iginde ¢dzlinmemektedir.

Triptofan izolasyonu ilk kez 1901 yilinda Frederick Hopkins tarafindan
kazeinin hidrolizi yoluyla gergeklestirilmistir (118,119). Triptofan en bilylk notral
aminoasit olup Trp ve W kisaltmalar ile gosterilir (120). Tim aminoasitlerde
goraldugl gibi, triptofanin da L ve D olmak lzere iki izoformu vardir. Triptofanin D-
formu bazi bakterilerin hiicre duvari proteinleri ve peptit antibiyotikler ile
sinirliyken, L-formu ise 6zellikle yiiksek yapili organizmalarin biyolojik sistemlerinde
yapisal protein veya enzimlerde yaygin olarak gorilmektedir (121). L-triptofan (L-a-
amino indolo-3 propiyonik asit) diyetle alinan, esansiyel bir aromatik a aminoasit
olup nonpolar, glukojenik ve ketojenik 6zellige sahiptir (122). Ayrica triptofanin
diger aminoasitlerden yapisal ayirt edici ozelligi, Sekil 2.7'de gosterildigi gibi

yapisindaki karbon atomuna bagl fonksiyonel indol grubudur (120).

L-triptofan  H D-triptofan

N\
N
H

Sekil 2.7. Triptofanin L ve D izoformlarinin yapisi

Triptofan 9 esansiyel aminoasitten birisidir, dolayisiyla viicut tarafindan
sentezlenemez ve vyiyeceklerle alinmasi gerekir. Triptofan hayati 6nemi olan
proteinlerin sentezi icin gereklidir ve genellikle protein sentezinde hiz sinirlayici rol

oynamaktadir (123). Ayrica triptofan serotonin, melatonin, triptamin, kinolinik asit,
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kinurenik asit, niasin, nikotinamid adenin dinikleotit (NAD) ve nikotinamid adenin

dinlkleotit fosfat (NADP) gibi cesitli biyolojik bilesiklerin 6ncti maddesidir (120).

Triptofan pek ¢ok protein iceren gidada ve sit Urinlerinde bulunmaktadir.
Ozellikle cikolata, yulaf, siit, yogurt, peynir, kirmizi et, beyaz et, balik, susam, nohut,
badem, ay cekirdegi, muz ve fistikta yiiksek miktarlarda bulunur. insanlarda
triptofan aliminin tavsiye edilen giinliik dozu 250-425 mg (kg basina ortalama 4 mg)
arasinda degismektedir. Yenidogan ve g¢ocuklarin giinlik triptofan ihtiyaci ise ¢ok

daha yiksektir (kg basina ortalama 12 mg) (120).

Son vyillarda triptofan ile yapilan c¢alismalar bu aminositin glukoz
metabolizmasi ve tokluk ile iliskili olabilecegini ortaya koymaktadir. L-triptofan
benzeri aromatik aminoasitlerle yapilan ¢alismalarda tokluk hissinin arttig1 ve anti-
diyabetik etkiler gosterdikleri bulunmustur. L-triptofanin glukoz metabolizmasi
Uzerine olumlu etkilerinin oldugu, ayrica mide ve bagirsaklar lzerine dizenleyici

etkilerinin bulundugu goésterilmistir (124-129).

Sicanlara L-triptofanin oral yoldan hem tek doz hem de 3 haftalik
uygulamasinin kan sekeri ve insilin dizeylerini distrdigi gosterilmistir (130).
Diyabetik sicanlarda L-triptofanin etkisinin incelendigi baska bir calismada, oral
glukoz uygulamasindan sonra serum glukoz ve insilin seviyelerinin baskilandigl ve
bagirsaktan glukoz emiliminin inhibe oldugu goésterilmistir. Ayrica L-triptofan in vivo
olarak tip 2 diyabetik sicanlarda glukoz bagimli enerji tiketimini artirmistir (131).

Triptofanin in vivo hepatik glukoneogenezi inhibe ettigi de bilinmektedir (132).

L-triptofanin tokluk ve gida alimiyla iliskili olabilecegine dair calismalar
mevcuttur. Siganlarda intraperitoneal olarak verilen disik doz (75-110 mg/kg)
triptofan ilk bir saat icinde yiyecek aliminda %40 oraninda azalmaya sebep olmustur
(133). Benzer sekilde, L-triptofanin dakikada 0,15 kcal olacak sekilde inflizyonunun,
gida alimi ve tokluk agisindan énemli etkileri oldugu ve %19 oraninda azalma
goriuldugl belirtilmistir (134). Yapilan bazi calismalar triptofanin bu etkilerinin GLP-1
salinimina bagh olabilecegini ileri siirmektedir (135,136). Yakin zamanda saglikli

erkek gonullilerde yapilan bir calismada L-triptofanin 90 dakikalik intraduodenal
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infizyonunun GLP-1 ve PYY salinimini artirdigi, bagirsaklardaki etkisinden bagimsiz
olarak santral etkilerle istahi azalttigi gdsterilmistir (134). intestinal epitelyal hiicre
modellerinde yapilan bir calismada, glutamin, fenilalanin ve triptofan iceren serbest
aminoasitlerin GLP-1 sekresyonunu uyardigi gosterilmistir (81). Saglikh gondllilerde
gerceklestirilen bir baska calismada ise jelatinden zengin bir kahvaltiya L- triptofan
eklenmesinin GLP-1, ghrelin, istah ve besin alimi lizerine bir etkisi saptanamamistir
(128). Benzer sekilde, yiksek protein iceren diyet (%30), normal protein iceren diyet
(%15) ve %15 oraninda enerji iceren aminoasit ve protein karisimi iceren diyet
uygulanan kilolu ve obez bireylerde insilin, ghrelin ve PYY hormonlarina

bakildiginda aglik konsantrasyonlarina gére farklihk bulunmamistir (137).

2.3. Kalsiyum Algilayan Reseptorler

Kalsiyum algilayan reseptorler (CaSR), ekstraseliiler kalsiyum seviyesindeki
degisiklikleri algilayan G proteini ile eslesmis reseptorlerdir ve ilk olarak paratiroit
bezi hiicrelerinde tanimlanmistir. Yedi transmembran domain igeren reseptoriin N-
terminal bas kismi ekstraseliler sivi icinde bulunurken, C-terminal kuyruk kismi
sitozolde yer almaktadir. G-protein bagimh reseptorlerin C-alt sinifina ait bu
reseptor ailesinin mensuplari bir veya daha fazla heterotrimerik G-proteinini aktive

ederek etkilerini gostermektedir (138).

CaSR’ler metabotropik glutamat reseptorleri (mGIuR) ve GABA (B)
reseptorleri ile ayni ailede yer almaktadirlar. Bu ailedeki reseptorlerin ortak
ozellikleri yaklasik olarak 600 aminoasitlik devasa bir N-terminal bas kismina sahip
olmalaridir ve bu 6zellik disinildiginde fizyolojik ligandlarinin Ca*? gibi kiictk bir
inorganik katyon olmasi oldukg¢a sasirticidir. Bununla birlikte, CaSR ve mGluR‘larin
bahsi gecen bas kisimlarinin besin algilayici sensér olarak gérev yapan bakteriyel
periplasmik baglayici proteinler ile yiiksek oranda homoloji géstermeleri de sasirtic

bir diger 6zellikleridir (139).

CaSR’ler, ekstraselliler kalsiyum seviyelerindeki degisiklikleri algilayan,
dolayisiyla ekstraselller iyonize kalsiyum seviyesinin korunmasinda 6nemli role

sahip olan reseptorlerdir. Bu reseptoriin temel gorevi ekstraseliiler iyonize kalsiyum
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seviyesini sabit tutacak sekilde paratiroit bezinden parathormon salgisini,
bobreklerden kalsiyum geri emilimini ve kemiklerde osteoblast/osteoklast islevlerini
diizenlemektir (138). CaSR’nin paratiroit bezi, tiroid bezi, bobrekler, sindirim kanali
ve kemikler de dahil olmak Uzere bir ¢ok dokuda varhigi gosterilmistir (140-143).
CaSR'nin gastrointestinal kanaldaki dagihmina daha detayh olarak bakildiginda
midede gastrin salgilayan G hiicrelerinde, mukus salgilayan hiicrelerde ve parietal
hicrelerde, ince bagirsak ve kolon epitel hiicrelerinde ve enteroendokrin hicrelerde
eksprese edildigi gorilmektedir. Bu reseptorlerin midedeki G hiicrelerinde asit ve
gastrin; ince bagirsak ve kolon hicrelerinde de sivi ve hormon sekresyonunu

diizenledigi bilinmektedir (143,144).

Ozellikle paratiroit bezi ve tiroid bezi parafollikiiler C hiicrelerinde CaSR’ler
siraslyla parathormon (PTH) ve kalsitonin salgisi icin geri bildirim mekanizmasi iginde
yer alirlar (138). CaSR’lerin kalsiyum metabolizmasi tizerindeki hayati rolti, CaSR geni
susturulan (knock-out) farelerde yapilan bir calismada gosterilmistir. Bu hayvanlarda
PTH salgisi Uzerindeki negatif geri bildirimin kalkmasi ile siddetli hiperparatiroiti,
hiperkalsemi, kemik anomalileri, gelisme geriligi ve prematir 6limler ortaya
ctkmistir (145). CaSR’ler ek olarak, PTH seviyelerinden bagimsiz olarak artan plazma
Ca™ seviyelerine cevaben renal kalsiyum atiiminin ve geri emiliminin
diizenlenmesini saglarlar. CaSR’lerin osteoklastlar ve olasi olarak osteoblastlardaki
ekspresyonu da bu reseptorlerin kemik mineral dengesi lizerindeki etkileri hakkinda
ipuglari vermektedir. Bahsi gecen dokulara ek olarak CaSR’lerin beyinde (néronlar ve
glial hiicreler) (140,146,147), deride (148,149), meme dokusunda (140), pankreasta
(150), karacigerde (151), plasentada (152,153) ve kemik iliginde (154) de

ekspresyonunun oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir.

CaSR’lerin  bircok dokuda bulundugunun gosterilmesinden sonra,
ekstraselller kalsiyumun birinci mesajci olarak roliinii arastiran ¢ok sayida ¢alisma
yapilmistir. CaSR’ler, kalsiyum disinda polivalan katyonlar (Mg™,sr'?,Gd"), L-
triptofan gibi aromatik L-aminoasitler, poliaminler, bazik polipeptitler (protamin,

poli-lizin) ve ufak peptitler tarafindan da aktive edilebilmektedir (155,156).
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2.3.1. Kalsiyum Algilayan Reseptorlerin proteinlerle uyarilmasi

CaSR'nin, gastrointestinal sistem limenindeki aminoasitlerle iliski kurdugu ve
aminoasit konsantrasyonu artirildikga reseptor aktivitesinin de arttigi gérilmustir.
Yiyeceklerde dogal olarak bulunmalari ve hizli etki gostermeleri nedeniyle son
yillarda aromatik L-aminoasitlerin CaSR‘ler ile olan etkilesimleri merak konusu
olmaya baslamistir. CaSR’nin L-aminoasitlerce uyarilmasi, protein ve kalsiyum
metabolizmasi arasinda bir baglanti oldugunu distndirmektedir (157). CaSR’nin
kalsiyum ile aktivasyonu midede asit salinimini artirarak proteinlerin sindirimi igin
gerekli ortami yaratmaktadir. Daha sonra ortaya ¢ikan L-aminoasitler de CaSR‘ler
Uzerindeki sinerjistik etkileri nedeniyle kalsiyum emilimini artirmaktadirlar (155). Bu
reseptorlerin iki ana ligandini olusturan kalsiyum ve L-aminoasitler icin reseptor
Uzerinde farkh baglanma bdlgeleri bulunmaktadir ve L-aminoasitler bu reseptorlerle

allosterik olarak etkilesmektedir (158).

CaSR’lerin Ca* gibi kicik bir inorganik katyonun yani sira, L-aminoasitler icin
de molekiler hedef olduklari, HEK293 ve CHO-K1 hicrelerinde gosterilmistir
(158,159). Bu calismalarda, aromatik L aminoasitlerden L-Phe, L-Tyr, L-Trp ve L-
His’in kalsiyum algilayan reseptorlerin ekspresyonunu artirdigl, ayrica bu aktivitenin
ekstraselller kalsiyum konsantrasyonuna bagh oldugu bulunmustur (159). Kalsiyum
konsantrasyonu esik degerin altinda ise bu aminoasitlerin etki gosteremedigi, esik
Usti Ca*™ degerleri veya esik Usti CaSR agonist varliginda ise aminoasitlerin
CaSR’leri aktive ettigi hiicre i¢i kalsiyum mobilizasyonu ile gésterilmistir. ilave olarak
CaSR ekspresse eden HEK293 hiicrelerinde Ca*™ konsantrasyonu 2,5 mmol/It de iken
aromatik aminoasitlerin diger aminoasitlere oranla daha etkili oldugu belirtilmistir.
Bununla birlikte etkinin stereo-selektif oldugu yani reseptdr protein (zerinde

spesifik amino asit baglanma noktalarinin bulundugu tespit edilmistir.

Literatlir kapsaminda vyapilan calismalar CaSR‘lerin pozitif ylUkli veya
dallanmis aminoasitlere kiyasla aromatik ve alifatik aminoasitlere karsi daha secici
oldugunu gostermistir. Boylece etki derecesi coktan aza dogru siralandiginda;

aromatikler, alifatikler ve polarlar, asidikler, bazikler ve dalli-zincirli aminoasitler
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olarak bulunmustur (158). Ayrica insan paratiroit hicrelerinde, aromatik
aminoasitlerden L-Phe ve L-Trp, diger aminoasitlerden daha glicli etki gostermistir.
Bunun yanisira L-Phe ve L-Trp, L-His ve L-Ala’nin intraseliiler Ca**> mobilizasyonunu

uyardigi da bulunmustur (157).

2.3.2. Kalsiyum Algilayan Reseptorlerin inkretinlerle iliskisi

L-aminoasitlerin inkretin salinimini L hiicreleri tzerindeki CaSR’ler Gizerinden
gerceklesen sinyallerle dizenledigini gosteren yayinlar mevcuttur (81,160,161).
Mace ve ark. tarafindan yapilan in vitro bir ¢alisma, CaSR’lerin bagirsaklarda bulunan
L-aminoasitlerden fenilalanin, triptofan, asparajin, arjinin ve glutamin‘i algilayarak
peptit (GIP, GLP-1 ve PYY) salinimini diizenledigini gdstermistir (81). Diakogiannaki
ve ark. ise fare kolon hiicre kiltiri ile yaptiklari c¢alismada pepton ve
oligopeptitlerin doz bagimli olarak, CaSR aktivasyonu yoluyla, L hiicrelerinden GLP-1
salgisina yol actigini gdstermislerdir (160). intestinal hiicre modellerinde yapilan
baska calismalarda, L-aminoasitlerden glutamin, fenilalanin ve triptofan’in GLP-1
sekresyonunu uyardigl gosterilmistir (77,162). Benzer sekilde ince bagirsagin primer
kalturlerinde; et, kazein, pepton (5 mg / ml), L-amino asitlerden Phe, Trp, GlIn, Ala
(20 mM) ve dipeptit glisin-sarkosin‘in (20 mM) GLP-1 sekresyonunu uyardigl
goralmastir (69). Bu bulgular CaSR’lerin enteroendokrin L ve K hiicrelerinde besin
alimina karsilik olusturulan cevapta 6nemli bir dizenleyici reseptor olarak gorev
yaptigini ortaya koymaktadir. Enteroendokrin L hicrelerinden GLP-1 ve PYY
salinimini CaSR’lerin yani sira GLP-1 reseptorleri, NPY Y1 reseptorleri ve/veya P2Y1
reseptorleri lzerinden gerceklesen sinyallerle diizenleyebilecegini gosteren farkli

calismalar da mevcuttur (81,160,163,164).

Yakin zamanda sicanlarda yapilan bir diger ¢alisma ise CaSR agonistlerinin
glukoz intoleransini azalttigini ortaya koymustur (165). Pankreasin beta hicrelerinde
bulunan CaSR’lerin aminoasit sensori olarak gorev yaptigl ve glukoz bagiml insilin
salinimini artirdigr da bilinmektedir. Bu bilgiler birlikte degerlendirildiginde bazi
aminoasitlerin enteroendokrin L-hiicrelerini uyararak inkretin hormonu salgisina yol

acmasl ve olusan sinyalin de CaSR’ler Uzerinden gerceklesiyor olmasi muhtemeldir.
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Bir aromatik aminoasit olan L- triptofan ile CaSR aktivasyonunun intestinal GLP-1 ve
PYY salinimi (zerine olan iliskisinin in vivo olarak ortaya konabilmesi diyabet ve

obezite tedavisine 151k tutabilir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari

Calismada Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay
alindiktan sonra, Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma ve Yetistirme
Unitesi’nden temin edilen 21 adet, 4 aylik Wistar tiiri eriskin erkek sican (250-350
gr) kullanildi. Sicanlar Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma ve
Yetistirme Unitesi’'nde 12 saat aydinlk, 12 saat karanlk, havalandirmali, 22 + 2°C
sicakhgi olan odalarda standart kafeslerde barindirildi. Deney glinline kadar standart
yem ve suya erisimleri saglandi. Deney hayvanlari tartilarak rastgele L-triptofan (T),

siklodekstrin (S) ve NPS 2143 (N) olmak tizere (g farkl deney grubuna ayrildi.

3.2. Cerrahi islemler
3.2.1. intraduodenal Kateter Yerlestirilmesi

Cerrahi islemler su ve yiyecek kisitlamasi yapilmaksizin sabah saatlerinde
gerceklestirildi. Operasyona alinacak sicanlara, 90 mg/kg ketamin (ketasol %10, 100
mg/ml ketamine HCI, EgeVet) ve 5-10 mg/kg ksilazin (alfazyne %2, 20 mg/ml
ksilazine HCI, EgeVet) karisimi intraperitoneal olarak uygulandi ve anestezi saglandi.
Kataterin yerlestirilecegi kraniyal abdomen boélgesi ve kateterin enjektor takilabilen
arka ucunun vyerlestirilecegi interskapular bodlge tiras edilerek, dezenfeksiyon
saglandi. Sicanlar operasyon masasina sirt Ustl pozisyonda vyatirildiktan sonra

cerrahi alanin Uzeri steril cerrahi 6rti ile kapatilarak sinirlandirildi.

Abdominal laparotomi icin orta hat boyunca ksifoid kikirdaktan kaudal yonde
ilerletilen 1,5-2 cm’lik deri insizyonu yapildi. Linea alba lzerinden yapilan kas ve

periton insizyonlarindan sonra abdominal bosluga ulasildi.

intraduodenal kateterin enjektér takilabilen arka ucunun, sicanin
interskapular bolgesinde durmasini saglamak amaciyla bir intraket (gri 16x1,7x45
mm, Galena©, INDIA) abdominal insizyon bolgesinden subkutan olarak
interskapular bolgeye dogru ilerletilerek ucu deriden disari ¢ikartildi (Sekil 3.1 a, b).

intraketin kaniili geri ¢ekildikten sonra, intraduodenal kateterin amaclanan sekilde
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yerlestirilebilmesi igin kateterin u¢ kismi intraket ucundan igeri dogru ilerletildi.
Daha sonra intraketin yavas yavas geri c¢ekilmesiyle, subkutan olarak seyreden
kateter abdominal insizyon hattina getirildi (Sekil 3.1 c). Kateterin abdominal
insizyon hattinin 0,5 cm lateralinden abdominal bosluga alinmasini saglamak igin,
ayni intraket abdominal kaslardan iceriden disariya olacak sekilde gecirildikten
sonra kateterin ug¢ kismi intraket icinden gegirilerek abdominal bosluga alindi (Sekil

3.1d).

Sekil 3.1. intraketin abdominal insizyon bélgesinden subkutan olarak interskapular

bolgeye ilerletilmesi ve kateterin abdominal bosluga alinmasi

Kateteri duodenum icine yerlestirmek icin yine intraket kullanildi.
Duedonumun baslangi¢ kismi belirlendikten sonra intraketin ucu, duedonumun
baslangi¢ kisminin kaudalinden bagirsak l[imeni igerisine dogru sokulup igeride 1-1,5

cm kadar ilerletildikten sonra, duedonumun baslangi¢ kisminin kraniyalinden disari
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cikartildi (Sekil 3.2 a, b). Daha sonra kateter yine intraket yardimiyla bagirsak l[imeni
icerisine alindi (Sekil 3.2 ¢, d).

Sekil 3.2. intraketin duedonum igine yerlestirilmesi ve kateterin intraket yardimiyla

bagirsak liimenine alinmasi

Kateterin disarida kalan fazla ucu kesilmeden Once intraketin ignesi
vasitasiyla kateterin bagirsak limeninde kalacak kismina 2 ila 3 adet delik acildi. Bu
uygulama ile kateterden uygulanacak maddelerin bagirsak limenine gegisini
kolaylastirmak amaglandi. Kateter ucunun uzun olan fazla kismi kesildikten sonra
emilebilir monofilament cerrahi iplik (atravmatik igneli 6/0,monosorb®,0Orhan Boz

©) kullanarak, kaudaldeki perforasyon noktasi tiitiin kesesi dikisi ile kapatildi. Ayni
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dikis uygulamasi kateterin bagirsaga giris yaptigl yerde, kateter etrafina da
uygulandi (Sekil 3.3). Bu sayede bagirsak disina sizinti ihtimali dnlenmis oldu. Ayrica
kateterin bagirsaga giris yaptigl yer ile abdominal duvar kaslari arasina emilebilir
monofilament cerrahi iplik kullanarak uygulanan basit siirekli dikisle enteropeksi

islemi gerceklestirilerek duedonum abdominal kaslara sabitlendi.

Sekil 3.3. Kateterin bagirsaga girdigi yere dikis uygulanmasi

interskapular bolgede yer alan kateterin disarida kalan kismindan serum
fizyolojik (SF) verilerek kateterin acik olup olmadigi ve cerrahi bolgesinde sizinti olup
olmadigi kontrol edildi. Abdomen kaslari ve deri insizyonu emilebilir multifilament
cerrahi iplik (atravmatik igneli 4/0,sentesorb®, Orhan Boz©) kullanarak, basit siirekli
dikislerle kapatildi. Kateterin enjektor takilabilen interskapular bélgedeki ug kismi da
basit dikislerle deriye sabitlendi (Sekil 3.4 a, b). Post-operatif dénemde siganin
interskapular bolgeye ulasmasini engellemek amaciyla Elizabethan yakalik takildi.
Yakalik dikislerle deriye tutturuldu (Sekil 3.4 ¢, d). interskapular bélgede ve ventral
karin duvarinda dikis uygulanan yerlere sprey formundaki adheziv yara orticu

uygulanarak kontaminasyon engellenmeye calisildi.
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Sekil 3.4. Kateterin ug kisminin interskapular bélgeye sabitlenmesi ve Elizabethan

yakalik takilmasi
3.2.2. Post-operatif D6nem

Siganlar cerrahi sonrasinda deney glinliine kadar her kafeste tek bir sican
olacak sekilde 5-6 giin bekletildi. Post-operatif donemde kateterde olusabilecek
tikanikhgin engellenmesi ve sigcanlarin bu isleme alismasi amaciyla deney glinline
kadar her giin 1 ml SF yavas inflizyonla intraduodenal olarak verildi. Post-operatif
agri kontroll icin cerrahi operasyondan sonra her bir sicana deri alti olacak sekilde
0,01 ml meloksikam enjekte edildi. Diger zamanlarda kateterin ucu steril bir tikacla
kapatildi. Ayrica cerrahi Oncesi ve sonrasi donemde meydana gelen kilo
degisimlerini tespit etmek amaciyla sicanlarin kilolari olcllerek, kilo kaybi takip

edildi.
3.3. Deney Protokolii

intraduodenal kateter yerlestirilen ve sorunsuz olarak iyilesen sicanlar, deney
protokoliinden bir gece 6nce a¢ birakildi ve ertesi sabah deneye tabi tutuldu.

Kateter yerlestiriimeden once kilolari dlclilen ve post-operatif donemde kilolari
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takip edilen sicanlarin, deney gini kilolar tekrar 6lclldi. Deney protokoliinde

uygulanan kimyasal maddelerin miktarlari sicanlarin son kilolarina goére hesaplandi.
3.3.1. Deney Gruplari

Deney protokoliine baslamadan 6nce siganlara Ketamin-Ksilazin anestezisi
(90 mg/kg ketamin, 5-10 mg/kg ksilazin) uygulandi. Deney protokolii boyunca rektal
prob ile vicut sicakhgl takibi yapildi. 30 ve 60. dakikalarda kan alindiktan sonra
hemodinamik dengenin bozulmamasi icin 1 ml SF yavas inflizyonla intraduodenal
olarak uygulandi. 90. dakikada kan aldiktan sonra sicanlarin gogis kafesi altindan

girilerek kalp kesildi ve 6tenazi islemi gerceklestirildi.
L-Triptofan Grubu (T Grubu)

Sicanlarin kuyruk veninden ilk kan 6rnegi alindiktan sonra, intraduodenal
olarak 100 mg/kg L-triptofan interskapular bolgede ucu bulunan intraduodenal
kateterden enjektor yardimiyla verildi ve sire (0. dakika) baslatildi. Bu islemden
sonra yine kuyruk veninden 30, 60 ve 90. dakikalarda 1 ml’'lik EDTA’li eppendorf
tiplerine kan ornekleri alindi. Her kan orneginden glukoz oOlgim cihazi ve test

stripleri ile anlik olarak kan sekeri dlizeyi tayini yapildi.

L-triptofan + CaSR Antagonisti (NPS 2143) Grubu (N Grubu)

Sicanlarin  kuyruk veninden ilk kan o6rnegi alindiktan sonra bir CaSR
antagonisti olan NPS 2143, 0,1 mg/kg dozunda intraduodenal kateterden enjektor
yardimiyla verildi. 5 dakika sonra yine intraduodenal olarak 100 mg/kg L-triptofan
uygulandi ve sire (0. dakika) baslatildi. 30, 60 ve 90. dakikalarda kuyruk veninden 1
ml’'lik EDTA’ll eppendorf tiplerine kan alma islemi tekrarlandi. Her kan 6rneginden

glukoz 6lciim cihazi ve test stripleri ile anlik olarak kan sekeri diizeyi tayini yapildi.

L-triptofan + Siklodekstrin Grubu (S Grubu)

Sicanlarin kuyruk veninden ilk kan 6rnegi alindiktan sonra NPS 2143’(in
¢Ozucusl olan %15’lik siklodekstrin intraduodenal olarak verildi. 5 dakika sonra yine

intraduodenal olarak 100 mg/kg L-triptofan uygulandi ve sure (0. dakika) baslatildi.
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30, 60 ve 90. dakikalarda kuyruk veninden 1 ml’lik EDTA’l eppendorf tlplerine kan
alma islemi tekrarlandi. Her kan 6rneginden glukoz 6lglim cihazi ve test stripleri ile

anhk olarak kan sekeri diizeyi tayini yapildi.

3.3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Soliisyonlar
L-triptofanin Hazirlanmasi

L- triptofan (MERCK®), SF igcinde ¢6zildi. Her bir sicana 100 mg/kg olacak
sekilde 1ml SF iginde verildi.

NPS 2143’iin Hazirlanmasi

NPS 2143 (> %98, SIGMAO) ¢oziclisi olan %15’lik siklodekstrin iginde
¢Ozlldi. 0,5 ml'de 0,1 mg NPS 2143 olacak sekilde doz ayarlandi ve sicanlara

kilogram basina 0,1 mg olacak sekilde verildi.
Siklodekstrin’in Hazirlanmasi

Hidroksipropil-B-siklodekstrin (Sigma)’in %15’lik sollisyonu distile su iginde

¢Oziilerek hazirlandi. Bu ¢Ozeltiden toplamda 0,5 ml verildi.
3.3.3. Plazma Orneklerinin Elde Edilmesi

1 ml'lik EDTA’h ependorf tlpleri igindeki kan 6rneklerine GLP-1'in DPP-IV
enzimi tarafindan parcalanmasini 6nlemek amaciyla 10 pl DPP-IV inhibitori
(MERCK) ilave edildi. 0, 30, 60, 90. dakikalarda elde edilen kan 6rnekleri santrifiij
cihazina konularak 3000 g’'de 15 dakika santriflij edildi. Santrifij islemi sonunda
ependorfun Ust kisminda kalan plazma 6rnekleri pipetle ayrilarak 0,5 ml’lik ependorf
tupleri igine aktarildi. Elde edilen plazma 6rnekleri L-triptofan, GLP-1, PYY ve insulin

Olclimleri yapilana kadar -80°C’de sakland.
3.3.4. Plazma L-Triptofan Diizeyi Tayini

Deney protokoliliniin baslangicinda intraduodenal olarak verilen L-triptofanin
protokol boyunca plazmada nasil bir seyir izledigini takip edebilmek amaciyla 0, 30,
60 ve 90. dakikalarda elde edilen plazma 6rneklerinden yliksek performansli sivi

kromatografisi (HPLC) ile olciimler yapildi. HPLC yontemiyle L-triptofan 6lcimd,
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Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali,
Metabolizma ve Beslenme Unitesinde gergeklestirilmistir. Olgiimler icin Immuchrom
HPLC cihazi ile kolon (IC4000rp) ve kontrol (IC4000ko) iceren HPLC kiti kullanildi.
Analizi yapilacak plazmalara internal standart iceren presipitasyon sollisyonu
eklendi. Santriflij isleminden sonra slipernatant HPLC sistemi icine enjekte edildi.
HPLC ile izokratik ayristirma 30°C’de 10 dakika sirdl. Kromatogramlar bir detektor
tarafindan  kaydedildi. Miktar 6l¢gimi  plazma kalibratori  ile  yapild.
Konsantrasyonlar sirasiyla pik ylksekliklerinin alanlarinin entegrasyonu ile "internal
standart yontem" araciligiyla hesaplandi. 210 nm’de UV ile ve 260-300 nm’de

floresan algilama ile L-triptofan seviyeleri belirlendi.

3.3.5. Plazma Hormon Diizeylerinin Tayini

Plazma GLP-1, PYY ve insiilin diizeyleri, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

Merkez ve Acil Laboratuvarlarinda ELISA yontemiyle tayin edilmistir.
e Plazma GLP-1 Diizeyi Tayini

Elde edilen plazma orneklerinden, plazma GLP-1 diizeyi olgimu igin sican
GLP-1 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) kiti (Millipore Corporation,
Billerica, MA, USA) kullanildi. Protokol su sekilde uygulandi;

1. GLP-1 molekilinin N terminal bélgesine spesifik olarak baglanan monoklonal
antikorlarla érneklerde bulunan aktif GLP-1’in tutulmasi

Orneklerden baglanmayan materyalin yikamayla uzaklastiriimasi

Sabitlenen GLP-1’e anti GLP-1 alkalin fosfataz konjugatinin baglanmasi
Baglanmayan konjugatin yikanarak uzaklastirilmasi

MUP (Metil-umbeliferil fosfat) eklenerek konjugatin baglanmasinin él¢im

SRR A

Plaklarin 355 nm/460 nm dalga boyunda floresan plak okuyucu ile okunmasi

e Plazma PYY Diizeyi Tayini

Sicanlarin plazma o6rneklerindeki PYY seviyesini belirlemek amaciyla sican

PYY ELISA kiti (Hangzhou Eastbiopharm Co.,Ltd., Hangzhou) kullanildi. Sicanlardan
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alinan orneklerin PYY seviyelerini 6lgmek igin ¢ift antikor sandvi¢ enzime-bagli
immunosorbent (ELISA) test yapildi. Sican PYY monoklonal antikoru ile kaplanmis
enzim eklendi ve inkibasyondan sonra biyotin ile isaretlenmis PYY antikorlari
eklendi. immiin kompleks olusturmak icin Streptavidin-HRP ile kombine edildi,
inkiibasyondan sonra baglanmayan enzimler yikanarak uzaklastirildi. Daha sonra
Chromogen sollisyon A,B eklendi, sollisyonun rengi maviye dogru degisti ve asitin
etkisiyle son olarak renk sariya donidsti (rengin parlakhgl ve sican plazma
orneklerindeki PYY konsantrasyonu arasinda pozitif iliski bulunmaktadir). Orneklerin

optik yogunluklari 450 nm dalga boyunda olglld.
e Plazma insiilin Diizeyi Tayini

insiilin diizeyi sican/fare ELISA kiti (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA)

ile 6lculd. Protokol su sekilde uygulandi;

1. Onceden titre edilen monoklonal anti-rat insilin antikorlariyla kaplanmig
mikrotiter plakanin  kuyularina konan 6rneklerdeki insilin molekillerinin
tutulmasi ve yakalanan instlin molekdllerine biyotinlenmis poliklonal antikorlarin
baglanmasi

Orneklerden baglanmayan materyalin yikamayla uzaklastiriimasi

Sabitlenen biyotinlenmis antikorlar igin peroksidazin baglanmasi

Serbest enzim konjugatlarinin yikamayla uzaklastiriimasi

vk N

3,3',5,5'-tetra metilbenzidin substrati varliginda peroksidaz aktivitelerine

bakilarak sabitlenen antikor-enzim konjugatlarinin miktarinin élgiim

Enzim aktivitesi 450 nm absorbansda spektrofotometrik olarak ol¢ilildii ve elde
edilen drinlerin asidifikasyonundan sonra 590 nm absorbans ile dogrulandi
(absorbansin artirilmasi ve bilinmeyen o6rneklerden insilin miktarinin tespiti

arasinda direk oranti bulunmaktadir).
3.3.6 Verilerin istatistiksel Degerlendirilmesi

Deneyler planlanirken G-power programi kullanilarak t¢ ortalama arasindaki

farkin anlamlilik testi icin tek yonll varyans analizi ile birlikte tekrarli Olglimlerde



43

varyans analizi kullanilarak a=0,05 anlamlilik ve B=0,80 gli¢ degeri ile 6rneklem
genisligi hesaplandi ve istatistiksel degerlendirmelerin yapilabilmesi icin gereken en

az hayvan sayisi (n=6) belirlendi.

Kantitatif verilerin istatistiksel analizi ve grafik ¢izimleri Excel ve SPSS (USA)
programlari kullanilarak gergeklestirildi. Normal dagilim gosteren degiskenler igin
gruplar arasindaki farkliliklarin belirlenebilmesi amaciyla tek yonli varyans analizi
kullanildi. Tek yonli varyans analizini takiben degiskenlerdeki gruplarin ikili
karsilastirmalari, Duncan’in Coklu Karsilastirma (Post-hoc.) analizi ile gergeklestirildi.
Zaman faktorinin onemli oldugu degiskenlerde zaman ve grup etkilesiminin
incelenmesi amaciyla tekrarh 6lgiimlerde iki yonli varyans analizi kullanildi. Tekrarli
Olglimlerde iki yonlu varyans analizinin kullanildigi degiskenler; viicut sicakhgi, viicut

agirligl, plazma PYY diizeyi, plazma L-triptofan dizeyi ve plazma glukoz diizeyiydi.

Verilerin kiiresellik testi icin Mauchly’s Test of Sphericity yontemi kullanildi.
Kiresellik varsayiminin saglanamadigi durumlarda Greenhouse-Geisser testi ile

hesaplamalarda kullanilan serbestlik derecesi dizeltildi.

Normal dagihm gostermedigi belirlenen degiskenler olan GLP-1 ve insilin
hormonlarina ait verilerin logaritmik dontsiimid vyapilarak, gruplar arasindaki
farklilhklarin belirlenebilmesi amaciyla Pillai’s Trace (Pillai iz) testi uygulandi. Ayrica
plazma insilin, GLP-1, PYY ve glukoz dizeyleri icin AUC (egrinin altinda kalan alan)
degerleri trapezoid yontemiyle hesaplandi ve gruplar arasindaki fark tek yonli

varyans analizi ile degerlendirildi.

Deney gruplarina ait sayisal degerler ortalama * standart hata (ortiSH)
seklinde ifade edildi. Sonuclar degerlendirilirken P<0,05 olan degerler anlamli kabul

edildi.

Etik Kurul izni

Bu arastirma Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun

12 Mart 2015 tarih ve 2015/03 sayili izni ile gerceklestirilmistir (Ek 1).
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4. BULGULAR
4.1. Genel Ozellikler

Calismaya 21 adet erkek Wistar sican dahil edilmis ve lic gruba ayrilmistir. Bu
gruplar su sekildedir;

1. L-Triptofan grubu (T grubu, n=8)

2. Siklodekstrin grubu (S grubu, n=6)

3. NPS 2143 grubu (N grubu, n=7)

Siganlarin kateter takma islemi dncesinde 6lglilen vicut agirliklari (ilk 6l¢lim) ile
deney protokollinin uygulandigl gin olgilen vicut agirliklart (son o6lgiim) Tablo
4.1’de verilmigtir. Baslangi¢ kilolari agisindan bakildiginda, gruplar arasinda anlamli
bir fark bulunmamistir (F=0,320, P=0,730). Her g grupta da kateter takma
isleminden deney protokolliniin gergeklestigi zamana kadar olan dénemde kilo
kaybi oldugu gorilmis (F=278,10, P=0,000), ancak kilo kaybinin ylizde degisimine
bakilarak gruplarin zaman igindeki degisimi incelendiginde anlamli bir fark
bulunamamistir (F=0,615, P=0,552). Sekil 4.1’de sicanlarin deney siiresince

belirlenen viicut agirligi degisimleri grafiksel olarak da gosterilmistir.

Tablo 4.1. Sicanlarin oélgllen ilk ve son vicut agirligi degerleri

Viicut Agirhg (gr)

ik dlgiim Son 6l¢im % degisim
T Grubu (n=8) 311,1+8,7 272,5 £ 8,3* %12,4*
S Grubu (n=6) 306,7+8,3 270,5+7,8* %11,8*
N Grubu (n=7) 3244+7,6 291,4+6,2* %10,3*

* P<0,05 grup ici ilk ve son vicut agirliklari arasinda
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Viicut Agirhig
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Sekil 4.1. Sicanlarin deney sliresince Olgllen vicut agirliklari

* P<0,05 grup ici ilk ve son viicut agirliklari arasinda

Hipoterminin kan glukozu homeostazini ve insilin duyarlihgini bozdugu
bilindiginden deney protokolliniin devam ettigi 90 dakika boyunca siganlarin viicut
sicakligi takibi yapilmistir ve hipotermiyi engelleyecek bir ortam saglanmistir. Deney
protokoll boyunca sicanlarin rektal prob ile dlcllen viicut sicakhgl degerleri Tablo
4.2’de verilmistir. Deney protokoliiniin baslangicinda o6lgllen sicakhk degerleri
gruplar arasinda farkli bulunmamistir (F=0,641, P=0,539). Ayrica tim gruplarda
deney protokolii boyunca zamansal agidan anlamli  bir sicaklik degisimi
gortlmemistir (F=1,769, P=0,196). Gruplarin zaman icindeki vicut sicakhgi
degisimleri incelendiginde de birbirlerine benzer olduklari bulunmustur (F=0,839,

P=0,549).
Tablo 4.2. Sicanlarin deney protokolii boyunca ol¢iilen viicut sicakligi degerleri

Viicut Sicakhgi (°C)

0. dakika 30. dakika 60. dakika 90. dakika
T Grubu (n=8) 35,6+0,6 35,8+0,7 35,3+0,6 35,1+0,6
S Grubu (n=6) 35,3+0,1 35,6 +0,3 35,6 +0,3 35,5+0,3

N Grubu (n=7) 35,6 £0,2 35,8+0,2 35,1+£0,2 35,2+0,2
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4.2. Plazma L-triptofan Diizeyi

Deney protokoliniin basinda tim gruplardan kan 6rnekleri alindiktan sonra
intraduodenal olarak L-triptofan verilmis ve plazmadaki seviyesini gostermek
amaciyla HPLC yontemi ile tim zamanlarda (0, 30, 60 ve 90. dk) alinan 6rneklerden
L-triptofan dizeyi tayini yapilmistir. Tablo 4.3’de zamana bagh olarak L-triptofan
diizeyini gosteren HPLC analizi sonuglari verilmistir. Ayrica sekil 4.2’de HPLC yontemi
ile tayin edilen L-triptofan diizeylerine ait bir 6l¢iim gdsterilmistir. istatistiksel analiz
sonucuna gore, tim gruplardaki baslangi¢ L-triptofan dizeylerinde anlamli farkhlik
olmadigi gorilmustir (F=0,992, P=0,390). Tum gruplarin deney protokoli boyunca
plazma L-triptofan diizeyi agisindan zamansal degisimi degerlendirildiginde ise, 30,
60 ve 90. dakikalarda 0. dakikaya gore anlaml bir fark bulunmustur (F=43,319,
P=0,000). Bekledigimiz sekilde 30. dakikadaki L-triptofan dizeyleri maksimum
seviyelere ulagsmis, 60 ve 90. dakikalarda da bu seviyeler giderek azalmistir. Ayrica
gruplarin zaman igindeki L-triptofan seviyesi degisimine bakildiginda birbirlerine
benzer olarak gorilmistiur (F=0,287, P=0,823). Sekil 4.3’te sicanlarin deney
protokolii boyunca olclilen

L-triptofan  degerlerinin  zamansal degisimi

gorilmektedir.

Tablo 4.3. Sicanlarin deney protokolli boyunca HPLC yéntemiyle farkli zamanlarda

Olcllen L-triptofan duzeyleri (mg/dl)

Plazma L-triptofan Diizeyi

0. dakika 30. dakika 60. dakika 90. dakika
T Grubu (n=8) 1,6 £0,2 69+0,9" 49+06" 37+£0,4™
S Grubu (n=6) 1,2+0,1 6,9+0,9™" 4,0+£04" 3,4+0,8"
NGrubu(n=7)  13+0,1 77£09" 53108 4,5+0,3"

*** P<0,0001 her grubun 30, 60, 90. dk’lar1 0. dk’ya gore
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Sekil 4.2. HPLC yontemi ile tayin edilen L-triptofan diizeylerine ait bir 6l¢iim
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o = N w b ] (o)} ~ (0] (Vo)

Plazma L-triptofan Diizeyi

0. dakika 30. dakika

T Grubu

S Grubu

60. dakika

—e— N Grubu

90. dakika

Sekil 4.3. Sicanlarin deney protokolii boyunca 6l¢lilen L-triptofan degerlerinin

zamansal degisimi, ***P<0,0001 her grubun 30, 60, 90. dk’lar1 0. dk’ya goére
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4.3. Plazma Glukoz Diizeyi

Siganlarin plazma glukoz diizeyi, deney protokoli boyunca 0, 30, 60 ve 90.
dakikalarda alinan kan orneklerinden glukoz 6lglim cihazi ve test stripleri ile anhk
olarak tayin edilmistir. Sicanlarin deney protokolii boyunca 6lgilen plazma glukoz
diizeyleri Tablo 4.4’te verilmistir. istatistiksel verilere gére, plazma glukoz diizeyinin
gruplar arasinda farkli olmadig1 (F=0,285, P=0,755) ve zamana bagh olarak glukoz
diizeylerinde anlaml bir degisimin gerceklesmedigi (F=0,304, P=0,822) gorulmistir.
Her ne kadar N grubunda 90. dakikada kan sekeri diger gruplara kiyasla daha ylksek
seyretse de bu fark istatistiksel anlamliliga ulasmamistir (P>0,05). Ayrica gruplarin
zaman igindeki plazma glukoz diizeyi degisimleri incelendiginde, birbirlerine benzer
olduklari bulunmustur (F=0,340, P=0,911). Sekil 4.4’de bu degerler grafiksel olarak

gosterilmistir.

Tablo 4.4. Siganlarin deney protokoli boyunca 6lglilen plazma glukoz

duzeyleri (mg/dl)

Plazma Glukoz Diizeyi

0. dakika 30. dakika 60. dakika 90. dakika
T Grubu
135+9 134+ 14 132 £8 131 +17
(n=8)
S Grubu
138 £ 10 139+ 12 140 £ 10 132 +17
(n=6)
N Grubu
139+ 7 145+ 8 145+ 7 145+ 8

(n=7)
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Sekil 4.4. Siganlarin plazma glukoz diizeyleri

4.4, Plazma Hormon Diizeyleri

L-triptofan, NPS 2143 ve siklodekstrin gruplarindan 0, 30, 60 ve 90.
dakikalarda elde edilen plazma orneklerinde GLP-1, PYY ve insilin hormon

diizeylerinin tayini siganlara uyumlu ELISA kitleri ile yapilmistir.

4.4.1. Plazma GLP-1 Diizeyi

Plazma GLP-1 dizeylerinin belirlendigi ELISA sonuglari lzerinden logaritmik
doénisim yapilarak istatistiksel analiz sonuglari degerlendirilmistir. Buna gore, tim
gruplara zamansal agidan bakildiginda, 60. ve 90. dakikalardaki GLP-1 diizeylerinin O
ve 30. dakikalardan anlamli sekilde yiiksek oldugu bulunmustur (F=3,460, P=0,022).
N grubunda her ne kadar GLP-1 salgisi baskilanmis olarak goriilse de bu fark 6rnek
sayisindaki azhk nedeniyle istatistiksel olarak anlaml farkhlga ulasmamistir
(P>0,05). Plazma GLP-1 diizeyi sonuglari Tablo 4.5'te verilmistir. Sekil 4.5'te ise
GLP-1 duzeylerinin farkh gruplar ve zamanlardaki degisimi grafiksel olarak

gosterilmistir.
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Tablo 4.5. ELISA yontemiyle 6lgllen plazma GLP-1 dizeyleri (pmol/It)

Plazma GLP-1 Diizeyi

0.dakika 30.dakika 60.dakika 90.dakika

T Grubu (n=8) 3,7+1 3,1+0,7 4,9+0,8" 53+1,2"

S Grubu (n=6) 3,5%1,3 3,1+£0,9 55+1,5" 58+1,3"

N Grubu (n=7)  3,1+0,8 20+0,1  2,0+0,2" 2,0+0,2"

** P<0,01 grup ici 60 ve 90. dk’lar 0 ve 30. dk’lara gore

Plazma GLP-1 Diizeyi

6 *% o
% %
5 3k %k
=
<
° 4
£
o 3
\ % ey
2 o O )
1
0
0. dakika 30. dakika 60. dakika 90. dakika
T Grubu SGrubu =—@=N Grubu

Sekil 4.5. Plazma GLP-1 diizeylerinin farkli gruplar ve zamanlardaki degisimi

** P<0,01 grup ici 60 ve 90. dk’lar 0 ve 30. dk’lara gore

Deney siresince salgilanan toplam GLP-1 hormonu miktarini gruplar
arasinda karsilastirmak icin AUC degerleri hesaplanarak istatistiksel analiz
yapilmistir. AUC degerlerine bakildiginda, GLP-1 hormonu salgisi agisindan gruplar
arasinda anlamh bir fark oldugu bulunmustur. Buna goére N grubunda, T ve S
gruplarina goére GLP-1 salgisinin anlamh sekilde daha disiik oldugu gorilmustir

(F=4,314, P=0,029). Gruplara ait plazma GLP-1aycdegerleri Tablo 4.6’da verilmistir.
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Tablo 4.6. Gruplara ait plazma GLP-15yc degerleri

GLP-1,yc Degerleri

T Grubu 12,5+2,1°
S Grubu 133+1,8
N Grubu 6,5+0,4

* P<0,05 T ve S gruplari N grubuna gore

4.4.2. Plazma PYY Diizeyi

Siganlarin plazma 6rneklerinden ELISA yontemiyle elde edilen PYY hormonu
dizeyleri degerlendirildiginde, gruplar arasinda PYY hormon dizeyi agisindan
anlamli bir fark bulunamamistir (F=1,698, P=0,211). Tium gruplarin zamana bagli
olarak PYY hormonu seviyesinde anlamli bir degisim gozlenmemistir (F=0,292,
P=0,831). Ayrica gruplarin zaman igindeki PYY hormonu degisimlerinin birbirlerine
benzer oldugu gorilmistir (F=1,214, P=0,323). Tablo 4.7'de ELISA yontemiyle
Olcllen plazma PYY dizeyleri verilmistir. Deney siliresince salgilanan toplam PYY
hormonu miktarini gruplar arasinda karsilastirmak igcin PYYayc degerleri
hesaplanarak istatistiksel analiz yapilmistir. AUC degerlerine bakildiginda, PYY

hormonu salgisi acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (P>0,05).

Tablo 4.7. ELISA yontemiyle 6lclilen plazma PYY dizeyleri (ng/It)

Plazma PYY Diizeyi

0. dakika 30. dakika 60. dakika 90. dakika
T Grubu (n=8) 59+0,8 5+0,7 6,2%+1,6 54+0,7
S Grubu (n=6) 3,8+0,2 4,4+0,2 44+0,2 4,3+0,3

N Grubu (n=7) 4,3+0,3 46+0,4 4,4+0,4 51+0,6
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4.4.3. Plazma insiilin Diizeyi

Plazma insilin duzeylerinin istatistiksel analizi yapilarak tim gruplara
zamansal acidan bakildiginda, 60. ve 90. dakikalarda diger zamanlardan farkl olarak
inslilin seviyesinin anlamh sekilde yiksek oldugu bulunmustur (F=9,099, P=0,001).
Gruplar kendi icinde kiyaslandiginda N grubunda insiilin dizeyleri daha dislk
bulunmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (F=2,037,
P=0,159). Tablo 4.8’de sicanlarin plazma insilin dizeyleri verilmistir. Sekil 4.6’da

plazma insiilin dizeylerinin farkh gruplar ve zamanlardaki degisimi de gosterilmistir.

Tablo 4.8. ELISA yontemiyle 6lgulen plazma insilin diizeyleri (pmol/It)

Plazma insiilin Diizeyleri

0. dakika 30. dakika 60. dakika 90. dakika

T Grubu (n=8) 28,3+5,2 39,4+10,8  656+12,7° 7594917
S Grubu (n=6) 31,645 43,2+14,8 546+9,1°  71,4+113"
N Grubu (n=7)  28,2%58 29,8+9,7 42,4+8,9" 36,4175

** P<0,01 grup ici 60 ve 90. dk’lar 0 ve 30. dk’lara gore

Her Gg¢ grubun zaman icinde degisen plazma insilin dizeyleri kullanilarak
AUC degerleri hesaplanmigtir. AUC degerleri analiz edildiginde, NPS 2143 grubunda
L-triptofan ve siklodekstrin gruplarina gore insilin salgisinin anlamli sekilde daha
dislik seyrettigi bulunmustur (F=5,387, P=0,015). Tablo 4.9’da sicanlarin deney

protokoll boyunca dlgllen plazma insilinayc degerleri verilmistir.
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Plazma insiilin Diizeyleri
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Sekil 4.6. Plazma insilin diizeylerinin farkli gruplar ve zamanlardaki degisimi

**Pp<0,01 grup ici 60 ve 90. dakikalar ile 0 ve 30. dakikalar arasinda

Tablo 4.9. Sicanlarin deney protokolili boyunca olcilen plazma insilinayc

degerleri

insiilinayc Degerleri

T Grubu 173,5+12,9
S Grubu 173,7 +18,2"
N Grubu 104,4 + 17,4

* P<0,05 T ve S gruplari N grubuna gore
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5. TARTISMA

GUnlik besin alimlarindaki biylk dalgalanmalara ragmen hayvanlarin
dikkate deger bicimde sabit bir viicut agirhigina sahip olmalari, cesitli enerji
homeostazi mekanizmalari sayesinde uzun doénemde total kalori alimi ve
harcamalarinin dengelenmesine baglanabilmektedir. Santral ve periferik sinyaller
mevcut enerji dengesinin durumu hakkindaki bilgileri hipotalamus ve beyin sapi gibi
ilgili beyin alanlarina ileterek gesitli diizenleme mekanizmalarinin devreye girmesini
saglamaktadir. Yani beyin, viicudumuzun enerji durumuna dair gesitli hormonal,
noral ve metabolik sinyalleri alarak, enerji alimi ve harcamasi ile iliskili stregleri
koordine etmektedir. Besin aliminin diizenlenmesinde beyin igin en 6nemli bilgi
kaynagi beyin-bagirsak aksindan gelmektedir. Bagirsaktan gelen néral ve hormonal
uyarilarla birlesen bu sinyaller aclik ve tokluk durumlarinin ortaya cikmasini saglar.
Son yillarda, bahsi gegcen beyin-bagirsak arasi néral ve hormonal iletisimin enerji
homeostazi lizerine etkilerini anlama konusunda 6nemli gelismeler kaydedilmistir.
Bagirsak hormonlari, spesifik olarak beyni hedef alarak istahin dizenlenmesini
saglamak gibi birgok fizyolojik etkiye sahiptir. Son ¢alismalar, bagirsak hormonlarinin
insanlarda enerji homeostazini diizenlemede bir arag olarak kullanilabilecegini ve bu
roli ile de anti-obezite ve anti-diyabet ilacglari icin yeni hedef ve stratejilerin
gelismesine biylk katki saglayacagini gostermektedir (19,166). Bu sebepten
¢alismamizda inceledigimiz GLP-1 ve PYY gibi bagirsak hormonlari, istahi azaltip

enerji tiiketimini artirarak viicut agirhgini diizenlediginden 6nem arz etmektedir.

GLP-1 ile iligkili farmakoterapiler, postprandiyal insilin sekresyonunu artirip,
gida alimini baskilayarak kilo kaybina sebep oldugundan diyabet tedavisinde 6nemli
rol oynamaktadir (167,168). Son yillarda tip 2 diyabetin tedavisinde, GLP-1 hormon
analoglarinin uzun dénem kullanimi glindeme gelmistir (169). Endojen GLP-1, DPP-
IV enzimi tarafindan 1-2 dakika igerisinde hizl sekilde parcalandigindan dogal GLP-
1’in diyabet tedavisinde kullanilmasi pratik ve kullanish bir yontem degildir (46).
Literatlir kapsaminda yapilan calismalar, obezite ve diyabet icin GLP-1 analoglari
kullanilmasinin Gmit verici yeni bir yaklasim oldugunu gdstermektedir (170).

Amerikan Gida ve ilag idaresi (FDA) tarafindan sitagliptin gibi cesitli GLP-1 analoglari
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T2DM tedavisi igin, GLP-1 reseptdr agonisti olan liraglutide ise son olarak obezite

tedavisi icin onaylanmistir (168).

Diyabeti olan ve olmayan kisilerde yapilan ¢alismalar, GLP-1 analoglarinin
insllin salgisini ve duyarliligini artirdigini, aglik kan sekerini distrdigini ve plazma
glukagon seviyelerini azalttigini goéstermistir (171-173). Ayrica GLP-1 analoglari
saglkli, diyabetli ve obez kisilerde tokluk hissini artirip, istahi azaltarak ve mide
bosalmasini yavaslatarak kilo kaybina sebep olmaktadir (172,174-176). Ancak GLP-1
analoglari kullaniminda 6zellikle ilk haftalarda bulanti ve kusma en sik rastlanan yan
etkilerdir ve kademeli sekilde dozun yikseltilmesi tavsiye edilmektedir (172,177).
Dolayisiyla hazir olarak alinan GLP-1 analoglarinin kullanilmasindan ziyade bu
hormonun dogal yoldan salinimini gergeklestirecek mekanizmalarin aydinlatiimasi
onem arz etmektedir. GLP-1 hormonunun salgilanmasinda karbonhidratlar, yaglar
ve proteinlerin etkili oldugu bilinmektedir. Ozellikle karbonhidrat ve yag alimina
bagh olarak bagirsaktan GLP-1 sekresyonunun arttigina dair insan ve hayvan
calismalari mevcuttur (178-180). Yakin zamana kadar proteinlerin GLP-1 sekresyonu
Uzerine etkili olmadigl veya ¢ok az etki gosterdigi diistinilmesine ragmen yapilan
¢alismalar proteinlerin de GLP-1 saliniminda etkili oldugunu ortaya koymaya
baslamistir (20,77,81,134,162). Bu nedenlerden dolayi calismamizda esansiyel bir
aminoasit olan L- triptofan uygulamasiyla fizyolojik yollardan GLP-1 salgisinin degisip
degismedigi incelenmistir. GLP-1 ve PYY hormonlarinin enteroendokrin L
hicrelerinden birlikte salindigl ve metabolizma agisindan benzer etkiler gésterdikleri
dislinilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda GLP-1 hormonunun yani sira PYY
hormon diizeyleri de 6lgllmustlir. Bu hormonlarin salgisinin glukoz metabolizmasi
Uzerine olan etkisine bakabilmek icin insilin dlzeyi ve kan glukozu

konsantrasyonuna da bakilmistir.

Esansiyel bir aminoasit olan L-triptofan, protein sentezine ek olarak
serotonin, melatonin, triptamin, kinolinik asit, kinurenik asit, koenzimlerden NAD ve
NADP gibi bilesiklerin 6ncisidir (120). Diger aminoasitlerden yapisal olarak ayirt
edici 6zelligi, yapisindaki karbon atomuna bagh fonksiyonel indol grubudur (120).

Ayni zamanda L-triptofan nonpolar, glukojenik ve ketojenik 6zelliklere sahiptir (122).
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Bu ozelliklerinin yani sira, L-triptofanin metabolik faaliyetlerde de ©6nemli rol
oynadigini, tokluk hissini artirdigini veya anti-diyabetik etkilerinin oldugunu
gdsteren calismalar bulunmaktadir (156,181,182). Ornegin, sicanlara intraperitoneal
olarak diisik doz (75-110 mg/kg) triptofan verilmesi ilk bir saat icinde yiyecek
aliminda %40 oraninda azalmaya sebep olmustur (133). Benzer sekilde, saglikh
erkeklerde dakikada 0,15 kcal olacak sekilde L-triptofan inflizyonunun gida alimini
%19 oraninda azalttigi ve tokluk hissi yarattigi bulunmustur (134). Saghkh
gonulltlerde gergeklestirilen bir baska ¢alismada ise jelatinden zengin bir kahvaltiya
L-triptofan eklenmesinin istah ve besin alimi (zerine bir etkisi saptanamamistir

(128).

Bazi ¢alismalar triptofanin bu etkilerinin metabolizma ile iliskili hormonlarin
salinimina bagh olabilecegini gdstermektedir. Tsiolakis ve Marks’a gore, oral L-
triptofan alimi insanlarda ve siganlarda insilin salinimina yol agmaktadir (183). Buna
ek olarak, hipertansif sicanlara oral tek doz olarak verilen L-triptofanin kan
basincinin yani sira, kan glukozu ve insilin seviyesini dislirdigi gosterilmistir (130).
Steinert ve arkadaslari, saglkli erkeklerde L-triptofanin 90 dakikalik intraduodenal
infizyonunun kolesistokinin, glukagon, GLP-1 ve PYY seviyelerini artirdigini ve
ghrelin lzerinde etkili olmadigini  bulmuslardir. Bu c¢alismada L-triptofan
uygulamasinin kontrole gére 75-90. dakikalarda GLP-1, 60-90. dakikalarda PYY, 30-
90 dk'lar arasinda glukagon ve 75. dk’da insilin seviyesini artirdigi tespit edilmistir.
Yine ayni ¢alismada L-triptofanin bagirsaklardaki etkisinden bagimsiz olarak santral
etkilerle istahi azalttigi da gosterilmistir (134). Benzer sekilde Zhang ve arkadaslari,
triptofan ve fenilalanin karisiminin (Trp+Phe, 100 mM) intrakolonik inflizyonunun
PYY salinimina yol actigini, Trp+Phe karisiminin intravenéz inflizyonuyla PYY
salinmadigini gostermislerdir (184). Triptofanin bagirsaktaki bakteriler tarafindan
Uretilen metaboliti olan indoliin, kisa silireli uygulanmasi sonucu bagirsaktaki L
hiicrelerinden GLP-1 salgilandigi da gorilmustir (20). Benzer sekilde Mace ve
arkadaslari, izole sican bagirsagi ile yaptiklari deneylerde L-triptofan’in GLP-1

salgisini artirdigini bulmuslardir (81).
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Calismamizin sonucunda saglikl sicanlara intraduodenal olarak uygulanan L-
triptofanin GLP-1 salgisina yol actigi bulunmustur. GLP-1 salgisindaki artis 60.
dakikada ortaya ¢ikmis ve 90. dakikada da yliksek seyretmistir. Bu bulgu literatiirle
uyumluluk gostermektedir. GLP-1 hormonunun gida alimindan 15 dakika sonra
seviyesinin ylikselmeye basladigi, 30-45 dakika icinde pik yaptigl ve 2-3 saat sonra
bazal diizeyine dondigl bilinmektedir (61,85). Bu sebeple ¢alismamizda, sicanlara
intraduodenal kateter ile L-triptofan uygulandiktan sonra 0, 30, 60 ve 90.
dakikalardaki kan ornekleri alinarak GLP-1, PYY ve insilin hormonlarinin salgisi
incelenmistir. GLP-1 salgisinin L-triptofan uygulamasina bagh olarak zaman

icerisinde arttig1 egri altinda kalan alan (AUC) hesaplanarak gosterilmistir.

PYY 6zellikle ileum ve kolonda bulunan L hiicrelerinden GLP-1 ile birlikte
salinmaktadir. GLP-1 gibi PYY sekresyonu da bagirsak limenindeki besinlerin
varligina bagli olarak uyarilir ve her iki hormon birgok tiirde benzer gastrointestinal
islevler gosterir (185). Calismamizin sonucunda L-triptofanin intraduodenal
inflizyonunun GLP-1 salgisina yol agmasina ragmen PYY seviyesinde degisiklige yol

acmadigi bulunmustur. Bu sonucun bize gore (g farkli nedeni olabilir.

Bunlardan ilki, PYY salgisinda proteinlerin etkisinin zayif olmasi olabilir.
Ullrich ve arkadaslarinin saglikli erkeklerde yaptigl bir calismada, hem lipit hem de
proteinlerin plazma PYY seviyesini artirdigi ancak 30-90. dakikalar arasinda lipitlerin
proteinlerden daha fazla etki gosterdigi bulunmustur (186). Benzer sekilde, yiksek
protein iceren diyet (%30, HP), normal protein iceren diyet (%15, NP) ve %15
oraninda enerji iceren aminoasit ve protein karisimi iceren diyet (NPAA) uygulanan
kilolu ve obez bireylerde insilin, ghrelin ve PYY hormonlarina bakildiginda aglik
konsantrasyonlarina gore farklilik bulunamamistir (137). Ryan ve arkadaslarinin
saglikh kisilerde vyaptigi calismalarda, intraduodenal protein inflizyonunun
antropiloroduodenal motilite, gastrointestinal hormon salinimi, glukoz ve insilin ile
iliskili oldugu ve enerji aliminin baskilandigi gorilmustir. Ayrica intraduodenal
protein uygulamasi ile GLP-1 ve kolesistokinin hormonlarinin uyarilip, PYY ve ghrelin
hormonlarinin uyarilmadigl bulunmustur (136,187). Yine benzer bir ¢alismada, bir

yag asidi olan oleik asidin intraduodenal uygulamasinin PYY salinimini uyardigi ancak
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intraduodenal olarak verilen aminoasit karisiminin (fenilalanin+triptofan), glukozun
veya karaciger ekstraktinin plazma PYY seviyelerini yikseltmedigi bulunmustur
(188). Dolayisiyla proteinlerin  PYY salinimi agisindan 6nemli bir faktor
olmayabilecegi gorilmektedir. Calismamizda L-triptofan uygulamasina bagh olarak
GLP-1 hormonu salgisi artarken PYY hormonu salgisinda artis olmamasi

aminoasitlerin yaglar kadar etkili olmamasina bagh olabilir.

ikinci neden PYY hormonunun sindirim kanalinin distalinden daha fazla
salinmasi ile iligkili olabilir. PYY'nin GLP-1 ile ko-sekresyonu sindirim kanalinin
distaline dogru gidildik¢ce artis gostermekte ve oOzellikle kolonun uyarilmasi PYY
salgisina yol agmaktadir. izole tavsan kolonlarinda, safra tuzu ve kisa zincirli yag
asitlerinin portal vendeki PYY dlizeylerinde anlamli artisa sebep oldugu gérilmaistdr.
Tuz, yag asiti, aminoasit karisimi, glukoz ve karaciger ekstraktinin kopeklere
intrakolonik olarak uygulanmasi PYY salinimini énemli dlciide uyarmistir. insan
kolonunun tiim kisimlarina deoksikolat inflizyonu yapildiginda yine dolagimdaki PYY
diizeylerinde 6nemli bir artis gérilmustiir (106). Greeley ve arkadaslari tarafindan
yapilan benzer bir calismada ise, bir yag asidi olan oleik asidin intraduodenal
uygulamasinin PYY salinimini uyardigi ancak intraduodenal olarak verilen aminoasit
karisiminin (fenilalanin+triptofan), glukozun veya karaciger ekstraktinin plazma PYY
seviyelerini ylkseltmedigi bulunmustur (188). Bizim ¢alismamizda L-triptofanin
intraduodenal olarak uygulanmasinin PYY salgisina yol agmamis olmasi salginin
duedonum ve jejenumdan ziyade kolonun uyarilmasina bagli olmasiyla aciklanabilir.

Diger bir neden, GLP-1 ile PYY arasindaki geri bildirim mekanizmasiyla iliskili
olabilir. Enteroendokrin L hiicrelerinde GLP-1 tarafindan yonetildigi distinilen bir
oto-reglilasyon sistemi bulunmakta ve bu sistem PYY salinimini modiile
edebilmektedir. insanlarda yapilan bir ¢alismada, GLP-1 infiizyonu ile plazma PYY
konsantrasyonunun bazal seviyenin altina distigli ve GLP-1'in direkt olarak
inhibitor etki gosterdigi bulunmustur (185). Boylece sindirim kanalinin proksimal
kisimlarinin uyarilmasiyla artan GLP-1 seviyelerinin daha distalde bulunan L
hiicrelerinin salgisini inhibe ettigi ve PYY saliniminin baskilanmasini saglayan negatif

geri bildirim etkisi yarattigi distinilebilir (185).
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Sicanlara intraduodenal olarak verdigimiz L-triptofanin bagirsaklardan
emildigini gosteren plazma L-triptofan dizeyi deney protokolii boyunca takip
ettigimiz parametrelerden birisidir. Sicanlara intraduodenal olarak verdigimiz L-
triptofanin plazma dizeyinin tespiti icin HPLC yontemi kullaniimistir (189,190).
Sonuc olarak, intraduodenal olarak uygulanan L-triptofan’in tim gruplarda 30.
dakikada pik yaptigi ve 60-90. dakikalarda seviyesinin yavas sekilde dustigu
gorilmustir. Boylece beklenildigi sekilde, tim gruplarda bu artisin anlamli ve korele

sekilde gercgeklestigi ve gruplar arasinda fark olmadigi tespit edilmistir.

Kalsiyum algilayan reseptorler, ekstraselller kalsiyum seviyelerindeki
degisiklikleri algilayan G proteini ile eslesmis reseptorlerdir ve memelilerde tim
vicudun kalsiyum homeostazinda 6énemli rol oynarlar. CaSR’lerin sindirim kanal
dahil olmak tizere bir cok dokuda varhigi gésterilmistir. Ozellikle paratiroit, kemik ve
bobrek hilicrelerinde, midede gastrin salgilayan G hicrelerinde, mukus salgilayan
pariyetal hiicrelerde, ince bagirsak ve kolon epitel hicrelerinde, enteroendokrin
hicrelerde eksprese edilmektedir (191). CaSR’lerin esas ligandi ekstraseliler
kalsiyum olmasina ragmen, polivalan katyonlar (Mg*?,Sr*?,Gd*®), poliaminler, bazik
polipeptitler (protamin, poli-lizin) ve triptofan gibi aromatik L-aminoasitler de

reseptori aktive edilebilmektedir (155,156).

CaSR’ler ve L-aminoasitler arasindaki etkilesim son yillarda oldukga
glindemde olup bu etkilesimin 6nemi tam olarak bilinmemektedir. Literatlirde
yapilan calismalara bakildiginda, CaSR transfekte edilen insan embriyonik bobrek
(HEK293) hiicrelerinde, L-aminoasitlerden fenilalanin, triptofan ve histidinin
CaSR’leri aktive ettigi gosterilmistir (158). Ayrica insan paratiroit hicrelerinde,
aromatik aminoasitlerden fenilalanin ve triptofanin, diger aminoasitlerden daha
glcli sekilde CaSR’leri uyardigi tespit edilmistir (157). Benzer sekilde intestinal
yerlesimli CaSR’lerin de aminoasitlerle etkilestigi ve bu etkilesim sonucunda hormon
salgisinin  degistigi  disinilmektedir. intestinal hiicre modellerinde yapilan
calismalarda, L-aminoasitlerden glutamin, fenilalanin ve triptofan’in GLP-1 salgisini
uyardigl gosterilmistir (77,162). L hicrelerinde yapilan baska bir calismada,

peptonlarla uyarilan GLP-1 sekresyonunun CaSR antagonisti olan NPS 2143’e karsi
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duyarli oldugu gorulmustir (160). Mace ve ark. tarafindan izole sican bagirsaginda
yapilan bir ¢alismada ise, CaSR’lerin bagirsaklarda bulunan aminoasitleri algilayarak
peptit (GiP, GLP-1 ve PYY) salimimini diizenledigi gdsterilmistir (81). Bu bulgular
CaSR’lerin besin alimina karsilik olusturulan cevapta 6nemli bir diizenleyici reseptor

olarak gorev yaptigini distindlirmektedir.

Bu bulgulardan yola ¢ikarak planladigimiz ¢calismamiz daha dnce yapilan in
vitro calismalara ek olarak L-triptofanin bagirsaktaki kalsiyum algilayan reseptorler
Uzerinden etki gostererek GLP-1 salinimini uyardigini in vivo ortamda goéstermesi
acisindan onemlidir ve bildigimiz kadariyla bu konuda yapilmis ilk in vivo ¢alismadir.
Calismamizda yer alan ilk gruba sadece L-triptofan (100 mg/kg) uygulanirken; ikinci
gruba once CaSR aktivitesini inhibe ettigi bilinen NPS 2143 (0,1 mg/kg), ardindan L-
triptofan (100 mg/kg) ve Uglincu gruba da NPS 2143’in ¢ozlictsl olan siklodekstrin
(%15) ve sonrasinda L-triptofan (100 mg/kg) uygulanmistir. Literatiirde siganlara
oral veya intraduodenal olarak uygulanan ginlik L-triptofanin dozlarina bakildiginda
10 ila 500 mg/kg arasinda degisen degerler gorilebilmektedir ve bu bilgiler 1518inda
bakildiginda ¢alismamizda kullandigimiz 100 mg/kg L-triptofan dozunun orta
seviyede bir doz oldugu soylenebilir (131,192-194). 1986 yilinda si¢anlarda yapilan
bir calismada, 250 mg/kg/gin dozundaki L-triptofanin 3 giin boyunca oral
uygulanmasinin karacigerde patolojik degisikliklere yol actigi gosterildiginden,
calismamizda L-triptofanin 100 mg/kg’lik konsantrasyonunun kullanilmasina karar
verilmigtir (195). L-triptofan ve NPS 2143’lin oral yoldan gavaj ile veya intravenoz
olarak verilmesinden ziyade intraduodenal olarak verilmesinin sebebi de, intestinal
kalsiyum algilayan reseptorleri baska etkilesimler olmaksizin dogrudan uyarmak ve L
hiicreleri ile iliskili olasi bir mekanizmanin varligini ortaya koymaktir. Literatlirde de
benzer sekilde intraduodenal kateter uygulamasiyla farkh peptitlerin bagirsaktaki

CaSR’leri uyardigi gosterilmistir (165).

Calismamizda intraduodenal kateter uygulamasi yapilmadan once ve
yapildiktan sonra sicanlarin kilolari 6l¢lilmustir. Sicanlarin ilk ve son kilolari arasinda
fark oldugu ve son odlgiimlerde ilk 6lciimlere goére anlamli bir sekilde kilo kaybi

meydana geldigi gézlemlenmistir. Bu durumun intraduodenal kateter takilmasindan
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sonraki donemde siganlarin gida alimlarinda azalma olmasindan kaynaklandigi

dusinilmektedir. Ancak her (g grupta da kilo kaybi benzer oranda olmustur.

Calismamizda CaSR aktivitesini inhibe ettigi bilinen kalsiyum reseptor
antagonisti NPS 2143 kullanilmistir (196). NPS 2143 siklodekstrin ¢ozeltisi icerisinde
¢Ozlinebilmektedir. Literatlr bilgisine bagh olarak, saf suda c¢oziilerek hazirlanan
%15 oraninda siklodekstrin solGsyonu kullanilmis ve NPS 2143 bu sollisyonda
¢ozllmistlr (197,198). Cahismamizda ¢ozlicinin etkisini dislayabilmek igin ayrica
siklodekstrin grubu da olusturulmustur. Siklodekstrin sollisyonunda ¢6ziinen NPS
2143, 0,1 mg/kg olacak sekilde si¢anlara intraduodenal kateterle verilmistir.
Literatirde NPS 2143’Gn 1 mg/kg dozunda verildigine dair c¢alismalar da
bulunmaktadir ancak bu uygulamalar ven6z kateterle yapilmis ve bu dozda NPS
2143’Gn hipertansif etkisinin oldugu gosterilmistir (197,198). Muramatsu ve
arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, 0,1 mg/kg NPS 2143 intraduodenal
olarak uygulanmis ve CaSR aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (165). Bu sebepten
calismamizda, NPS 2143’ln intraduedonal dozu 0,1 mg/kg olarak segilmistir. GLP-1
sekresyonu agisindan bakildiginda NPS 2143 grubunda diger gruplara goére anlaml
sekilde dastus oldugu goézlemlenmistir. Dolayisiyla NPS 2143 grubunda CaSR
aktivitesinin inhibisyonuna bagl olarak GLP-1 sekresyonunun azaldigi gosterilmistir.
Bulgularimiz CaSR’lerin aminoasitlere cevaben aktive olarak bagirsak peptitlerinden

GLP-1’in salgisina aracilik ettigini géstermektedir.

GLP-1 ve insilin kan glukozunu dizenleyen hormonlar olduklarindan
¢alismamizda siganlarin kuyruk veninden 0, 30, 60 ve 90. dakikalarda kan 6rnekleri
alinarak kan glukozu diizeyleri takip edilmistir. Kan sekeri takibi icin glukoz 6lgiim
cihazi ve test stripleri kullaniimistir. Olciimler sonucunda gruplar arasinda ve grup

icerisinde zamansal agidan istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik bulunmamustir.

Her ne kadar aminoasitler glukoneogenez icin potansiyel substrat olsa da,
hem saghkh hem de tip 2 diyabetli kisilerde protein aliminin kan glukoz
konsantrasyonunu artirmadigi bilinmektedir. Saglkh kisilerin yumurta beyazindaki
proteinleri tek 6glin tiiketmesiyle kan glukoz konsantrasyonlarinin artmadig, tip 2

diyabetli kisilerde yapilan baska bir calismada protein aliminin postprandiyal glukoz
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konsantrasyonunda azalmaya sebep oldugu bulunmustur (199,200). Tip 2 diyabetli
kisilerde yliksek oranda protein igeren bir kahvaltinin HbA;c oranini, postprandiyal
glukoz ve insilin seviyelerini, sistolik kan basincini dastrdigd bulunmustur
(201,202). Benzer sekilde saglikh ve tip 2 diyabetli kisilerde tek 6guinlik protein
diyetiyle yapilan bir g¢alismada, aminoasitlerin glukoneogenez yolaginda
kullanilmasina ragmen glukoz konsantrasyonunu artirmadigi bulunmustur (201). Tip
2 diyabetli kisilerde yapilan baska bir ¢alisma, bu kisilere verilen aminoasitin
deaminasyonuna goére Uretilmesi beklenen net glukoz miktarini yaklasik 11-13 gr
bulmusken, kanda 6lglilen glukoz miktarinin yaklasik 2 gr oldugu gorilmistir (203).
Bu durum, protein alimi sonucunda dolasimda artan glukagon seviyesinin
karacigerde aminoasitlerden glukoz Uretimini uyarmasina ragmen artan insilin
konsantrasyonunun iskelet kaslarini uyararak glukoz alimini ve glikojen depolarini

artirmasina baghdir (204).

Calismamizla benzer sekilde Inubushi ve ark. tarafindan yapilan bir calismada
spesifik olarak L- triptofanin kan glukozu artisini baskiladigi bulunmustur (131).
Ayrica Tip 2 diyabetik hayvan modelinde, L-triptofanin 15 dakika oral olarak
uygulanmasinin kan glukoz dizeyini degistirmedigi gorilmistir (205). Ancak
hipertansif sicanlarda oral tek doz L-Trp uygulamasi ile kan glukozu seviyesi artmistir
(130). Yapilan baska bir calismada ise diyabetik sicanlarda triptofan achk kan
sekerini ylkseltirken, diyabetik olmayan kontrollerde yiikseltmemistir.

CGalismamizda kan sekeri ve hormon seviyesi gibi parametreler incelenirken
bu degerleri degistirebilecek bir parametre olan viicut sicakligl, deney protokolii
boyunca rektal prob ile takip edilmistir. Hipoterminin kan sekeri homeostazini ve
instlin duyarhlgini bozdugu, kan glukozunda artisa yol actigl bilinmektedir
(206,207). Bu sebepten kan glukozuyla ilgili optimizasyonu saglamak amaciyla,
deney siiresince sicanlarin hipotermiye girmesini engelleyecek bir ortam
saglanmistir. Gruplar ve zamanlar acisindan sonuglara bakildiginda, anlaml bir fark

bulunamamistir.
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6. SONUGCLAR VE ONERILER

Sonuglar

1) intraduodenal L-triptofan uygulamasina bagli olarak GLP-1 salgisi artmistir.

2) intraduodenal L-triptofan uygulamasinin PYY salgisinda anlamli bir
degisiklige yol agmadigi gorilmustur.

3) insilin salgisi intraduodenal L-triptofan uygulamasina bagh olarak artmistir.

4) intraduodenal L-triptofan uygulamasi kan glukoz diizeyini degistirmemistir.

5) NPS 2143 grubunda GLP-1 salgisinin baskilandigi dolayisiyla bu etkide
CaSR’lerin rol oynadig gosterilmistir.

6) NPS 2143 grubunda L-triptofan ve siklodekstrin gruplarina goére insilin
salgisinin daha az oldugu gorilmustr.

7) NPS 2143’Gn ¢o6zlclsu olan siklodekstrinin glukoz metabolizmasi veya
kalsiyum algilayan reseptoérler Uzerine herhangi bir etki gostermedigi
bulunmustur.

8) Sicanlara intraduodenal kateter takilmasindan sonraki iyilesme sirecinde
kilo kaybettikleri gorilmustir.

9) Sicanlara intraduodenal olarak verilen L-triptofanin bagirsaklardan

emildikten sonra seviyesinin tiim gruplarda 30. dakikada pik yaptigi ve 60-

90. dakikalarda yavas sekilde distigi bulunmustur.
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Oneriler

Bu tez calismasiyla, bir esansiyel aminoasit olan L-triptofan’in sicanlara akut
intraduodenal uygulamasinin bagirsaklardan GLP-1 ve PYY salgisi Gzerine olan etkisi
ve bu etkide CaSR’lerin roli olup olmadiginin incelenmesi amaglanmistir.
Calismamiz sonucunda akut intraduodenal L-triptofan uygulamasina bagh olarak
plazma GLP-1 ve insilin diizeylerinde anlamli sekilde bir artis oldugu, ancak plazma
PYY ve glukoz diizeylerinde fark olmadigi gortlmustiir. Calismamizda ayrica kalsiyum
algilayan reseptorlerin L-triptofanin olasi GLP-1 ve PYY salgilatici etkisine aracilik
eden reseptorlerden olup olmadigini belirleyebilmek amaciyla bir kalsiyum
antagonisti olan NPS 2143 kullanilmistir. NPS 2143 kullanilan grupta GLP-1 ve GLP-
1’in hedefi olan insulin salgisinin baskilandigl gézlenmistir. Bu bulgu da, L-triptofanin
bagirsaklardan GLP-1 salgilatici etkisinin kalsiyum algilayan reseptorler araciligiyla
da gercgeklestigini kanitlamaktadir. Bu mekanizmanin anlasilmasi, gelecekte L-
triptofan gibi dogal aminoasitler kullanilarak herhangi bir yan etkiye yol agmaksizin
diyabet ve obezite gibi hastaliklarla miicadele edilmesi agisindan 6nemlidir.
Gelecekte insanlar Uzerinde yapilacak calismalarda benzer sonuglar alinmasi
durumunda, bu aminoasitin glukoz metabolizmasi lzerine olumlu etkileri goz

oninde bulundurularak terapétik ajan olarak kullanilmasi glindeme gelebilir.
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