T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SICANLARDA STREPTOZOTOSIN ILE
OLUSTURULAN DIYABET MODELINDE
GLP-1’IN ANKSIYETE BENZERI DAVRANIS
ILE ILISKISININ ARASTIRILMASI

GUVEN GUVENDI

FiZYOLOJi DOKTORA TEZi

[ZMIR-2019

TEZ KODU: DEU.HSI.PhD-2012970173



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SICANLARDA STREPTOZOTOSIN ILE
OLUSTURULAN DIYABET MODELINDE
GLP-1’IN ANKSIYETE BENZERI DAVRANIS
ILE ILISKISININ ARASTIRILMASI

FiZYOLOJI DOKTORA TEZi

GUVEN GUVENDI

Danisman Ogretim Uyesi: Prof. Dr. Nazan UYSAL HARZADIN

Bu arastirma OYP 6denegiyle desteklenmistir.

TEZ KODU: DEU.HSI.PhD-2012970173



Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Fizyoloji Anabilim Dali, Fizyoloji
Doktora programi dgrencisi Gilven Gilvendi, “Siganlarda Streptozotosin ile Olusturulan
Diyabet Modelinde GLP-1’in Anksiyete Benzeri Davranis lle iligkisinin Aragtirilmasi”

konulu doktora tezini 15.01.2019 tarihinde basarili olarak tamamlamigtir.

BASKAN
Prof. Dr. Nazan UYSAL HARZADIN

Dokuz Eyliil Universitesi

Fizyoloji AD
Prof. Dr. Osman ACIKGOZ Prof. Dr. Ahmet KOYU
Dokuz Eyliil Universitesi [zmir Katip Celebi Universitesi
Fizyoloji AD Fizyoloji AD
Uy
Prof. Dr. Eser OZ OYAR Ddg. Dr. Mehmet ATES
izmir Katip Celebi Universitesi Dokuz Eyliil Universitesi

Fizyoloji AD Saglik Hizmetleri MYO



ICINDEKILER

TABLOLAR DIZINI......ciiiiiiiiiieiiiescssee e s Y%
SEKILLER DIZINI ......ooiiiiiiiiiiieiicsice ettt %
KISALTMALAR .o Vi
TESEKKUR ..ottt sttt bbbttt IX
OZET oottt bbbt 1
ABSTRACT bbb r e 3
1. GIRIS VE AMAC ..ottt n sttt an s st as s st esenseantesans 5
2. GENEL BILGILER ...ttt 7
2.1. Glukagon Benzeri PEPLiO-1.........ccccuiiriiieiiieniesiesieie et 7
2.1.1. Sentezi V& SAINIMI ..cc.vviiiiiiiiiiiiesiie ettt b saeas 8

2 Y (5721 010 211 1 R PSR P O UPPRO 9
2.1.3. RESEPIOTIETL ..ttt 10
2.1.4. Periferik ETKIIErT .....cooviiiicicec s 11
2.1.5. Santral EKIIEri. ... 16

2.2. ANKSIYELE ...ttt ettt e e et e et e e nr e r e ne e re et e e ars 19
2.2.1. Tanim ve genel bIlgIler........ccooiiiiiiiiiiii 19

p A = o1 (=T (1Yo o) PSSR 20
2.2.3. SIS YANIL .evviiiiiiiiieiee e 20
2.2.4. Saglikl1 stres yanitinin olusturulmast ........ccooceiiiiiiiiiic 22
2.2.5. Anksiyete benzeri davranis gelisiminde gorev alan beyin bolgeleri ...................... 26
2.2.6. Anksiyete benzeri davranis gelisiminde gérev alan norotransmitterler ................. 27

2.3. DIADEtES MEIITTUS ... 29
2.3.1. Semptom Ve KompliKaSyONIar ..o 30
2.3.2. Diyabetin siniflandirtlmast ..........cccoviiiiiiiiiiic e 31



2.3.3. TIP 2 DM TEAAVIST ...ttt bbb 32

2.3.4. Inkretinlerin tedavi amagli Kullanimi ............cc.oceueveverevcreeieseeecee e 33
2.3.5. DM ve anksiyete benzeri davranis iligkisi........c.coooiiiriiiniiiiiiiieiieeee e 35
2.3.6. DM modeli — StreptozotoSin V& DM ........cccviiiiiiiiiiieeseeeee e 37
2.4. GLP-1 ve anksiyete benzeri davranis ..........cocvieeiiiiiiieiineesece e 37
3. GEREC VE YONTEM.......cocooititiiiieeiete ittt ettt sttt 39
3.1, AraStIrmanIn TIPiu...ueeiiieeiiiee it e e e nr e nrre e 39
3.2. Arastirmanin Yeri V& ZAMANI ........ueeeeiiurreeeiiieeeesiisseeeesaisseesssssseesssssssessssssssssssssseesans 39
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi / Calisma GIubU ........cceveveveeeeevereieeeeeeeeeeeeeeeenes 39
3.4, Calisma Materyali......ccceeiiieiiiiiieiecse e 39
3.4.1. Sitagliptin Kullanimi ...........cccooiiiiiiiiiii 40
3.5. Arastirmanin DegiSKenleri........ccooiiiiiiiiiiiiic e 40
3.6. Veri Toplama ATaGlar .........coviiiiiieiiiiieiiei s 41
3.6.1. Anksiyete Benzeri Davranisin Degerlendirilmesi.........c.cccooovviiiiiniicnniicnen 41
3.6.2. Sakrifikasyon ve DOoKu AYITmI.......ccooiiiiiiiiiiiiii e 43
3.6.3. Biyokimyasal INCElEMEIET ...........cccevvvieiuireriiiiicieie e 44
3.6.4. HiStOIOJIK INCEIEMEIEE ... 49
3.7. Arastirma Plant ve TaKVIMI......ccoooiiuiiiiiiiiiie e 51
3.8. Verilerin Degerlendirilmesi .........cccvoiiiiiiiiiiiic e 52
3.9. Arastirmanin SINITIIKIAIT.......ooiiiiiii e 52
3.10. Etik KUrul Onayl......ccccciiiiiiiiiiie s 52
4. BULGULAR ...ttt ettt e bt et e bt esae e e be e bneannee s 53
O 1 T 0 o)L 1ol ¥ 53
4.2. Davranig Deneylerinin SONUGLATT.........cuiiiiiiiiiiieiiceee e 54
4.2.1. Acik alan teSti SONUGIATT ....cccvvviiiiiie it 54
4.2.2. Yiikseltilmis art1 labirent deney SonuUGIart.........ccceeviiiiiiiiiiiiie e 56



4.3. Biyokimyasal Analiz SONUGIATT .........cocuiiiiiiiiiiie e 59

4.3.1. [leum GLP-1 dlZEYIET ....c..cvevveiveiiecveieeieieee et 59
4.3.2. [leum GLP-1R QUZEYIETT ....c.cvvviveiieiveiiieiicee e 59
4.3.3. PFC GLP-1 dUZEYIETT ....cocviiiiiiiiiiicecee e 60
4.3.4. PFC GLP-1R dUZEYICTT...c.viiuiiiiiiiieieiieeite e 60
4.3.5. P1aZmMa GLP-1 dUZEYIETi.......ceiveiiiiiieieiiieieeiee st 61
4.3.6. Plazma kortikosteron dlZeYIeri .......c.cveiiiiiieiiiiieesie e 61
T | 5 (O ) 110163 F- o PRSP 62
4.4.1. lleum GLP-1 diizeylerinin IHC degerlendirilmesi..........ccccoueverirerrreresicrerienennns 62
4.4.2. lleum GLP-1R diizeylerinin IHC degerlendirilmesi ...........c..ceveverrrcrerinrererienennn. 63
4.4.3. PFC GLP-1 diizeylerinin IHC degerlendirilmesi ............cccoceveviiniiiiniicnce 64
4.4.4. PFC GLP-1R diizeylerinin IHC degerlendirilmesi............cocevviiiiiiiiiiiiiiciinnnnn, 65
4.5. Korelasyon @nalizIEri ..........ccooooiiiiii i 66
CTARTISMA . bbbttt bbb bbb e s e bbb bbb ene e 67
. SONUC VE ONERILER .....c.ccecstiuitiietiiiiiicieteeiee ettt 81
CKAYNAKLAR L.t b e bbbttt bbb bt 82
EILER bbb bbbttt bbbt ene s 126
EK-1. Etik Kurtl Onayl.......cooviiiiiiiee e 126
EK 2. OZGECIMIS ..eeeeeeeeeeeeeeeeecee e e e e s e es s s s s s s s s s s s s s s s s s s sns s s s enesenenannans 127



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. DM tan kriterleri



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1. Deney aKI$ SEIMAST ...eouviiiuiiiiieiiieiie sttt ettt sttt sb e sbe e s sb e sbe e nneeneee s 40
Sekil 2. Agik alan testi AUZENEGT ....covvveiiveieiiiie i bbb 42
Sekil 3. YAL teSt AUZENETI.....covveiveeiiiiiiiiiiiie et 43
Sekil 4. Gruplarin deney periyodu boyunca agirlik degisimleri.........ccoceviieiiiiiiiniciiininene 53
Sekil 5. Gruplardaki net agirlik deGiSTMICTT ......c.vveiivviiiiiiiiiiie e 54
Sekil 6. Agik alan testinde kat edilen toplam mesafeler...........cccooiiiiiiiiiiiiiiiice 54
Sekil 7. Agik alan testinde thigmotaksis SUTeleri.........cccocuieiiiiiiiiiiiiene e 55
Sekil 8. Ag¢ik alan testinde orta alanda gegirilen SUreler...........cccoooevieiiiniic i 55
Sekil 9. Acik alan testindeki ortalama hizlar...............cccccooiiiii e, 56
Sekil 10. YAL testinde acik kollarda gegirilen SUreler..........ccoocveviiiiiiniiniiniiniee e 56
Sekil 11. YAL testinde kapali kollarda gegirilen Sreler...........ccoocveveeiiiniicic i 57
Sekil 12. YAL testinde orta alanda gegirilen SUreler.........cooviieiiiiiieniiiiic e 57
Sekil 13. YAL testinde agik Kollara @iri§ SAYIST ....ccuueiueriveerieriiueerieesieesiiesreesiessieesiee e seee e 58
Sekil 14. YAL testinde kapali kollara giris SAYIST .....ccveivieiieiiiieiienieesie e 58
Sekil 15. Tleum GLP-1 UZEYIETi ...v.vvvviivciiieceeisiere et 59
Sekil 16. {leum GLP-1R dUZEYIETi .......ccvveviveiveriiieriiceeiseeie et 59
Sekil 17. PFC GLP-1 dUZEYIETT .....ccoviiiiiiiiiiiiiiic e 60
Sekil 18. PFC GLP-1R dUZEYIETT ......ccviiiiiiiiiiiiiiiciciee e 60
Sekil 19. Plazma GLP-1 dUZEYIETT .....ccvviiiiiiiiiie e 61
Sekil 20. Plazma kortikosteron dlZeyleri.........ccocuviiiiiiiiiiciiiii e 61
Sekil 21. Gruplarda ileumda bulunan GLP-1"in THC gOsterimi..........ccccvvveiiiiieiiiiininiieenne 62
Sekil 22. lleum GLP-1 diizeylerinin ITHC SKOTIAMASI...........cccoevrvrirevereriiececieieee e, 62
Sekil 23. Gruplarda ileumda bulunan GLP-1R’nin THC gOsterimi........ccooevivveiiiiinieninenne 63
Sekil 24. flleum GLP-1R diizeylerinin ITHC SKOTIAMAST............ccovevevrieereiireieiireiisesesesseiseaas 63
Sekil 25. Gruplarda PFC’de bulunan GLP-1"in THC gOSterimi .........cccccvvrvvvereiiiiennieieeneenn 64
Sekil 26. PFC GLP-1 diizeylerinin IHC skorlamasi...........ccccooiiiiiiiiiiiiiicieccee 64
Sekil 27. Gruplarda PFC’de bulunan GLP-1R’nin IHC gosterimi.........ccoovevirviiieniiiniiienne 65
Sekil 28. PFC GLP-1R diizeylerinin IHC skorlamast ..........cccocoeiviiiieniiiicic e 65
Sekil 29. Prefrontal korteks GLP-1R diizeyleri ile YAL testinde acik kollarda gecirilen siire
arasindaki KOTElaSYOM .........ccuiiiiiiii e 66
Sekil 30. PFC GLP-1R diizeyleri ile YAL testinde orta alanda gegirilen siire arasindaki

0] =] P21 Vo] PRSP 66



KISALTMALAR

5-HT
ACTH
ADP
AgRP
ALP
ALS
ANOVA
AP
ARC
BCA
BDNF
BNP
cAMP
CBG
CD26
CRH
CRHR
DM
DNA
DPP-4
DPP-4i

DR

Serotonin

Adrenokortikotropik hormon
Adenin difosfat

Aguti iligkili peptid

Alkalen fosfataz

Amyotrofik lateral skleroz
Varyans analizi

Area postrema

Arkuat nukleus

Bikinkoninik asit

Beyin kaynakli norotropik faktor
Beyin natriiiretik peptidi

Siklik adenozin monofosfat
Kortikotropin baglayici globulin
Cluster of differentiation-26
Kortikotropin salgilatict hormon
Kortikotropin salgilatict hormon reseptorii
Diabetes mellitus
Deoksiriboniikleik asit
Dipeptidil peptidaz-4

Dipeptidil peptidaz-4 inhibitorii

Dorsal raphe

Vi



ELISA

G6PDH

GABA

GIP

GLP

GLP-1R

GLP-1RA

GLP-1Rant

GRPP

HPA

HRP

IHC

LC

MPGF

MRNA

NAcc

NAD

NE

NEP-24.11

NO

NPY

Enzyme-linked immunosorbent assay
Glukoz-6 fosfat dehidrogenaz

Gama amino biitirik asit

Gastrik inhibitor polipeptid

Glukagon benzeri peptid

Glukagon benzeri peptid-1 reseptorii
Glukagon benzeri peptid-1 reseptor agonisti
Glukagon benzeri peptid-1 reseptor antagonisti
Glisentin iligkili pankreatik peptid
Hipotalamo pitiiiter adrenal
Horseradish peroxidase
Immiinohisyokimya

Interlokin

Intervening peptide

Locus coeruleus

Biiytik proglukagon pargasi

Haberci riboniikleik asit

Nukleus akumbens

Nikotinamid adenin diniikleotid
Norepinefrin

Notral endopeptidaz 24.11

Nitrik oksit

Noropeptid Y

Vil



NTS Nukleus traktus solitarius

PBS Fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi
PC Prohormon konvertaz

PFC Prefrontal korteks

PKC Protein kinaz C

POMC Proopio melanokortin

Ppara Peroksizom proliferator-aktive reseptor alfa
PVN Paraventrikuler nukleus
PYY Peptid YY

RNA Riboniikleik asit

SGLT Sodyum-glukoz tasiyicisi
Skp2 S-faz kinaz iligkili protein-2
SP-A Stirfaktan protein-A

SP-B Siirfaktan protein-B

SSS Santral sinir sistemi

STZ Streptozotosin

V02 Oksijen hacmi

WHO Diinya Saglik Orgiitii

YAL Yiikseltilmis art1 labirent

viii



TESEKKUR

Uzun deneyler ve g¢alismalar boyunca sabir ve anlayisla destegini eksik etmeyen,
doktora egitimim ve tez ¢alismamin her asamasinda ¢6ziim odakli yaklasimiyla her zaman
yanimda olan, davranig fizyolojisi alaninda kendimi gelistirmemde yardimini esirgemeyen

kiymetli danigmanim Prof. Dr. Nazan Uysal Harzadin’a en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Tez izleme komitesinde bulunan ve onerileriyle tezimin son halini almasinda yardimci

olan Prof. Dr. Osman Ag¢ikgoz ve Dog. Dr. Mehmet Ates’e,

Egitimim ve tez ¢alismam boyunca bilgi ve donanimlarindan yararlandigim basta Prof.
Dr. Sevil Goneng Arda, Prof. Dr. Cem Bediz, Prof. Dr. Osman Ag¢ikgoz, Prof. Dr. Muammer
Kayatekin, Prof. Dr. Miige Kiray ve Dog. Dr. ilkay Aksu olmak iizere tiim Dokuz Eyliil

Universitesi Fizyoloji Anabilim Dal1 6gretim iiyelerine,

Tez caligmam sirasinda ardi arkasi kesilmeyen sorularima yanit veren, bilgileri ve

deneyimleri ile beni destekleyen Dog. Dr. Mehmet Ates ve Ogr. Gor. Dr. Servet Kizildag’a,
Sican sakrifikasyonunda yardimci olan Prof. Dr. Amag Kiray’a,

Tez ¢aligmamin her agamasinda bana destek olan ve yardimlarini esirgemeyen sevgili

calisma arkadaslarim Uzm. Dr. Ash Karakili¢ ve Uzm. Vet. Sevim Kandis’e,
Hayvan ¢aligmalarimda ve deneylerimde bana siirekli destegini sunan Ferhan Oral’a,

Doktora egitimim sirasinda ve tez yazimi boyunca bilimsel ve manevi destegini eksik

etmeyen esim Uzm. Dr. Ece Giivendi’ye tesekkiir ederim.



SICANLARDA STREPTOZOTOSIN ILE OLUSTURULAN DiYABET
MODELINDE GLP-1’IN ANKSIYETE BENZERI DAVRANIS iLE
ILISKISININ ARASTIRILMASI

Giiven GUVENDI, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji
Anabilim Dali, 35340, Inciralti, Izmir

OZET

Giris: Glukagon-benzeri peptid-1 (GLP-1), ¢cogunlukla distal ileumdan salgilanan, glukozla
uyarilan insiilin sentezini artiran ve glukagon sekresyonunu disiiren bir inkretindir. GLP-1,
plazmadaki dipeptidil-peptidaz 4 (DPP-4) enzimi tarafindan inaktive edilmektedir. GLP-1'in
anksiyete iizerine etkisi belirsizdir. Anksiyetenin diyabetik kisilerde daha sik gorildiigi iyi
bilinmektedir.

Amag¢: Bu c¢alismanin amaci, diyabetik sicanlarda GLP-1 ve anksiyete benzeri davranis

iliskisini arastirmaktir.

Yontem: Calismada kullanilan disi Wistar Albino cinsi si¢anlar dort gruba ayrilmistir; (1)
Sitagliptin (DPP-4 enzim inhibitorii), (2) Diyabet+sitagliptin, (3) Diyabet, (4) Kontrol. Diyabet
olusturmak amaci ile streptozotosin (intraperitonal, tek doz, 40 mg/kg) verildi. Kirksekiz saat
sonra kan glukoz diizeyi 250 mg/dl'den yiiksek olan si¢anlar diyabetik olarak kabul edildi.
Sitagliptin 21 giin boyunca 20mg/kg, oral yolla verildi. Deneklerin anksiyete seviyeleri agik
alan ve yiikseltilmis art1 labirent testleri ile degerlendirildi. Prefrontal korteks, ileum ve plazma

GLP-1 ve GLP-1 reseptor seviyeleri ELISA ve immiinohistolojik inceleme ile degerlendirildi.

Bulgular: Diyabetik olmayan siganlarda sitagliptin anksiyete diizeylerini artirmis, prefrontal
kortekste GLP-1 ve GLP-1 reseptor diizeyleri ile plazma GLP-1 diizeylerini azaltmistir (p
<0.05). Ayrica, anksiyete ile prefrontal korteksteki GLP-1 reseptor diizeyleri arasinda gii¢lii bir
pozitif korelasyon bulunmustur (r = 0.63, p <0.01). Diyabetik siganlar yiikseltilmis art1 labirent
testinde daha fazla anksiyete benzeri davranis sergilemistir (p <0.05). Diyabetik sicanlarda
prefrontal kortekste GLP-1 reseptdr diizeyleri azalmustir (p <0.05). ileum GLP-1 ve GLP-1



reseptor diizeyleri ise diyabetik siganlarda diisiik bulunmustur (p <0.05). Diyabetiklerde
sitagliptin anksiyete benzeri davranisi etkilememis, prefrontal korteks ve ileum GLP-1 reseptor

diizeylerini degistirmemis; ancak ileum GLP-1 diizeylerini azaltmistir (p <0.05).

Sonu¢: GLP-1'in saglikli sicanlarda prefrontal korteks GLP-1 seviyesi ile korele olarak
anksiyete benzeri davranis1 artirdigi, diyabetik siganlarda ise prefrontal korteks GLP-1

seviyelerini ve anksiyete benzeri davranisi etkilemedigi gortilmiistiir.

Anahtar sozciikler: GLP-1, anksiyete benzeri davranig, diyabet, sitagliptin



INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP OF GLP-1 WITH ANXIETY-
LIKE BEHAVIOUR IN STREPTOZOTOCIN INDUCED DIABETIC RATS

Giiven Giivendi, Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine, Department of

Physiology, 35340, Inciralt1, Izmir

ABSTRACT

Introduction: Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) is an incretin that is secreted mostly in the
terminal ileum and increases glucose-induced insulin synthesis while decreasing glucagon
secretion. GLP-1 is inactivated by the dipeptidyl-peptidase 4 (DPP-4) enzyme in the plasma.
The effect of GLP-1 on anxiety is unclear. It is well-known that anxiety is more common in

diabetics.

Aim: The aim of this study was to investigate the relationship of GLP-1 with anxiety-like

behavior in diabetic rats.

Method: Female Wistar Albino rats were divided into four groups; (1) Sitagliptin (DPP-4
enzyme inhibitor), (2) Diabetes+sitagliptin, (3) Diabetes, (4) Control. Diabetes was induced by
streptozotocin (single 40mg/kg, intraperitoneally). After forty eight hours rats with blood
glucose levels higher than 250mg/dL were considered as diabetic. Sitagliptin was given
20mg/kg orally for 21 days. Anxiety levels were evaluated with open field and elevated plus
maze tests. GLP-1 and GLP-1 receptor levels in ileum, prefrontal cortex tissues and plasma

were evaluated with ELISA and immunohistologic examination.

Results: In non-diabetic rats, sitagliptin increased anxiety levels, decreased plasma GLP-1
levels as well as both GLP-1 and GLP-1 receptor levels in prefrontal cortex (p<0.05). Also,
there was a strong positive correlation between anxiety and prefrontal cortex GLP-1 receptor
levels (r=0.63, p<0.01). Diabetic rats exhibited greater anxiety-like behavior in the elevated
plus maze test (p<0.05). GLP-1 receptor levels in prefrontal cortex were decreased in diabetic
rats (p<0.05). Both GLP-1 and GLP-1 receptor levels in ileum were decreased in diabetic rats



(p<0.05). Sitagliptin use in diabetics didn’t affect anxiety-like behavior or change ileum and

prefrontal cortex GLP-1 receptor levels; but decreased ileum GLP-1 levels (p<0.05).

Conclusion: GLP-1 created anxiety-like behavior in healthy rats as correlated with the
prefrontal cortex GLP-1 levels; but didn’t affect prefrontal cortex GLP-1 levels or anxiety-like

behaviour in diabetic rats.

Key Words: GLP-1, anxiety-like behaviour, diabetes, sitagliptin



1. GIRIS VE AMAC

Inkretinler (glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) ve gastrik inhibitér polipeptid (GIP)),
intestinal mukozada bulunan ve glukozla uyarilan insiilin salinimin1 kuvvetlendiren hiimoral
faktdrlerdir (1). Inkretinler oral glukoz alimi sonrasi gergeklesen insiilin saliniminin yaklasik
%60’mdan sorumludur (2). GLP-1, glukagon ile amino asit benzerligi olan glukagon
stiperailesinden bir hormondur (3). Besin alimini1 takiben ozellikle distal ileumda bulunan
enteroendokrin L hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir (4). Salgilandiktan sonra gastrik
bosalmay1 yavaslatmakta, glukoz ile tetiklenen insiilin sentezini ve sekresyonunu artirmakta,
glukagon sekresyonunu ve besin alimini azalmakta, glukozun pankreas beta hiicresine girmesi
ile hiicreden insiilin salinmasina neden olmakta, glukoza direncli olan pankreas beta
hiicrelerinin glukoz hassasiyetini artirmakta, beta hiicrelerinde proliferasyonu ve rejenerasyonu
uyarmakta, beta hiicre apoptozunu engellemektedir (5). Plazmadaki yar1 6mrii 1-2 dakikadir ve
dipeptidil-peptidaz-4 (DPP-4) enzimi tarafindan yikilmaktadir (6).

Diyabetiklerde besin alimi sonrasi ger¢eklesen GLP-1 salinimi ile dolasimdaki GLP-
I’in yikim hizinin saglikli insanlardan farkli olmadigi gézlenmis, inkretin etkisinin reseptor
diizeyindeki yanit azalmasina baglh olarak disiik gorilmistir (7). Bu etkiyi
kuvvetlendirebilmek amaciyla GLP-1 reseptor agonistleri ve DPP-4 enzim inhibitorleri diyabet
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaya baslamistir. Bu inkretinerjik ilaglarin kullanimi ile
diyabetiklerde kan glukoz diizeyleri normal seyretmekte, hastalik seyri de yavaslamaktadir (8).
Bu ilaglarin diyabet tedavisinin yanisira diyabete bagl gelisen kardiyomiyopati, néropati ve
nefropati gibi komplikasyonlara karsi olumlu etkileri bulundugu goriilmiistiir (9).

GLP-1 santral sinir sisteminde de sentezlenmektedir. Santral sinir sistemindeki sentez
nukleus traktus solitariusta gerceklesmektedir (10). Periferik GLP-1 kan beyin bariyerini
gecmekte; santral sinir sisteminde direkt ya da vagal afferent noronlar araciligi ile de islev
gorebilmektedir (11). Burada besin alimi ve istah, davranig, bagirsak motilitesi ve
kardiyovaskiiler fonksiyonlar1 diizenleyici gorevlerde yer almaktadir (3).

Anksiyete diyabetiklerde sik goriilmektedir (12). GLP-1’in anksiyete benzeri davranis
tizerine etkisi incelendiginde ¢eligkili sonuglar oldugu goriilmektedir. Baz1 kaynaklarda GLP-
I’in anksiyolitik etkili oldugu belirtilirken, baz1 kaynaklarda ise GLP-1’in anksiyete benzeri
davranig gelisimine neden oldugu belirtilmektedir (13). GLP-1’in anksiyete benzeri davranis

tizerine herhangi bir etkisinin bulunmadigini savunan yayinlar da mevcuttur (14).



Literatiir incelendiginde GLP-1 ile anksiyete benzeri davranis iliskisinin net olarak
ortaya konulamadig1 goriilmektedir. Bu ¢alismanin amaci GLP-1’in anksiyete benzeri davranig
ile iligkisinin arastirilmasidir. Bu amag¢ anksiyete benzeri davranisi olan ve olmayan deney

gruplarinda bir DPP-4 enzim inhibitorii olan sitagliptin kullanilmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Glukagon Benzeri Peptid-1

Bagirsak mukozasinin besin alimina yanit olarak lrettigi bazi1 faktorlerin, endokrin
pankreastan bazi maddelerin salinimin1 uyarabilecegi ve bdylece kan glukoz diizeylerinin
diisebilecegi kavrami ilk olarak 1900'lerin baslarinda ortaya ¢ikmistir. 1902'de Bayliss ve
Starling, bagirsak mukozasinin pankreasin ekzokrin sekresyonunu uyaran bir hormon igerdigini

one stirmiistiir (15).

Inkretin terimi ilk defa 1929 yilinda Zunz ve La Barre tarafindan kullanilmistir. inkretin,
intestinal mukozada bulunan ve insiilin salgilayan veya glukozla uyarilan insiilin salinimini
kuvvetlendiren hiimoral bir faktdr olarak tanimlanmistir (16). ince bagirsak mukozasindan elde
edilen inkretinin hipoglisemiye neden oldugu ve DM tedavisinde kullanilabilecegi
distintilmustir (17, 18). Glukozun viicuda alinma sekline bagli olarak dolasimdan
uzaklastirilma hizi degisebilmektedir; agizdan alindiktan sonraki kandan uzaklastiriima hizinin,
ayni miktardaki intraven6z uygulamaya gore daha fazla oldugu gosterilmistir (19, 20). Yapilan
calismalarda kan insiilin diizeylerinin oral alimda intravendéz uygulamaya gore daha fazla

yiikseldigi gozlenmistir (21, 22).

Bagirsakta iiretilen peptiderjik sinyallerin besinlerin neden oldugu insiilin yanitini
artirdigr etki “inkretin etkisi” olarak tamimlanmis (23), bagirsak ile Langerhans adaciklari
arasindaki bu fonksiyonel iliskiye de “inkretin aks1” ya da “enteroinsular aks” adi verilmistir
(24).

Tanimlanan ilk inkretin hormon domuz ince bagirsagindan izole edilmis, gastrik asit
sekresyonunu inhibe etmesinden dolayr gastrik inhibitér polipeptid (GIP) olarak
adlandirilmigtir  (25). Sonrasinda GIP’in inkretin etkisini tek basina olusturamayacagi
diistiniilmiistiir; ince bagirsak rezeksiyonu olan hastalarda yapilan bir ¢alismada GIP diizeyleri
benzer olmasina ragmen ileal segmentleri birakilan hastalarda goriilen inkretin etkisinin jejunal
segmentleri birakilan hastalara gore daha fazla oldugu gozlenmis, distal ince bagirsakta

bilinmeyen bir inkretin faktoriiniin bulunabilecegi tartisiimigtir (26).

Proglukagon yapisi ilk defa 1983 yilinda hamster pankreas adaciklarindan izole edilen

glukagon kodlayict mRNA niikleotid dizisi incelenerek ortaya ¢ikmistir. Glukagondan baska

7



proglukagonun 91 amino asit iceren C-terminalinde iki adet glukagon benzeri dizi ile bu
dizilerin etrafinda olas1 kesim noktalar1 goriilmiistiir. Bu peptid yapilara glukagon benzerlikleri
nedeniyle glukagon benzeri peptid (GLP)-1 ve GLP-2 adi verilmistir (27). Sonrasinda glukagon
benzerlikleri nedeniyle insiilinotropik aktivitelerine bakilmis, yalnizca GLP-1’in insiilin

sekresyonuna neden olabildigi bulunmustur (2, 28).

2.1.1. Sentezi ve Salinim

Dolasimdaki GLP-1"in iki formu bulunmaktadir: GLP-1(7-36) amid ve GLP-1(7-37).
Bu formlardan cogunlukla GLP-1(7-36) olarak sentezlenmekte ve dolasima salinmaktadir. ince
ve kalin bagirsak boyunca enteroendokrin L hiicreleri tarafindan sentezlenen ve salgilanan

GLP-1’in ¢gogunlugu ince bagirsagin distal kisminda tiretilmektedir (29).

GLP-1, besin alimim takiben 6zellikle distal ileumda bulunan enteroendokrin L
hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir (30). Besinler bagirsaga ulastiginda GLP-1, GIP ile
birlikte inkretin etki olarak da adlandirilan glukozun pankreas beta hiicresine girmesi ile
hiicreden insiilin salinmasina neden olmaktadir (29). Bu inkretin etkisi oral glukoz alim1 sonrasi
gerceklesen insiilin salimiminin %50-70’inden sorumludur (1). GLP-1 enteroendokrin L
hiicreleri tarafindan salgilandiktan sonra gastrik bosalmay1 yavaslatmakta, glukoz ile tetiklenen
insiilin sentezini ve sekresyonunu artirmakta, glukagon sekresyonunu ve besin alimini

azaltmaktadir (31, 32).

GLP-1, hem aglikta hem de besin alim1 arasinda siirekli diisiik diizeyde salgilanmaktadir
(33). Aglik GLP-1 diizeyleri 5-10 pmol/L iken besin alim1 sonrasi dolagimdaki bu diizey 2-3
katina ¢ikmaktadir (30). Dolasimdaki GLP-1, birkag dakika icerisinde dipeptidil peptidaz-4
(DPP-4) enzimi tarafindan GLP-1(9-36)NH> ya da GLP-1(9-37)’ye yikilmaktadir (34). GLP-
1(9-36) sonrasinda noétral endopeptidaz 24.11 (NEP-24.11) tarafindan karboksi terminal
peptidlere ve GLP-1(28-36)’ya yikilmaktadir (35).

Bazal ve besinle uyarilan GLP-1 diizeylerinin giin i¢inde salgilanma ritimleri
bulunmaktadir. Hem bazal hem de besinle uyarilmis GLP-1 diizeylerinin giin i¢inde sabaha
gore daha diisiik oldugu gozlenmektedir (36). Besinle uyarilan GLP-1 sekresyonunun

kontroliinde muskarinik reseptorler gorev almaktadir. M1 muskarinik reseptorleri bloke



edildiginde yagl besin alimi ile uyarilan GLP-1 sekresyonunun inhibe oldugu goriilmiistiir
(37).

Proglukagon farkli dokularda farkli peptidler olusturmak {izere prohormon konvertaz
(PC) enzimleri yardimiyla post translasyonel modifikasyona ugramaktadir (29). Pankreas alfa
hiicrelerinde proglukagon genellikle PC2 tarafindan yikilmakta; glisentin iliskili pankreatik
peptidler (GRPP), glukagon, intervening peptide (IP)-1 ve biiyiik proglukagon pargasi (MPGF)
olusturmaktadir. MPGF, sonrasinda PC1/3 tarafindan parc¢alanarak GLP-1 iiretilmektedir (38).
Beyinde ve bagirsakta GLP-1 proglukagonun PC1/3 tarafindan yikilmasiyla iiretilmektedir. Bu
yikim sirasinda ayrica GRPP, oksintomodulin, IP-2 ve GLP-2 ortaya ¢ikmaktadir (38).

GLP-1, beslenme sonrasi bifazik olarak salgilanmaktadir. Erken faz dakikalar i¢inde
baslamakta ve 30-60 dakika slirmekte; ikinci faz ise besin alimindan 1-3 saat sonra ortaya
cikmaktadir (39). Distal bagirsak bolgelerinde proksimale gore daha fazla L-hiicresi
bulundugundan, erken faz GLP-1 artisinin distaldeki L hiicrelerinin indirekt uyarilarak
gerceklestigi diisiiniilmektedir (40). Hem metabolize olabilen hem de metabolize olmayan
karbonhidratlar L-hiicrelerinde GLP-1 sekresyonunu Katp kanallarini kapatip sodyum-glukoz

tastyicilarin1 (SGLT) aktive ederek uyarmaktadir (41).

GLP-1 iireten L hiicrelerinde leptin reseptorleri eksprese edilmektedir (42). Leptin, L
hiicrelerinden GLP-1 salgilanmasini uyarmaktadir (43). Leptin direnci iligkili obezite
gelisminde leptin direncinin yanisira bazal ve glukozla uyarilmis GLP-1 sekresyonunda da
azalma gozlenmis, obez kisilerde goriilen leptin direncinin azalmis GLP-1 diizeylerinden

sorumlu olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (44).

2.1.2. Metabolizmasi

GLP-1’in plazmadaki yarilanma 6mrii yaklasik 1-2 dakikadir ve dipeptidil-peptidaz-4
(DPP-4) enzimi tarafindan yikilmaktadir (45). CD26 olarak da bilinen DPP-4 ilk olarak 1966
yilinda tanimlanmistir (46). DPP-4, ikinci pozisyonunda alanin ya da prolin igeren proteinlerin
N-terminusundan dipeptidleri ayirarak islev goren bir serin proteaz ve ekzopeptidazdir (47). Bir
tip 2 transmembran protein olan DPP-4, ayn1 zamanda hiicre membranindan ayrilarak dolagima

katilmaktadir (48). DPP-4, membrana bagli ve dolasimda serbest olan olmak iizere proteolitik



aktivite gosteren iki forma sahiptir (49). Her iki form da enzimin katalitik aktivitesinden
bagimsiz biyolojik islevlere sahiptir (47). DPP-4 pek ¢ok hiicrede eksprese edilmekte, DPP-4
gen transkripsiyonunu ve enzim aktivitesini belirleyen mekanizmalar ise tam olarak
bilinmemektedir (50).

GLP-1’in yikilmasina ek olarak DPP-4, T lenfositlerin kostimiilasyonu ve
proliferasyonunda da rol oynamaktadir (51). DPP-4 bobrek, akciger, adrenal bezler, karaciger,
bagirsak, dalak, testis, pankreas ve santral sinir sistemi (SSS) gibi pek ¢ok dokuyla birlikte
lenfosit, makrofaj ve endotelyal hiicrelerin yiizeyinde eksprese edilmektedir (5). Ozellikle
endotelyal hiicre yilizeylerinde bulunan DPP-4, bagirsakta iiretilen GLP-1’in yarisindan
fazlasiin sistemik dolasima katilmadan once portal dolasim sirasinda inaktive edilmesinden

sorumludur (52).

Plazma GLP-1 diizeyi, DPP-4 aktivitesinin yanisira renal eliminasyon ile de
diizenlenmektedir (53, 54). Renal yetmezligi olan kisilerde plazma GLP-1 diizeylerinin saglikli
kisilere gore yiiksek seyrettigi bilinmektedir (55).

2.1.3. Reseptorleri
SSS’deki GLP-1 reseptorleri (GLP-1R) amigdala, kaudat nukleus, putamen, globus

pallidus, nukleus akumbens, hipokampus, subfornikal organ, interpedinkiiler nukleus, arkuat
nukleus (ARC), paraventrikuler nukleus (PVN), ventromedial hipotalamus, ventrolateral
medulla, posterodorsal tegmental nukleus, area postrema (AP) ve nukleus traktus solitarius
(NTS) beyin bolgelerinde goriilmiistiir (56, 57).

Periferik dokularda ise pankreas alfa, beta ve delta hiicreleri ile asinar hiicrelerde,
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, sinoatrial nod miyositlerinde, duodenumdaki Brunner
bezlerinde, bagirsak miyenterik pleksusunda, vagal ve dorsal kok ganglionlarinda, renal arteriol
diiz kaslarinda, jukstaglomeriiler hiicrelerde, akciger ve yag dokusunda GLP-1R bulunmaktadir

(58, 59).
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2.1.4. Periferik Etkileri
2.1.4.1. Pankreas

GLP-1 pankreas beta hiicrelerinde etkisini hiicre membranindaki G proteini aracili
reseptoriine baglanip adenilat siklaz aktivasyonu ve siklik adenozin monofosfat (cAMP) artis1
ile gostermektedir (33, 60). Goriilen cAMP artis1 ise yiiksek glukoz diizeylerine bagli olarak
gerceklesmektedir (61).

GLP-1’in pankreasa olan etkilerini belirleyebilmek amaciyla yapilan preklinik ve klinik
calismalarin ¢ogunlukla birbirini desteklemedigi goriillmektedir. Preklinik ¢aligmalarda GLP-
IR aktivasyonunun insiilin sekresyonunu artirict roliiniin yanisira pankreas beta hiicre
replikasyonunu artirict ve apoptozunu azaltict etkisi oldugu da gosterilmistir (62, 63).
Hiperglisemi (64), hiperlipidemi (65), inflamatuar sitokin artis1 (66) ve oksidatif stres (67) gibi
apoptotik kosullarin varliginda, GLP-1R aktivasyonunun pankreastaki beta hiicrelerinin
sagkalimina olumlu etkisi oldugu goriilmiis; ancak bu etki klinik ¢alismalarda goriillememistir

(68, 69).

Yapilan hayvan c¢aligmalarinda GLP-1R agonisti (GLP-1RA) veya DPP-4 inhibitorii
(DPP-4i) kullanim1 ile goriilen beta hiicre sayisinin artisi, klinik arastirmalarda
goriilmemektedir (70). Hayvan deneylerinde gen¢ hayvanlarda GLP-1RA veya DPP-4i
kullanim1 ile beta hiicre sayisinda bir artisin meydana geldigi, yasli hayvanlarda yapilan
caligmalarda ise beta hiicre sayisinin tedaviyle degismedigi goriilmiistiir (71). Azalan bu etkinin
yasla birlikte hiicre siklusunda yer alan S-faz kinaz iliskili protein-2 (Skp2) diizeyinde azalma
ile agiklanabilecegi belirtilmistir (72). Ayrica insan beta hiicrelerinin rodent beta hiicrelere gore
GLP-1 gibi proliferatif etkilere daha direngli oldugu ve beta hiicre replikasyonunun daha az

gerceklestigi gosterilmistir (73, 74).

Yapilan galismalarda GLP-1RA ya da DPP-4i kullanimi ile glukagon sekresyonunun
azaldigr gosterilmistir (75). Glukagon sekresyonundaki bu azalma ile alfa hiicrelerinde
hiperplazi gelistigine dair insan ¢alismalar1 bulunsa da (76), bu etki rodentlerde yapilan
calismalarda gosterilememistir (77). GLP-1RA ve DPP-4i kullaniminin pankreasin duktal ve

ekzokrin kisimlarina etkisi incelendiginde de benzer sonuclar ortaya ¢ikmaktadir. Rodentlerde
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uzun siireli ve farkli ilaglarla, farkli dozlarda GLP-1RA veya DPP-4i kullanimi ile duktal, asiner
veya ekzokrin hiperplazi gorilmemektedir (78, 79).

2.1.4.2. Periferik sinir sitemi

Yapilan galismalarda GLP-1’in periferik sinir sisteminde koruyucu etki gosterdigi
goriilmiistiir. GLP-1RA’larin noron gelisimini uyardigi, GLP-1R uyariminin noérotropik
etkilere neden oldugu gozlenmistir (80). Diyabetik si¢anlarda yapilan bir ¢alismada GLP-1RA
kullaniminin sinir ileti hizinin korunmasini olumlu etkiledigi goriilmiistiir (81). Uzun siireli
GLP-1 kullanimu ile diyabetik si¢anlarin dorsal kok ganglionlarinda ndral gelisimin uyarildigi,

periferik sinirlerde ileti hizinin tedavi almayan gruplara gére korundugu gorilmistiir (82).

2.1.4.3. Sindirim sistemi

GLP-1R uyarilmas: ile gastrik bosalma ve gastrik asit sekresyonu azalmaktadir (32).
GLP-1 etkisiyle goriilen gastrik bosalmanin yavaslamasi sonucu duodenuma besin gegisi
yavaglamakta, besin alimina sekonder gelisen kan glukoz diizeylerindeki artis azalmaktadir (83,
84). Bu etkiye ters olarak postprandial insiilin diizeyleri artmaktadir (85, 86). Insanlarda
eritromisin kullanimi ile GLP-1 aracili gastrik bosalma yavaslamasinin engellendigi, bunun
sonucunda besine yanit olarak gelisen insiilin diizeyinin artt1g1; ancak GLP-1"in kan glukoz
diizeyini distiriici etkisinin biyiik oranda azaldigi goriilmistiir (87). Bu da GLP-1’in gastrik
bosalma iizerine olan etkisinin gosterdigi inkretin etkisinden daha 6nemli olabilecegini isaret

etmektedir.

Midede paryetal hiicrelerde GLP-1R bulunmaktadir (88). GLP-1’in paryetal
hiicrelerdeki reseptorlerini uyararak gastrik bosalma ve asit sekresyonunu inhibe ettigi
diistiniilmiis; ancak GLP-1 kullanimi sonrasinda goriilen gastrik bosalmada yavaslama ve asit
sekresyonunda azalma etkisinin vagal afferentlerin denervasyonu sonrasinda ortadan kalktig1
gozlenmistir (89). GLP-1 kan-beyin bariyerini gecebilecek biiyiikliikte iken, albiimine bagli ve
kan-beyin bariyerini gegemeyecek biiyiikliikkte olan GLP-1RA’nin periferik uygulanmasinin

SSS’de motiliteyi diizenleyen ndronlarin aktivitesinin arttigi gézlenmistir (90). Bu da GLP-1’in
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gastrik bosalma ve asit sekresyonu iizerindeki etkisini vagus afferentleri araciligiyla beyin sap1

ve SSS’deki GLP-1R’leri uyararak gosteriyor olabilecegini desteklemektedir (5).

2.1.4.4. Karaciger

Uzun siireli GLP-1R uyarimui ile hepatik yaglanma ve lipogenezde azalma, hepatik lipid
oksidasyonu ve lipoprotein sekresyonunda artis goriilmektedir (91, 92). Yapilan bazi
calismalarda hepatositlerde GLP-1R haberci riboniikleik asit (mRNA)’sina rastlanirken (93),
bazi ¢alismalarda hepatositlerde GLP-1R mRNA’s1 gozlenmemistir (94). Bu nedenle GLP-
1RA veya DPP-4i kullanimi ile hepatik yaglanma {izerine goriilen olumlu etkilerin

hepatositlerin direkt uyarilmasi ile iliskili oldugu diisiiniilmemektedir.

2.1.4.5. Bobrek

Yapilan caligmalarla bobrekte GLP-1R ve DPP-4’iin eksprese edildigi gosterilmistir
(95, 96). Histolojik incelemelerde bobrekte GLP-1R’lerin gogunlukla proksimal tiibiilde oldugu
gozlenmistir (97).

GLP-1’in natriiiretik ve ditiretik etkileri bulunmaktadir (98). Saglikli insanlarda GLP-1
inflizyonunun iiriner sodyum ekskresyonunu GFR’yi degistirmeden doza bagli bir sekilde

artirdig gorillmiistiir (99).

GLP-1RA’larin bobrekte inflamatuar ve profibrotik siirecleri inhibe ederek endoltelyal
fonksiyonlar1 diizelttigi gortilmistiir (100). Bu etkileri nedeniyle GLP-1RA’larin diyabetik
nefropati gelisim hizin1 yavaglattigi gosterilmistir (101, 102).

2.1.4.6. iskelet sistemi

Yapilan ¢alismalarda osteoblastlarda GLP-1R bulundugu gézlenmistir (103). GLP-1RA
veya DPP-4i kullanimi ile kemik yogunlugunda bir degisikligin olusmadigi goriilmektedir (104,
105). Diyabetiklerde diger antidiyabetik ilaglara gére GLP-1RA kullaniminin kirik olusum
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sikligimi degistirmedigi gorilmiistiir (106). Diyabetiklerde DPP-4i kullaniminda ise diger
antidiyabetik ilaglara gore kirik riskinde azalma gortilmektedir (107, 108).

Arastirmalar incelendiginde GLP-1RA veya DPP-4i kullanimmin kemik yikim
gostergeleri lizerinde olumsuz bir etkisinin bulunmadig1 goriilmektedir. Uzun siireli GLP-1RA
kullanan diyabetiklerde kemik yikim gostergelerinden alkalen fosfataz (ALP) ve serum tip 1
kollajen C-terminal telopeptid diizeylerinde herhangi bir degisiklik gozlenmemistir (109).

2.1.4.7. Akciger

Insanlarda ve sicanlarda yapilan calismalarda GLP-1R mRNA’larinin trakeal
submukozal bezlerde, pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde ve tip 2 pnomositlerde bulundugu
gosterilmig; GLP-1R uyarimi sonrasinda miikoz sekresyon ile siirfaktan sekresyonunda artig ve
pulmoner arterde vazodilatasyon goriilmiistir (110, 111). GLP-1RA kullanimi ile yalnizca
stirfaktan sekresyonunun artmadigi, ayn1 zamanda siirfaktan protein-A ve B (SP-A ve SP-B)
diizeylerinin de degiserek akcigerin fonksiyonel yapisinin diizenlendigi saptanmistir (112).
Diyabetik sicanlarda goriilen SP-A ve SP-B diizeylerindeki diisiistin GLP-1RA kullanimi ile
diizeldigi goriilmiistiir (113). GLP-1R uyariminin akciger hasari sonrasindaki doku onariminda
da onemli oldugu gosterilmistir. Deneysel akciger hasari olusturulan farelerde GLP-1RA
kullanim1 ile sagkalimin arttigi, akcigerde inflamasyonun azaldigi ve solunum fonksiyon

testlerinde diizelme oldugu gortilmistiir (114).

2.1.4.8. immiin sistem

Kemik iligi, dalak, timus ve periferik lenf nodlarindaki immiin hiicrelerde GLP-1R
bulunmaktadir (115). GLP-1R’nin uyarilmasi ile lenfosit 6mriiniin ya da proliferasyonunun
etkilenmedigi gortilmistiir (115). GLP-1 diizeylerinin inflamasyon ile arttigi, artan GLP-1in
pek ¢ok dokuda anti-inflamatuar etki gosterdigi goriilmiistir (116, 117). Yapilan ¢aligmalarda

GLP-1’in doza bagimli olarak lenfosit migrasyonunu azalttig gosterilmistir (118).

Bagirsaktaki immiin sistem incelendiginde intestinal intraepitelyal lenfositlerde GLP-

IR bulundugu gézlenmis; bu hiicrelerdeki GLP-1R’nin intestinal mukozanin inflamasyonunun
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idaresinde gorev aldigi gosterilmistir (119). GLP-1R -/- hayvanlarda kontrol gruplarina gére
daha yiiksek diizeyde pro-inflamatuar genin eksprese oldugu, GLP-1 +/+ hayvanlardan yapilan
kemik iligi transplantasyonu sonrasinda GLP-1RA kullanimi ile bu pro-inflamatuar durumun

normale dondiigii bulunmustur (119).

Pek cok yayinda GLP-1RA’larin makrofajlarda endoplazmik retikulum stresi ile

inflamasyonla iligkili gen ve protein ekspresyonlarini azalttigi gériilmiistiir (120).

Yapilan insan ¢aligmalarinda diyabetiklerde GLP-1RA kullaniminin plazma insiilin
diizeylerini artirdigi, hemoglobin Alc (HbAlc) ve inflamatuar sitokin diizeylerini azalttig1
gozlenmistir (121, 122). Ancak GLP-1’in diyabetiklerde gosterdigi anti-inflamatuar etkisinin
GLP-1R aktivasyonuna mi1 yoksa bu hastalarda GLP-1RA veya DPP-4i kullanimi ile glukoz
diizeylerinin normal seviyelere gelmesine mi bagli olarak goriildiigii heniliz net olarak

bilinmemektedir.

2.1.4.9. Kardiyovaskiiler sistem

GLP-1 kardiyak ve vaskiiler inflamasyonu hem direkt hem de indirekt yolla
azaltmaktadir; viicut agirhiginda azalma ve kan glukozunun daha siki kontol altinda
tutulmasiyla indirekt, GLP-1R bulunduran dokularda ise direkt anti-inflamatuar etki
gostermektedir (123). Diisiik dozlarda GLP-1RA kullanimi ile siganlarda ateroskleroz
gelisiminin yavagladigi goriilmiistiir (124). GLP-1in bu etkiyi vaskiiler monosit adezyonunu
azaltarak ya da damar i¢inde makrofaj birikimini engelleyerek olusturduguna dair kuvvetli
bulgular vardir (125, 126). Bir GLP-1R antagonisti (GLP-1Rant) kullanildiginda GLP-1RA
kullanimi ile goriilen anti-aterojenik ve anti-inflamatuar etkilerin ortaya ¢ikmadigi goriilmiistiir
(127).

GLP-1R, AP ve NTS gibi kardiyovaskiiler diizenlemenin yapildig1 santral bolgelerde de
bulunmaktadir (5). Sicanlarda intravenéz GLP-1RA uygulamasi ile sistolik ve diyastolik kan
basincinin artti1, bu artisin katekolaminlerden bagimsiz gergeklestigi, santral veya periferik
GLP-1Rant kullanimi ile bu etkinin ortadan kalktig1 gosterilmis; GLP-1RA’larin etkilerini hem
santral hem de periferik mekanizmalarla gosterdigi bulunmustur (128). Yapilan ¢aligmalarda

GLP-1RA kullanimi ile santralde otonom merkezlerin aktive oldugu, sempatik preganglionik
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noronlara projeksiyon veren hipotalamik katekolaminerjik ndronlarin islevinin arttigi ve
adrenal medulladaki ndronlarin aktivitesinin ylikseldigi gozlenmis, santral GLP-1’in
kardiyovaskiiler aktiviteyi diizenlerken sempatik sinir sistemini kullandigi diisiintilmiistiir
(129). GLP-1R’nin kronik aktivasyonunda ise kan basincinda azalma, intestinal lipoprotein

sekreyonunda azalma, inflamatuar yanitlarda zayiflama ve anti-aterojenik etkiler goriilmektedir
(130).

Otonom sinir sistemi kontrolinde AP’de bulunan GLP-1R’nin periferik GLP-1'in
noroendokrin ve otonomik etkilerine aracilik ettigi goriilmektedir (131). Hayvan ¢alismalarinda
kalp hiz1 ve kan basinci lizerine etkileri goriilen GLP-1RA’nin insanlarda bu parametreleri

anlamli diizeyde etkilemedigi goriillmektedir (132, 133).

Yapilan c¢aligmalarda GLP-1’in deneysel kardiyak hasar ya da kalp yetmezligi
modellerinde kardiyoprotektif dzellikler gdsterdigi goriilmiistiir (134). Izole kalp preperatlart
kullanilarak yapilan calismalarda GLP-1’in kalp {izerine direkt koruyucu o6zelliklerinin
bulundugu gozlenmistir (135). GLP-1R-/- farelerde septal miyokardiyal duvar kalinliginda artis
ve anormal kardiyak kontraksiyonlarin gelistigi gortilmis, kardiyak gelisimde GLP-1R’nin

onemli bir rolii oldugu diistiniilmiistiir (136).

2.1.5. Santral Etkileri
2.1.5.1. Noroprotektif etkileri

Yapilan ¢alismalarda GLP-1R uyarimi ile noroprotektif etkilerin olustugu, olasilikla
noronlarda GLP-1 ile anti-apoptotik yolaklarin uyarilarak bu etkilerin goriildiigii 6ne
stiriilmektedir (137). Bir GLP-1Rant olan exendin (5-39) inflizyonu yapilan si¢anlarda beta
amiloid protein nedenli gelisen norotoksisitenin azaldigi goriilmiistiir (138). Fare ve sican
Alzheimer modellerinde yapilan ¢alismalarda intrakranyal GLP-1 uygulamasi ile bellekte uzun
siireli potensiyasyonda (LTP) iyilesme, néron 6liimiinde azalma, sinaptik plastisitede artma ve
bellekte iyilesme gozlenmistir (139, 140). Alzheimer hastaligi benzeri semptomlar olusan
APP/SP1 transgenik farelerde 8 hafta boyunca bir GLP-1RA olan liraglutid uygulamas: ile
bellekte ve davranis testlerinde olumlu degisikliklerin oldugu, sinaptik plastisitenin arttig1 ve

noronal hasarin azaldigir gozlenmistir (141). Huntington hastaligi genine (N17182Q) sahip
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farelerde bir GLP-1RA olan exendin-4 kullanimi ile motor perfomansin gelistigi ve sagkalimin
artigt  bulunmustur  (142). Fare Parkinson modellerinde yapilan ¢alismalarda
intraserebroventrikiiler GLP-1 analogu uygulamasmin beyin dopamin diizeyini artirdigi,
farelerin motor fonksiyonlarina koruyucu etki gosterdigi ve noron Olimiinii azalttig
gosterilmistir (143, 144). Parkinson hastaligi modelinde GLP-1 ve exendin-4 kullaniminin
ndronal sagkalimi artirdigi, iskemi sonrasi beyin hasarini azalttig1, dopamin diizeylerini normal
diizeyde tutarak motor performansi gelistirdigi bulunmus; bu etkilerin bir GLP-1Rant olan
exendin (9-39) kullanimi ile ortadan kalktigi gbzlenmistir (145). Benzer bir Parkinson
caligmasinda exendin-4 kullanimi ile SSS’de inflamasyon belirteclerinin azaldigi ve
dopaminerjik noronlarin sagkalimmin arttigi goriilmiistir (146). Genetik amyotrofik lateral
skleroz (ALS) modeli olusturulmus farelerde GLP-1 uygulamasinin spinal kord yapisin
koruyucu ve hayvanlarin motor ndron islevlerini devam ettirici etkisi oldugu gosterilmistir
(147, 148). Orta serebral arter okliizyonu yapilan sicanlarda exendin-4 kullanimi ile infarkt
alanmin azaldig1 gozlenmistir (149). Bununla birlikte GLP-1’in néroprotektif etkisini nasil bir

mekanizma ile gésterdigi heniiz net olarak belirlenememistir.

2.1.5.2. Besin alim ve istah

Periferik uygulanan GLP-1’in kan-beyin bariyerini asarak SSS’ye gegebildigi
gozlenmistir (150). Floresan isaretli GLP-1RA ile yapilan ¢alismalarda, isaretli GLP-1RA’ nin
SSS’ye gecisinde santral GLP-1R’lerin gorev aldigi gézlenmis, GLP-1R olmayan hayvanlarda
periferik uygulanan GLP-1RA’nin SSS’ye ge¢medigi ve isaretli GLP-1RA’nin NTS’de
goriilmedigi bildirilmistir (151). Ancak santrale gecen GLP-1’in besin alimi ya da bagirsak
motilitesini etkileme mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. intravendz uygulanan GLP-1
ya da GLP-1RA’nin santralde GLP-1R’ye baglandigini ve besin alimini azalttigi goriilmistiir
(152). SSS’ye gegemeyen bir rekombinant GLP-1RA olan Albugon’un ve bir exendin-4-
albumin konjugati olan CJC1134’iin SSS’de GLP-1R’lerini etkileyerek besin alimini azalttigi
ve GLP-1R eksprese eden hiicrelerde GLP-1R bagimli ¢cAMP artisina neden oldugu
gosterilmistir (90, 153). Bu da periferik GLP-1R’lerin uyarilmasinin tokluk ve bagirsak
motilitesi ile ilgili olarak onemine isaret etmektedir. Yapilan galismalarla periferik GLP-1

uyarilariin santrale iletilmesinde vagusun rolii aragtirillmistir. Vagusun ana hepatik dalinin
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GLP-1’in neden oldugu besin alimi1 azalmasi ile iliskili olmadigi; ancak subdiyafragmatik
vagotominin besin alimi ve glukoz toleransi iizerindeki GLP-1 etkisini anlamli bir sekilde

azalttig1 gézlenmistir (154).

SSS’de GLP-1’in beyin sapi ile hipotalamus arasinda tokluk sinyali tasiyan bir
norotransmitter islevi gordiigii disiiniilmektedir (3, 155). Periferik GLP-1RA kullanimi ile
besin alim1 azalmakta ve kilo kayb1 gézlenmektedir (156). Periferik uygulanan GLP-1’in neden
oldugu kilo kaybinda ARC’deki GLP-1R’lerin etkili oldugu diistiniilmektedir (151).

GLP-1RA kullanim1 ile hem saglikli hem de obezlerde kilo kaybinin gelistigi
bilinmektedir (157). GLP-1RA kullanimi ile goriilen besin alimindaki azalmanin kullanilan
GLP-1RA dozuna baglh olarak degistigi belirtilmektedir (156). Ancak GLP-1R bulunmayan
hayvanlarda yapilan ¢alismalarda besin aliminda artisin olmadig1 ve obezitenin gelismedigi
gosterilmis; buna bagli olarak uzun donem viicut agirligi kontroliinde GLP-1R’nin zorunlu

olarak gorev almadigi belirtilmistir (158, 159).

GLP-1’1in besin alim1 ve kilo kaybu ile ilgili etkilerini sitokinler araciligiyla gosteriyor
olabilecegi diislinlilmiis, yapilan bir ¢alismada intraserebroventrikiiler exendin-4 uygulamasi
ile hipotalamusta interlokin (IL)-1 ve IL-6’nin arttigi gézlenmistir. IL-1 ve 1L-6 sinyalleri
engellendiginde ya da IL-1 ve IL-6 reseptorleri olmayan hayvanlar kullanildiginda ise exendin-
4 kullanimi sonucunda uyarilan besin aliminda azalma ve kilo kaybu ile ilgili etkilerin azaldig1

belirtilmistir (160).

Hayvanlarda yapilan calismalarda ghrelin uygulamasi ile GLP-1’in neden oldugu besin
aliminda azalma etkisinin ortadan kayboldugu goriilmistiir (161). Santral ya da periferik
exendin-4 uygulamasinin ise plazma ghrelin diizeylerini azalttigi; ancak bu azalmanin GLP-1
kullanimi ile gergeklesmedigi, exendin (9-39) kullanimi ile de inhibe olmadig1 belirtilmistir
(162). Ayrica insanlarda yapilan ¢alismalarda GLP-1 kullanimi ile postprandial plazma ghrelin
diizeylerinde distisiin gbzlenmedigi bildirilmistir (163). Aymi g¢alismada plazma ghrelin
diizeyleri ile plazma insiilin diizeyleri arasinda ters bir iligki goriilmiis, GLP-1’in ghrelin
tizerindeki etkisini insiilin sekresyonu iizerinden indirekt olarak gosteriyor olabilecegi

tartisilmistir.
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Literatiirde, GLP-1R uyarimi ile gerceklesen kilo kaybinin enerji harcanimindaki artiga
degil, istahta azalmaya bagli olarak gerceklestigi goriillmektedir. Dahasi, GLP-1 kullanimi ile
saglikli insanlarda dinlenim halindeki enerji tiiketiminde azalma oldugu goriilmiistiir (164).
Benzer sonuglar diyabetik olmayan obez insanlarda da goriilmektedir (165). Obez
diyabetiklerde yapilan ¢alismalarda da GLP-1RA kullanimi ile 24 saatlik enerji tiiketiminde
herhangi bir degisikligin olmadig1 gézlenmistir (166).

2.2. Anksiyete

2.2.1. Tanim ve genel bilgiler

Anksiyete, bir bireyin potansiyel veya gercek bir tehlikeyle basa ¢ikabilmesine yardimei
olan, hayatta kalabilmek i¢in bireyin alarm mekanizmalarin1 harekete gegiren, siddeti
ayarlanabilen bir uyarilmislik durumudur (12). Uygun seviyelerde, i¢ ya da dis tehditler i¢in bir
uyar1 gorevi gormekte; bu da kisinin tetikte kalmasini ve bu gibi durumlarla basa ¢ikmaya
hazirlanabilmesini saglamaktadir (167). Anksiyetede goriilen terleme, palpitasyon, kan
basincinda artis, sfinkter kontroliinde kayip, gastrik {ilser olusumu gibi durumlar yiiksek

miktarda salgilanan epinefrin, norepinefrin (NE) ve kortizolden kaynaklanmaktadir (168).

Anksiyete ve performans arasindaki iligski Yerkes ve Dodson tarafindan ters U seklinde
bir egri ile tarif edilmistir (169). Yerkes-Dodson yasasina goére anksiyete, farkli gorevlerin
yerine getirilebilmesi i¢in uygun bir seviyeye sahip olmalidir; bu diizeyin iistiinde veya altinda
olmas1 performans: olumsuz etkilemektedir. Yapilacak isin zorluk diizeyi, performansi en
yiiksege cikarmak i¢in gerekli olan optimal anksiyete seviyesini etkilemektedir. Daha zor
islerde, basit islere gore daha diisiik anksiyete seviyeleri gerekmektedir. Isin zorlugu ne olursa

olsun, ¢ok yiiksek anksiyete seviyeleri performansi diistirmektedir (170).

Anksiyete kisinin giinlik yasam aktivitelerini engelleyecek, toplumsal izolasyona ve
isyerinde sorun yasamasina neden olacak kadar uzun siiriiyorsa veya siddetli ise patolojik olarak
tanimlanmaktadir. Bu gibi durumlarda anksiyete, anksiyete bozuklugu olarak tanimlanan
patolojik yanitin bir parcasi olarak nitelendirilmektedir (171). Anksiyete bozuklugu gercek bir
tehdit olmaksizin asir1 korku ve kaygi icinde bulunma, yorgunluk, uyku sorunlari,

konsantrasyon giigliigii, irritabilite ve agresiflik ile karakterizedir (172). Anksiyete
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bozukluklarinin yaygin belirtileri i¢inde kognitif bozukluk, derin ve uzun diisiinme periyodlar1
ve konsantrasyon gii¢liigii bulunmaktadir (173). Tiim psikiyatrik bozukluklar gibi anksiyete
bozukluklar1 genetik, epigenetik, ¢cevresel sebepler veya tetikleyicilerle birlikte karmagik bir
yap1 olusturmaktadir (174, 175). Anksiyete bozukluklari, depresyona yiiksek oranda eslik
etmekte ve bireylerin yasam kalitesinde genel bir diisliise neden olabilecek c¢esitli saglik
sorunlari ile iligkilendirilmektedir (176). Buna ek olarak, anksiyete bozukluklari bireylerin is
performansini bozdugu igin ekonomiye biiyiik bir yiik olusturmaktadir (177). Bu nedenle

anksiyete bozukluklari kisisel, toplumsal ve finansal olarak yiiksek maliyete sahiptir.

2.2.2. Epidemiyoloji

Anksiyete bozuklugu, diinya genelindeki %7,3 prevalansi ile oldukca yaygin goriilen
bir bozukluktur (178). Genel anksiyete bozuklugu kadinlarda daha sik goriilmektedir (168).
Gelismis tlkelerde yasayan insanlarin yaklasik yarisi hayatlar1 boyunca zihinsel saglik
sorunlartyla karsilagsmaktadir; bu sorunlarin i¢inde en yaygin olani da anksiyete bozuklugudur
(179). Anksiyete bozukluklarinin yasam boyu niifusun yaklasik %30’unda goriildigi
belirtilmektedir (180). Diinya Saglk Orgiitii (WHO) ne gére, anksiyolitikler iizerine yapilan
harcama diinya genelinde 100,000 kisi basina ortalama 94.880 USD; daha zengin iilkelerde ise
100.000 kisi basina 315.560 USD’dir (181). Yine WHO verilerine gore birinci basamak saglik
hizmetinde tibbi miidahalenin en yaygin nedenidir (182).

2.2.3. Stres yamit1

Stres yaniti, homeostaza kars1 gercek veya algilanan bir tehdide yanit olarak ortaya
c¢ikan biyolojik bir olay kaskadidir. Organizmanin hayatta kalmasimi saglamak icin pek ¢ok
fizyolojik sistemin koordine edilmesini gerektirmektedir. Stresorlere karsi otonom ve
noroendokrin yanitlar ayn1 anda olusturulmaktadir. Otonom stres yaniti, hipotalamik
preotonomik kontrol merkezlerinden kaynaklanan sempatik motor ve hormonal yapilarin
uyarilmasini icermektedir; bu da beyindeki ve dolasimdaki katekolaminlerin salinimina neden
olmaktadir. Noroendokrin stres yaniti, birden fazla organ sistemini hedefleyen, dolasimdaki

kortikosteroidlerde bir artis ile sonuclanan HPA aksmin aktivasyonuyla olusturulmaktadir
(183).
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I¢ ya da dis stresorlerle karsilasildiginda bu durumlarla basa cikabilmek icin adrenal
korteksten insanlarda kortizol, kemirgenlerde kortikosteron salinmaktadir (184). Stres kaynagi
ile karsilastiktan 2-3 dakika sonra glukokortikoid diizeyleri hizlica yiikselmekte, stresin
sonlandirilmasindan 1-2 saat sonrasinda ise normal diizeylerine geri donmektedir (185).
Kortizoliin stres yanitinin olusturulmasinda énemli bir rolii bulunmaktadir. Anksiyete benzeri
davraniglari, uyanikligi ve kosullandirilmis korku yanitlarinin ortaya ¢ikmasini desteklemek
icin amigdalayr aktive etmektedir (186). Kardiyak kontraktiliteyi ve noradrenerjik beta
reseptorlerinin  duyarligini artirmaktadir (187). Artmasi muhtemel olan enerji ihtiyacini
karsilayabilmek icin muskiiler ve hepatik glikojenolizi uyarmakta, dolagimdaki glukoz
diizeylerini korumak amaciyla da periferik insiilin direnci ile glukoneogenezi artirmaktadir

(188, 189).

Yiiksek plazma glukokortikoid diizeyleri cogunlukla stresin gostergesi olarak kabul
edilmektedir; artan adrenokortikal aktivite strese kars1 gergeklesen fizyolojik bir yanittir (190).
Anksiyete bozukluklarinda serum ve tiikiiriik kortizol diizeylerinin saglikli insanlara gore
yiksek oldugu goriilmektedir (191). Yapilan bir c¢alismada diyabetiklerde plazma
glukokortikoid diizeylerinde bir artis goriilmemesine ragmen doku glukokortikoid diizeylerinin
yiiksek oldugu goriilmiis; yiiksek glukokortikoid diizeylerine hiperinsiilineminin eslik ettigi
goriilmiis; glukokortikoid diizeylerinde goriilen bu artigin periferik insiilin direncinde énemli
bir rol oynadig1 disiiniilmistiir (192). Bununla beraber diyabetiklerde HPA aks aktivitesinde
goriilen artisin  hiperinsiilinemiye kars1 gelisen fizyolojik bir yanit olabilecegi de

tartisilmaktadir (193).

Kronik stres maruziyeti (194) ve kortikosteron yiiksekligi (195) kortikosteron baglayici
globulin (CBG) diizeylerini azaltmaktadir. Normal kosullarda plazma kortikosteronunun %90-
95’1 CBG’ye bagh ve inaktif durumda bulunmaktadir; CBG’nin azalmasi ile serbest ve aktif
kortikosteron diizeyleri 6nemli derecede artmaktadir (196). Dahasi, bazal kortikosteron
diizeylerinde hafif bir artig ve CBG diizeylerinde hafif bir azalmanin birlikte goriilmesi halinde
serbest kortikosteron diizeyleri biiyiik 6l¢iide artmakta ve doku diizeyinde 6nemli etkilere neden
olmaktadir (197) (Tablo 1). Kronik stres maruziyeti ile yiikselen kortikosteron diizeyleri

kortikosteron reseptorlerinin ekspresyonunu diisiirmekte, bu sekilde HPA aksinin negatif

21



geribildirim mekanizmasini da azaltmaktadir (198). Azalan negatif geribildirim nedeniyle bazal

kortikosteron diizeyleri daha da artmaktadir (199).

2.2.4. Saghkh stres yanitinin olusturulmasi

Saglikli stres yanitinin 4 ayagi bulunmaktadir:

1. Davranig yanitlarinin diizenlenmesi

a.
b.
C.
d.

Orta diizeyde bir anksiyete durumu olusturmak
Dikkat ve kognisyon kaymasi
Disfori

Azalmis keyif ve 6diil sistemi

2. Metabolik yanitlarin diizenlenmesi

a.
b.
C.
d.

e.

HPA aks aktivasyonu

Locus coeruleus (LC) — NE ve sempatik sinir sistemi aktivasyonu
Monoaminler

Glutamat sistemi

Inflamasyon, insiilin direnci ve protrombotik durum

3. Strese kars1 verilen yanit sirasinda néronal biitiinliigiin korunmasi

€.

Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF)
Noroplastisite

Norogenez

Endoplazmik retikulum stres yaniti

Epigenetik uyum

4. Stres yanitinin uygun bir sekilde siirdiiriilmesi

1. Strese karsit davranig yanitlarinin diizenlenmesi

A. Orta diizeyde bir anksiyete durumu olusturmak

Prefrontal korteks (PFC), amigdalayr baskilayarak anksiyete benzeri davranislarin

ortaya cikmasini engellemektedir. Psikolojik stresorler PFC’nin islevini kisitlayarak amigdala

aktivasyonuna ve stres yanitinin olugmasina neden olmaktadir (200).
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Anksiyete sirasinda PFC inhibe olmakta ve inhibisyonu ortadan kalkan amigdala
anksiyete benzeri davranislarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (201). Fiziksel bir stresor
ile karsilasildiginda duyularla gelen bilgiler 6nce amigdalay1 aktiflestirmekte, aktiflesen
amigdala sonrasinda PFC’yi inhibe etmektedir (202). Bu, pozitif bir déngiiniin gelismesine
neden olmaktadir. PFC inhibe oldugunda amigala aktive olmakta, aktive olan amigdala PFC’yi
daha fazla inhibe etmekte, inhibe edilen PFC amigdalanin daha da aktive olmasina neden
olmaktadir (203). Bu dongii kirilmadig: takdirde kiside kronik anksiyete ve depresyon ortaya
¢ikabilmektedir (189).

Amigdala stres yanit1 sirasinda hipotalamo-pitiiiter adrenokortikal (HPA) aks1, LC-NE
sistemi ve sempatik sinir sisteminin uyarilmasinda onemli bir role sahiptir; ayrica PFC’nin
subgenual ve dorsolateral bolgelerine ek olarak pek ¢ok limbik, striatal, hipotalamik, otonom
bolgeleri ve beyin sapini da etkilemektedir (189). HPA aks aktivitesi hipokampustaki tip 2
glukokortikoid reseptoriiniin uyarilmasi ile inhibe olmakta; bu geribildirim mekanizmasi ise
akut stres sirasinda diizgiin ¢alismamaktadir (204). Bu sekilde stres yanitinin stresor maruziyeti

boyunca siirdiiriilebilmesi saglanmaktadir.
B. Dikkat ve kognisyon kaymast

Stres yanit1 sirasinda kisinin dikkati 6nemsiz olaylardan tehdit edici olaylara dogru
kaymaktadir. Stres kaynagi uzaklasana kadar dikkatin tehdit edici etmenden bagka yonlere
kaymasi engellenmektedir. Bu da ventrolateral PFC aktivitesinin azalmasi ile saglanmaktadir

(205).

Stres sirasinda diizeyleri artan kortizol ve NE duygusal olaylarin hatirlanmasinda ve
bellegin kuvvetlendirilmesinde gorev almaktadir (206). Kortizol, hipokampusta &nceden
karsilagilan olumsuz olay bellegine erisimi kolaylastirirken tanimlayic1 bellege erisimi
zorlagtirmaktadir (207). Canlinin karsilastigi emosyonel olaylar daha iyi hatirlanmakta,
tizerinden uzun bir siire gecgse bile benzer bir stresorle karsilagildiginda bu deneyimlere karsi
olusturulan yanitlar bilingsiz bir sekilde yeniden ortaya g¢ikmaktadir (208). Dorsolateral
PFC’nin inhibisyonu ¢alisma bellegini olumsuz etkilemekte, bu sayede karsilasilan tehdite kars1
kullanilmak tiizere amigdalada kaydedilen emosyonel olay bellegine daha kolay

erigilebilmektedir (209).
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C. Disfori

Subgenual PFC disforik duygularin diizenlendigi 6énemli bir alandir (210). PFC ayni
zamanda kisinin kendini degerlendirmesinde Onemli rol oynamaktadir (211). Stresle
karsilagildiginda uygun miktarda salgilanan kortizol, nukleus akumbens aktivitesini orta
diizeyde azaltmakta; bu sekilde saglikl1 bir stres yanit1 verebilmek i¢in kisinin morali yeterince

korunabilmektedir (212).
D. Azalmig keyif ve 6diil sistemi

Nukleus akumbens keyif ve 0diil sisteminde onemli bir role sahiptir (213). Stres
sirasinda nukleus akumbens aktivitesinin azalmasi ile stres sirasinda canlinin keyif alma

kapasitesi azalmaktadir (212).
2. Strese karsi1 metabolik yanitlarin diizenlenmesi
A. Stres yamtinda HPA aksimin aktivasyonu

Normal kosullarda subgenual PFC, HPA aks1 ve sempatik sinir sistemini inhibe
etmektedir (214). Stres sirasinda orta derecede inhibe edilen subgenual PFC, bu inhibisyonun
ortadan kalkmasina neden olmakta, CRH uyarimi ile ACTH salinimi1 artmakta, adrenal korteks
ve medulladan kortizol ve NE salgilanmaktadir. Stres sirasinda aktive olan amigdala da HPA

aks1 ve sempatik sinir sistemini aktive etmektedir (215).

CRH'nin normal stres yaniti sirasinda bir¢ok ek islevi bulunmaktadir. CRH amigdala,
hipotalamus ve sempatik sinir u¢larinda bulunmakta, salgilandiktan sonra anksiyete benzeri
davraniglarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (216). LC’yi aktive ederek stres yanitinda
gorev alan diger dokularin uyarilabilirligini artirmaktadir (217). NE ve epinefrin salgilanmasi

i¢in sempatomediiller sistemi aktive etmektedir (218).
B. LC ve sempatik sinir sisteminin aktivasyonu

LC, strese karst yanitta gérev alan ndronlarin birbirleriyle olan iletisimlerini
diizenlemektedir (217). NE stres sirasinda amigdalay1 direkt aktive ederken subgenual PFC’yi
inhibe etmektedir (215). Noradrenerjik sistem ve sempatik sinir sisteminin HPA aksi, amigdala

ve PFC iizerine pozitif geribildirim etkisi bulunmaktadir (189).
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C. Monoaminler

Stres sirasinda dopaminerjik aktivite orta derecede azalmaktadir (219). Serotonin (5-
HT) normalde subgenual PFC aktivitesini azaltmakta, postsinaptik 5-HT-la reseptorlerinin

yeterince uyarilamamasi ise subgenual PFC aktivitesini artirmaktadir (220).
D. Glutamat sistemi

Glutamat, stres yanitinda gorev alan ndronlarin uyarilabilirligini artirmaktadir.
Normalde stres yaniti sirasinda noroplastisiteyi desteklemekte, asir1 arttigi durumlarda ise
hiicreyi 6liime gotiiren ekzotoksisiteye neden olmaktadir (221). Akut stres sirasinda glutamat
salinimi artmakta, kronik stres durumunda yiiksek glutamat diizeyleri devam etmekte; bunun

sonucunda noronal hasar ortaya ¢ikmaktadir (222).
E. Stres yanmiti sirasinda inflamasyon, insiilin direnci ve protrombotik durum

Stres karsisinda insiilin direnci (223), orta diizeyde inflamasyon (224) ve protrombotik
bir durum (223) gelismekte, karsilasilabilecek yaralanmalara karsi hazirlikli olmak i¢in uygun

kosullarin olusmas1 saglanmaktadir.

3. Strese karsi verilen yanit sirasinda néronal biitiinliigiin korunmasi
A. Beyin kaynakii nérotrofik faktor (BDNF)

BDNF SSS’de norogenez, noéral kok hiicrelerinin farklilasmasi, dendrit dallanmasi,
akson gelisimi ve yeni olusan sinaptik baglantilarin diizenlenmesi gibi olaylarda gorev
almaktadir (225). Ayrica normal stres yanitinin olusumu ve siirdiiriillmesinde 6nemli bir yere
sahiptir (226). Orta diizeyde stresle karsilasildiginda BDNF diizeyleri artmakta, stres diizeyi
arttiginda ya da stres durumu uzadiginda ise azalmaktadir (227). Bu nedenle uzamis stres

maruziyetinde BDNF aracil1 yiiriitiilen islevlerde aksamalar meydana gelmektedir (228).
B. Noroplastisite

Orta diizeyde stresle karsilasildiginda sinaptik baglantilar artmakta ve noronlar arasi
yeni baglantilar ortaya ¢ikmaktadir. Bu sekilde gelecekte benzer bir stresorle karsilagildiginda

verilen yanitlarin daha kolay ve verimli olusturulabilmesi saglanmaktadir (229).
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4. Stres yamtinin uygun bir sekilde stirdiiriilmesi

Stres yamitinin siirdiiriilmesinde pek ¢ok mekanizma gorev almaktadir. Keyifli
davraniglarin dikkat dagitici Ozelliklerinin azaltilmasi ve stres kaynagina karsi dikkatin
artirtlmasi stres yanitinin 6nemli pargalarindan biridir (212). Stres sirasinda uyku, yeme, cinsel
aktivite gibi duygulara egilim daha azdir (230). Normal bir stres yanitinda dorsolateral PFC

aktivitesinin azalmasi sayesinde duygudurum genellikle sabit tutulmaktadir (206).

Normal kosullarda PFC genis baglantilari ile beyinde davranis, diisiince ve emosyonel
durumu etkin bir sekilde diizenlemekte; stresle karsilasildiginda ise beyin daha ¢abuk ve

emosyonel yanitlar iireten amigdala ve iliskili limbik sistem bdolgelerinin etkisine girmektedir

(209).

2.2.5. Anksiyete benzeri davranis gelisiminde gorev alan beyin bélgeleri

Anksiyete davraniginin gelisiminde pek c¢ok beyin bolgesi gorev almaktadir; ancak
hipokampus, PFC ve amigdala diger beyin bolgelerine gére daha 6énemli rol oynamaktadir
(231). Yapilan galismalarda bu bolgelerin strese karsi yanitlarin diizenlenmesinde gorev aldigi
goriilmiistiir (232, 233). Hipokampus, PFC ve amigdala strese karsi verilen yanitta HPA aksinin
yanitini diizenlemektedir (234). Stres sirasinda glukokortikoidler gibi néroendokrin hormonlar
ile CRH gibi néropeptitlerin diizeylerinin artmasi, amigdalada bulunan stres yolaklarininin

uyarilabilirligini artirmaktadir (235).

Dis ¢evre ile ilgili duyusal bilgiler, talamus ve primer duyu korteks merkezleri
tarafindan islenmekte ve kortikotalamik afferentler araciligiyla amigdalaya iletilmektedir (236).
Biling dis1 tehdit algilanimimin meydana geldigi ve onceki deneyimlerle karsilastirmalarin
yapildigr amigdala g¢ekirdeklerine duyusal bilgiler medial PFC ve hipokampus ile birlikte
degerlendirilerek iletilmektedir (237, 238). Bazolateral amigdalada bulunan piramidal
noronlarinin aktivasyonu anksiyete davraniglarinin gelisimine katkida bulunmakta (234),
medial PFC ve hipokampustan gelen uyarilar ise amigdala yanitin1 inhibe etmektedir (239).
PFC’nin 0Ozellikle lateral ve medial bolgelerinin, amigdala ve iliskili limbik yapilarin
aktivitesini kontrol ederek strese karsi olusan yaniti kontrol edip diizenledigi goriilmektedir

(240, 241). Bu yapilarin herhangi birinin hasarlanmasi genellikle stres yanitinin sona
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erdirilememesine ve strese karsi kuvvetlendirilmis yanitlarin olugsmasina neden olmaktadir
(242). Beyin goriintiilleme g¢alismalart anksiyete bozukluklarimin medial PFC ve amigdalada
meydana gelen ¢esitli anormalliklerle iligkili oldugunu ortaya koymustur (235). Patolojik
anksiyetenin, PFC ile amigdala arasindaki dengenin bozulmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir (243). Insanlarda hipokampus, PFC ve amigdala arasindaki baglantilarda
sorun yagsanmasi ve amigdalanin agir1 aktvitesi ile anksiyete diizeylerinde artig ve strese karsi

artmis hassasiyetle karsilasilmaktadir (244).

Uzun siireli stres maruziyeti ile hipokampus, PFC ve amigdalada néromorfolojik
degisiklikler meydana gelmektedir (245). HPA aksi, uzamis stres durumunda anormal yanitlar
olusturmaktadir (232). Kortizol ve NE amigdala duyarligini artirmakta, stres maruziyeti
sonrasinda anksiyete benzeri davramiglarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (246).
Amigdalanin tekrarlayici bir sekilde uyarilmasi, stres yaratan uyarana karsi uyarilabilirligi artan
baglantilarda kalic1 degisikliklerin gelismesine neden olmakta; strese bagli gelisen yanitlar
sonunda uyarandan bagimsiz hale gelmektedir (12). Boylece ¢evrede tehdit unsurlarini
algilayan ve degerlendiren mekanizmalarin kontrolii bozulmaktadir. Amigdalanin
uyarilabilirligi  korkulu uyaranlarla karsilasildiginda artmakta; bu artis, anksiyete
bozukluklarinda goriilen spesifik ve non-spesifik semptomlarinin olusmasina katkida
bulunmaktadir (siganda donma, kalp hizinda artis, irkilme, tedirginlik, hipoaljezi, defekasyon,
iseme; insanda abartili irkilme refleksi, endise, kalp hizinda artis, hissizlesme, diyare, iseme,
asirt tedirginlik gibi) (247). Anksiyolitik verilen hayvanlar strese maruz birakildiginda bu
hayvanlarda amigdalanin 6nceki stres maruziyetlerine gére daha az aktive oldugu goriilmiistiir
(12). Stres yolaklarinin kronik bir sekilde uyarilmasi, inhibitor etkili uyarilarin etkisiz
kalmasina neden olmaktadir; siirekli ve kontrol edilemeyen anksiydz durum kisinin enerjisini

tilketmekte, psikolojik ve biyolojik olarak olumsuz sonuglar dogurmaktadir (248).

2.2.6. Anksiyete benzeri davranis gelisiminde gorev alan norotransmitterler

Anksiyete yanitinin olusumunda cesitli ndrotransmitter ve ndropeptitler gorev
almaktadir; bu maddeler stres sirasinda salinmakta, kronik stres varliginda ise bu sistemlerin
islevinde kalic1 degisiklikler meydana gelmektedir (249, 250). Tehdide ve siddetli strese karsi
gelisen norobiyolojik yanitlar duruma uygun bir sekilde uyarlanabilmekte ve organizmayi
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hayatta tutabilmek i¢in Onemli bir deger tasimaktadir; ancak kronik olarak
etkinlestirildiklerinde uygunsuz sonuglar dogurabilmektedirler (251). Anksiyete ile iliskili
davraniglarin diizenlenmesinde rol oynayan noéropeptidler arasinda kortikotropin salgilatic
hormon (CRH) 6nemli bir rol oynamaktadir. Strese karsi otonom, ndroendokrin ve davranigsal
acidan O6nemli rol oynayan CRH, gii¢lii bir anksiyojenik néropeptiddir (252). CRH igeren
noronlar esas olarak PVN’nin parvoseliiler alt boliimiinden kaynaklanmaktadir (253). HPA
aksmin diizenlenmesinde noroendokrin rolii olan CRH ndronlar1 ayn1 zamanda vazopressin
(AVP) tretmekte ve hipofizdeki portal dolasim sistemine adrenokortikotropin (ACTH)
sekretagoglar1 salgilamak i¢in median eminenste son bulmaktadir (252). ACTH de adrenal
korteksten glukokortikoid salinimini uyarmaktadir (254).

Beyinde iki ¢esit CRH reseptorii tanimlanmistir: CRHR-1 ve CRHR-2 (255). CRH'nin
anksiyojenik etkileri cogunlukla CRHR-1 aracili olarak ortaya ¢ikmakta, CRHR-2 ise stresle
basa ¢ikmada rol oynamaktadir (256). CRH gen ekspresyonunun artmasi, strese karsi abartili

HPA aks1 yanitinin olusmasina ve anksiyete ile iligkili davranislarin artisina neden olmaktadir

(251).

Homeostaza karst herhangi bir tehdidin olmasi durumunda plazma glukokortikoid
diizeyleri ylikselmektedir. Glukokortikoid diizeylerinin organizmanin strese karsi direncini
kuvvetlendirme amaciyla arttigi  kabul edilmektedir (257). Yapilan arastirmalar,
glukokortikoidlerin insiilin sekresyonunu inhibe ettigini, glukagon salinimini ise artirdigini
gostermektedir (258). Ayrica glukokortikoidler karaciger hiicrelerinde glukoneogenezisi
stimiile ederek kan glukozunu diizeylerini artirmaktadir (259). Anksiyete bozuklugu olanlarda
saglikli bireylere gore daha yiiksek bazal kortizol diizeyleri bulunmakta, bu da viicutta olumsuz
etkilere neden olmaktadir (260). Stres ile artan kortizol diizeylerinin, kronik donemde
hipokampus tizerine negatif etki ederek kognitif performansi azalttigi goriillmektedir (261).
Anksiyete bozuklugu tedavisi ile goriilen kortizol diizeylerindeki azalma, bellekteki gelismenin

gostergesi olarak degerlendirilmektedir (261).

Stres maruziyeti beyinde noradrenerjik aktiviteyi artirmaktadir. Stres, 6zellikle LC,
limbik bolgeler (hipotalamus, hipokampus ve amigdala) ve serebral kortekste NE’nin selektif
yikiminda artisa neden olmaktadir (262).
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SSS’de inhibitor 6zellik gosteren GABA, anksiyete benzeri davraniglarin gelismesini
engellemektedir (263). GABAerjik islev bozukluklarinin anksiyete semptomlari ile iligkili
oldugu gorilmektedir (264). GABA-A reseptOriiniin inhibisyonu ile anksiyete benzeri
davraniglar goriilmekte, GABAerjik uyarinin artirilmasi ile ise anksiyete benzeri davraniglar

inhibe olmaktadir (264).

PFC, mezokortikal projeksiyon sistemlerinin ndronlarindan dopamin salinimini
diizenlemektedir (265). Ventral-tegmental bolgeden kaynaklanan ve PFC'ye uzanan
mezokortikal dopaminerjik noronlarin, strese karsi verilen emosyonel tepkilerde gorev aldigi
gosterilmistir (266). PFC'den dopamin salinimi, kaygi ve korkunun diizenlenmesi ile iligkilidir
(267). NAcc’nin kortikal yapilardan ve amigdaladan aldigi dopamin uyarilarinin azalmasi
anksiyete davraniginin artmasina neden olmaktadir (268). Pankreas beta hiicrelerinden insiilin
salgilanmasi ¢esitli hormonlar ve ndrotransmitterler tarafindan diizenlenmekte; dopamin de bu
diizenlemede 6nemli bir rol oynamaktadir (269). Streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulan
sicanlarda korteks, hipotalamus ve serebellumunda dopamin seviyelerinin 6nemli Olgiide
azaldig1 bulunmustur (270). PFC'deki diisiik dopamin seviyelerinin, siganlarda anksiyete artisi
ile iligkili oldugu goriilmistiir (271).

2.3. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), insiilin salgilanmasi Ve insiilin etkisinin ayr1 ayr1 ya da birlikte
kusurlu oldugu, hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir (272). Diinyada 2014
yilinda DM prevalansinin %8.8 oldugu belirtilmektedir (273). DM goriilme sikliginin 2050
yilina kadar biiyiik bir artig gosterecegi, 2035 yilinda Tiirkiye’de %18.5’e ¢gikacag (274), 2050
yilinda da global prevalansin yaklasik %25 olacagi dngoriilmektedir (275). ABD’de 2012 yili
itibariyle DM’nin yillik maliyetinin 245 milyar dolar oldugu, 176 milyar dolarinin direkt DM
ile iliskili tedavilerden, 69 milyar dolarinin DM’den kaynaklanan is giicii kaybindan
kaynaklandig1 goriilmektedir (276).

Saglikli bireylerde kan glukoz diizeylerindeki artisa yanit olarak pankreas
adaciklarindaki beta hiicrelerin graniillerinden insiilin salinmaktadir (277). Insiilin,
salgilandiktan sonra kandaki glukozun kas, karaciger ve yag dokusuna ge¢mesine neden olarak,

kan glukozunu normal diizeylere ¢gekmektedir (278). DM’si olan bireylerde insiilin etkisindeki
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azalma nedeniyle glukoz homeostazi bozulmakta, kan glukoz diizeyleri saglikli bireylere gore
daha yiiksek seyretmektedir (279).

DM’de goriilen beta hiicre yetmezliginin patofizyolojisinde adacik hiicrelerinin besin
kaynakli hasarlara karsi duyarli olmasi su¢lanmakta (280), bu hassasiyet nedeniyle adacik
hiicrelerinde baglangi¢ hasarmin olustugu, hiperglisemi gelistikten sonra ise glukotoksik ve
glukolipotoksik olaylarin bu hasarlanmayi gittikge artirdigi diistiniilmektedir (281). Hastaligin
ge¢ doneminde amiloid birikimi nedeniyle olusan oksidatif ve endoplazmik strese karsi gelisen
beta hiicre apoptozu ile adacik beta hiicrelerin kaybinin hizlandig1 6ne siiriilmektedir (282). Ileri
yaslarda yeni beta hiicrelerinin iretilememesi nedeniyle de bu kaybin kalict hale geldigi
diistiniilmektedir (283).

2.3.1. Semptom ve komplikasyonlar

Hiperglisemi durumunda bobrekten glukozun geri emilim kapasitesi asilmakta ve
idrarda glukoz goriilmektedir (284). Bu durum osmotik diiireze (poliiiri) yol agmakta, artan sivi
kayb1 nedeniyle su aliminin da artmasima (polidipsi) neden olmaktadir (285). Insiiline duyarl:
dokularin glukoz alimmin azalmasi ile yag metabolizmasi aktive olmakta, kilo kaybi
yasanmakta, yanit olarak istah artmakta ve kisi daha ¢ok gida tiiketmeye baslamaktadir
(polifaji) (286). Kontrol altina alinmayan DM akut donemde yagin asetil CoA’ya doniisiiniin
artmasi ile ortaya ¢ikan diyabetik ketoasidoz ve hiperglisemik hiperosmolar sendromun da
icinde bulundugu hayati tehdit eden durumlara yol agmakta (287); kronik donemde ise sekonder
komplikasyonlara neden olmaktadir (288). DM nin uzun dénmede goriilen komplikasyonlari
arasinda gérme kaybiyla sonuglanan retinopati, renal yetmezlikle sonuglanan nefropati, ayak
tilserleri ve amputasyonlarla sonuglanan periferik noropati, genitoiiriner ve kardiyovaskiiler
semptomlarla kendini gosteren, seksiiel disfonksiyona neden olan otonom nd&ropati
bulunmaktadir (289).

Uzun siireli DM genellikle makrovaskiiler (koroner arter hastaligi, periferik dolagim
yetmezligi gibi) ve mikrovaskiiler (nefropati, néropati, retinopati gibi) bozukluklarin hastaliga
sekonder gelismesi ile karakterizedir (290). DM’ nin en sik goriilen komplikasyonu olan
diyabetik retinopati nedeniyle korliik gelisebilmektedir (291). Diyabetik komplikasyonlar
cogunlukla enerji metabolizmasinda meydana gelen bozukluk nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir

(292). Glukoz 6-fosfat dehidrogenazin (G6PDH) yiiksek glukoz diizeyleri nedeniyle inhibe
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olmas1 oksidatif strese neden olmakta, glukozun aldoz rediiktaz araciligla sorbitole doniismesi
ve sorbitol birikimi ile osmotik stres olusmakta, bu da diyabetik komplikasyonlarin gelismesine
katk1 saglamaktadir (293).

2.3.2. Diyabetin simflandirilmasi

Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) diyabeti siniflandirarak dort gruba ayirmistir: (1)
Pankreas beta hiicrelerinden insiilin salgilanmasinin olmadigi veya ¢ok az oldugu tip 1 diyabet;
(2) insiiline yanitsizlik ile giden tip 2 diyabet; (3) gebelik déneminde ortaya ¢ikan gebelik
diyabeti (Gestasyonel Diabetes Mellitus); (4) diyabetin birlikte goriildiigi cesitli sendromlar:
genglerdeki tip 2 diyabet-MODY, Kkistik fibrozis gibi pankreasin ekzokrin hastaliklari,
uyusturucu veya kimyasallarla tetiklenen diyabet (6rnegin, AIDS tedavisinde veya organ
transplantasyonundan sonra) (272).

Toplam DM hastalarinin %5-10"unu olusturan tip 1 DM, pankreastaki beta hiicrelerin
otoimmiin yikimi1 ve mutlak insiilin yetmezligi ile karakterizedir (272). Tip 1 DM’nin
patofizyolojisinde genetik nedenlerin yani sira viral enfeksiyonlar, immiin bozukluklar, D
vitamini yetmezligi ve prenatal faktorler yer almaktadir (294). Tip 1 DM genellikle ¢ocukluk
caginda tan1 almakla birlikte her yasta meydana gelebilmekte (295), tedavisinde insiilin
kullanilmaktadir.

Tip 2 DM, diyabeti olan bireylerin %90-95’inde goriilen formdur. Genellikle insiilin
direnci ile karakterize olmakta ve beta hiicre yikimi olmaksizin goreceli insiilin yetmezligine
neden olmaktadir (272). Tip 2 DM genellikle yavas ve sessiz ilerlemekte, bu nedenle hastalar
genellikle ileri yaslarda tan1 almaktadir (296). Genetik ve epigenetik olarak yatkin kisilerde tip
2 DM’nin gelisiminde patolojinin altinda yatan ana neden alinan besinlerin metabolik olarak
diizgiin islenememesidir (281). Asir1 beslenen, kilolu ya da obez kisilerin bazilarinda ya DM
hi¢ gelismemekte ya da yasamin geg evrelerinde ortaya ¢ikmaktadir. Bu kisiler tip 2 DM’ye
kars1 direngli olup, alinan fazla besinleri kalp, kas, karaciger gibi dokular yerine deri alt1 yag
dokularina depolayabilmektedir (297). Bu da alinan fazla besine karsi basarili beta hiicre
adaptasyonu gelistirmeleri ve bu sayede kan glukoz konsantrasyonlarin1 normal ya da normale
yakin diizeyde tutabilmeleri ile miimkiin olmaktadir (298). Bu sayede insiilin direnci

gelismemekte, visseral yag dokusu yerine deri alti1 yag dokusunda kiitle artis1 olmakta, karaciger
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yaglanmas1 minimal diizeyde tutulmakta, organlar besin kaynakli hasarlardan korunmaktadir
(299).

DM gelisimine duyarli kisilerde adaptasyon mekanizmalar1 basarili yanitlar
tiretememektedir (300). Beta hiicreleri alinan besinlere karsi yeterli diizeyde insiilin yaniti
olusturamamakta, glukagon sekresyonu artmakta, inkretin yanitinda azalma goriilmektedir
(301). Deri alt1 yag dokusunun kiitlece artis1 visseral yag dokusuna gore goreceli olarak
azalmakta, hipoadiponektinemi ve yag dokusunda inflamasyon goriilmekte, endojen glukoz

tiretiminde artis olmakta, periferik insiilin direncinde artis meydana gelmektedir (143).

Tablo 1. DM tam kriterleri (302)

Asagida belirtilen 4 kriterden en az birini karsilayan kisilere DM tanisi konulmaktadur:
o HbA1C nin %6,5 veya iizerinde olmasi

 Aclik kan glukoz konsantrasyonunun 126 mg/dL veya iizerinde olmasi

o OGTT sonrast 2. saat kan glukoz konsantrasyonunun 200 mg/dL veya iizerinde olmast

« Hiperglisemi semptomlar: gésteren bir kiside kan glukoz konsantrasyonunun 200 mg/dL veya

tizerinde bulunmasi

2.3.3. Tip 2 DM tedauvisi
Tip 2 DM tedavisinde genellikle oral antidiyabetikler kullanilmaktadir (303). Bu

ilaglarin igerisinde metformin, siilfoniliireler, tiazolidinedionlar, alfa glukozidaz inhibitérleri ve
inkretinler bulunmaktadir. Oral antidiyabetikler DM tedavisinde etkili olmakla birlikte pek ¢ok
yan etkiye de neden olmaktadir (304). Metformin insiilin duyarligini hiicre igine glukoz alimini
artirarak diizeltmekte, hepatik glukoz iiretimini de azaltmaktadir (305). Yan etki olarak
metformin anoreksiya ile bulant1 ve diyare gibi gastrointestinal rahatsizliklara neden olmaktadir
(305). Siilfoniliireler instilin sekresyonunu beta hiicrelerindeki Katp kanallarini1 inhibe ederek
artirmaktadir (306). Ancak kronik siilfoniliire kullaniminda sahip oldugu akut insiilinotropik
etki azalmakta, kan glukoz diizeylerinden bagimsiz olarak insiilin sekresyonunu uyarmasi
nedeniyle de hipoglisemiye neden olabilmektedir (307). Alfa glukozidaz inhibitorleri etkilerini

glukoz emilimini azaltarak gostermekte; ancak absorbe edilemeyen glukoz bagirsaktaki
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koliform bakterilerce fermente edilmekte ve bagirsakta gaz olusumuna neden olmaktadir (308).
Tiazolidinedionlar insiilin duyarligimi artirmakta, ancak kemik dansitesinde azalmaya neden
olmaktadir (309).

Hastalik ilerledikge Ve beta hiicre fonksiyonu ile kiitlesi azaldikga oral antidiyabetiklerin
glisemik kontrolii saglama kabiliyeti de azalmakta; bu noktada tedaviye insiilin eklenmesi
gerekmektedir (303). Insiilin tedavisi icinde hipogliseminin de bulundugu kan glukozunun
hassas ayarlanamamas1 sonucu gelisen sorunlara neden olabilmektedir (310). Insiilin kullanimi

ayrica hastalarda kilo alimina da neden olabilmektedir (311).

2.3.4. Inkretinlerin tedavi amach kullanimi

GLP-1’in glukoz bagimli insiilin sentezini ve sekresyonunu artirici etkisi nedeniyle tip
2 DM patogenezindeki etkisi sorgulanmaktadir (312). Pankreas beta hiicrelerindeki GLP-1R
desensitizasyonunun DM olusumuna neden olabilecegi disiiniilmektedir (313). DM’de
gozlenen azalmis inkretin etkisinin nedeninin azalmis GLP-1 sekresyonu olabilecegi one
slirlilmiis, bu nedenle diyabetiklerde GLP-1 diizeyleri arastirilmaya baslanmistir (314). Yapilan
calismalarda diyabetiklerde besin alimi sonrasi ger¢eklesen GLP-1 salinimi ile dolagimdaki
GLP-1’in yikim hizinin saglikli insanlardan farkli olmadig1 gézlenmis, azalan inkretin etkisinin
reseptor diizeyindeki yanit azalmasina bagli oldugu goriilmiistiir (315). DM’nin yetersiz
kontrolii ile ortaya ¢ikan metabolik bozukluklarin ise GLP-1 diizeylerinde azalmaya neden
olabilecegi gosterilmistir (316).

Diyabetiklerde goriilen inkretin etkisinde azalmanin GLP-1RA veya DPP-4i
kullanilarak diizeltilebilecegi diisliniilmiis ve bu yonde arastirmalar yapilmistir. GLP-1RA ve
DPP-4i kullanimi ile diyabetiklerde kan glukoz diizeylerinin normal diizeylerine geriledigi ve
hastalik seyrinin yavasladig1 goriilmistiir (7, 317). Bu arastirmalar 1s18inda GLP-1RA ve DPP-
41’ler DM tedavisinde yaygin olarak kullanilmaya baglamistir. GLP-1’in DM tedavisinin
yanisira DM’ye bagl gelisen kardiyomiyopati (318), noropati (319) ve nefropati (320) gibi
komplikasyonlara kars1 olumlu etkisinin bulundugu goriilmiistiir. Bu etkileriyle birlikte bilinen
yan etkilerinin az olmasi nedeniyle GLP-1RA ve DPP-4i’ler DM tedavisinde metforminden
sonra ikinci sirada kullanilmasi onerilen ilag grubu haline gelmistir (321).

DPP-41’ler, plazma DPP-4 aktivitesini 24 saat boyunca %70-90 oraninda diisiirmekte,

GLP-1 diizeylerini yaklasgik 2-3 kat artirmakta ve linagliptin haricinde renal yolla
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atilmaktadirlar (322). Kan beyin bariyerini gegmemekte, istah lizerine genellikle herhangi bir
etkileri bulunmamakta ve gastrik bosalmayi etkilememektedirler (50). Yapilan in vitro ve klinik
caligmalar DPP-4 inhibisyonunun tip 2 DM kaynakli beta hiicre apoptozu iizerine olumlu
etkileri oldugunu gostermektedir (323). Arastirmalarda pankreas adaciklarinda DPP-4
aktivitesinin inhibe edilmesinin insiilin sekresyonunu artiric etkisi oldugu gorilmistiir (323,
324). Tip 2 DM modeli kullanilarak yapilan ¢alismalarda DPP-4’{in inhibe edilmesiyle beta
hiicre kiitlesi ve fonksiyonunda artis oldugu, bunun da pro-apoptotik genlerin baskilanmasi ile
iliskili oldugu gézlenmistir (325-327). Birer DPP-4i olan linagliptin ve vildagliptin kullanilarak
yapilan ¢alismalarda da beta hiicrelerinin apoptozdan korundugu, ila¢g dozuna bagli olarak
pankreas ve serumda nitrik oksit konsantrasyonunun arttig1 gozlenmistir (328, 329). Baska bir
calismada vildagliptin kullanimi ile insiilin sekresyonunun ve beta hiicrelerinin glukoza
duyarliginin arttigr goriilmistiir (330). Ancak DPP-4i’lerin bu etkileri tam olarak nasil

mekanizmalarla olusturdugu heniiz bilinmemektedir.

2.3.4.1. Sitagliptin

Sitagliptin 2006 yil1 itibariyle tip 2 DM tedavisinde kullanilmaya baslanan bir DPP-
4i’dir (331). Farmakokinetigi incelendiginde sitagliptinin klirensinin renal yolla gerceklestigi,
yar1 omriiniin 8-12 saat oldugu ve tek doz 100 mg kullanimi ile DPP-4 inhibisyonunun 24 saat
sonrasinda >%380 oldugu goriilmektedir (8, 9). Sitagliptinin yaklasik %75’ metabolize olmadan
renal yolla atilmaktadir (332). Sitagliptin kullanimi ile besin alimi sonrasi plazmada aktif GLP-
1 diizeylerinin yaklasgik 2 kat arttigi; ancak 10 giinliik kullanim sonunda total GLP-1
diizeylerinin anlamli olarak azaldig1 goriilmistiir (8, 9). 3 y1l boyunca 14671 hastanin izlendigi
TECOS c¢alismasinda sitagliptin  kullanan hastalarda HbAlc diizeylerinin  diger
antidiyabetiklere gore daha fazla diistiigii, kardiyovaskiiler olaylar agisindan plasebodan farkli
olmadigy, kalp yetmezligi, pankreatit ve pankreatik kanserlerin goriilme sikligin1 degistirmedigi
bulunmustur (333, 334). Diger DPP-4i’ler ile karsilagtirildiginda sitagliptinin akut pankreatit
riskini artirdigi, ancak pankreatik kanserlerin goriilme sikligini degistirmedigi gozlenmistir
(335).

Sitagliptinin DM tedavisinde metformin ile kombine edildiginde her iki ilacin da

monoterapiye gore daha fazla etki gdsterdigi, ila¢ toleransinin da daha fazla oldugu rapor
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edilmistir (336). Bu etkiye metforminin hem GLP-1 sekresyonunu hem de pankreas GLP-1R
diizeylerini artirmasinin neden oldugu One siiriilmiis, yapilan calismalarda GLP-1R
ekspresyonunu Ppara (peroksizom proliferator-aktive reseptor alfa) iliskili bir mekanizma ile
direkt uyararak inkretin hormonlarin insiilinotropik etkilerini artirdig1 gériilmiistiir (337, 338).
Iki ilacin birlikte kullanilmasi ile kuvvetli anti-inflamatuar etkilerin gelistigi goriilmiistiir.
Sitagliptinin metformin ile birlikte 4 hafta kullanilmas1 sonucu endotelyal projenitor hiicrelerin
sayis1 artarken, bir proinflamatuar sitokin olan MCP-1’in plazma diizeylerinde de azalma

goriilmiistiir (339).

Hem kisa hem de uzun siireli yapilan ¢aligmalarda sitagliptinin kan basinci {izerine

herhangi bir etkisinin bulunmadig1 goriilmistiir (340, 341).

2.3.5. DM ve anksiyete benzeri davranis iliskisi

Kronik hastaliklarda psikiyatrik bozukluklarin goriilme oraninin yiiksek oldugu
bilinmektedir (342). DM tiim diinyada en sik goriilen kronik endokrin metabolik bozukluktur
(343). Anksiyete semptomlar1 ve anksiyete bozukluklart DM hastalarinda sik goriilmektedir
(344). Benzer sekilde, farelerde STZ ile olusturulan diyabetik siganlarda anksiyete benzeri
davraniglar daha sik goriilmektedir (345, 346). Yapilan calismalara gore DM olanlarda yasam
boyunca anksiyete bozuklugu prevalansinin toplum ortalamasina gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir (347). Bu bozukluklar nedeniyle hastaligin kontrolii zorlasmakta, daha yiiksek
maliyetler ortaya ¢ikmakta, hayat kalitesi azalmakta ve mortalite artmaktadir (348, 349).
Diyabetiklerde goriilen anksiyetenin diisiik glisemik kontrol ile iligkili oldugu bulunmus (350),
anksiyetenin tedavi edilmesi ile glisemik kontroliin arttigi gézlenmistir (351). Ayrica PFC gri
cevher kalinlig1 ile hiicre sayisinin diyabetik kisilerde azaldigi gosterilmis, PFC kontrolii
azaldig1 icin amigdala aktivitesinin artarak anksiyete gelisimine neden oluyor olabilecegi

tartigilmistir (352).

HPA aks: i¢ ya da dis stresorlere karst aktive edilen, homeostazi koruma ve siirdiirme
adma etkiler gosteren bir sistemdir (353, 354). DM, HPA aksinda hiperaktiviteye neden
olmaktadir (355). Diyabetiklerde bazal glukokortikoid diizeyleri yiikselmis ve negatif

geribildirim mekanizmalart bozulmustur (356). Diyabetiklerde HPA aksinin aktive olmasi
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hipotalamik kortikotropin salgilayan néronlarin aktivasyonuna, pitiiiter hiicrelerden ACTH
salgilanmasimin  degismesine ya da adrenal duyarligmm artmasmna bagli olarak
gerceklesebilmektedir (357). STZ verilen hayvanlarda kortikosteron diizeylerinin ve akut
stresorlere karsi verilen yanitin arttigi, pitiiiter ACTH sekresyonunun ise azaldigi gézlenmistir
(358, 359). Diyabetiklerde HPA aksi aktivitesinin artist ile glukokortikoid diizeylerinin
yiikseldigi, yiiksek glukokortikoid diizeylerinin ndrogenezi azaltip apoptozu uyararak DM nin
norolojik  komplikasyonlarma  katkida  bulundugu  gorilmiistir  (360).  Ayrica,
glukokortikoidlerin beta hiicre islev bozukluguna neden oldugu, yiiksek diizeylerinin

hiperglisemiye neden oldugu goriilmektedir (361).

Depresyon ve anksiyete bozukluklarinin patofizyolojisinde siklikla HPA aks
aktivitesinin bozulmasi rol oynamaktadir (362). Yapilan calismalarda, kronik strese maruz
birakilan hayvanlarda HPA aks aktivitesinin arttigi goriilmiistiir (362). Ayrica anksiyete
bozukluklarinda HPA aksinda glukokortikoid geribildirim mekanizmasina karsi yanitin
azaldig1 ve glukokortikoid reseptor fonksiyonlariin bozuldugu goriilmiistiir (363). Anksiyetesi
olan diyabetik hastalarin plazma glukoz kontroliiniin daha kotii oldugu ve bu hastalarda DM ile
iligkili komplikasyonlarin daha sik goriildiigii gosterilmistir (364).

DM’de anksiyete yamitinin olusumunda O©nemli olan beyin bdlgelerinde
katekolaminerjik ve serotonerjik sistemlerin isleyisinin bozuldugu ¢esitli yayinlarda
gosterilmistir. Hiperglisemi durumunda ¢esitli beyin bolgelerinde NE diizeylerinin arttigi (365),
serotonin (5-HT) diizeylerinin arttig1 (366) ya da azaldigi (367) gosterilmistir. Yapilan bu
calismalar diyabetiklerde goriilen artmis aksiyete davranisinin diizeyleri degisen NA ve 5-

HT’ ye bagl olarak gergeklesiyor olabilecegini desteklemektedir.

Gama-aminobiitrik asit (GABA), anksiyete benzeri davranigin olusumunda 6nemli bir
yere sahiptir (368). STZ kullanilan diyabetik sicanlarda hipotalamus ve beyin sapinda GABA
konsantrasyonlarinda azalma oldugu gozlenmistir (369). Yapilan bu caligmalar 15181inda
serotonerjik ve noradrenerjik degisikliklerden bagska GABAerjik sistemde meydana gelen

degisikliklerin de diyabetiklerde anksiyete gelisimine katkida bulunabilecegi diisiintilmektedir.

36



2.3.6 DM modeli — Streptozotosin ve DM

Streptozotosin (STZ) alkilleyici bir ajandir ve oksidan 6zellige sahiptir. STZ, yapisinda
bulunan ve kimyasal olarak glukoza benzeyen 2-deoksiglukoz araciligiyla pankreas beta
hiicrelerinde bulunan GLUT-2 reseptorlerine baglanmaktadir (370). STZ hiicre i¢ine alindiktan
sonra metabolize olarak DNA zincirleri arasindaki ¢apraz baglari alkilleyerek RNA ve protein
sentezini etkilemektedir (371). Metabolize olurken hiicre iginde nitrik oksit (NO) diizeyleri
artmakta, asir1 artan NO ise DNA hasar1 olusturmaktadir (372). DNA hasarina karsi bir DNA
tamir enzimi olan poli (ADP-riboz) polimeraz asir1 sekilde sentezlenmekte, hiicre icinde NAD™
depolar1 hizla tilkenmekte, bunun sonucunda siklik ADP riboz diizeyleri diiserek insiilin
sekresyonu bagta olmak iizere hiicre fonksiyonlart bozulmaktadir (373, 374). NO ayni zamanda
mitokondride Krebs dongiisiinii etkilemekte, akonitaz enzim aktivasyonunu engelleyerek
mitokondrinin oksijen kullanimini azaltarak ATP fiiretimini kisitlamaktadir (375). ATP’nin
azalmasiyla beraber ksantin oksidaz ve buna bagli olarak iirik asit diizeyleri yiikselmekte, hiicre
iginde serbest oksijen radikallerinin diizeyleri artarak hiicreyi nekroza gotiirmektedir (376). Bu
sekilde pankreas beta hiicreleri 6lmekte, insiilin sentezi yapilamamakta, canli insiiline bagimli
hale gelmektedir (377). Bu 6zelligi nedeniyle STZ deneysel DM modeli olusturmak i¢in sik¢a
kullanilmaktadir (378, 379).

2.4. GLP-1 ve anksiyete benzeri davrans

GLP-1’in anksiyete benzeri davranis iizerine olan etkisi incelendiginde birbirinden
farkli sonuglarin elde edildigi ve bu konuda net bir sonuca varilamadig1 goriilmektedir. Yapilan
bazi ¢aligmalarda GLP-1’in anksiyolitik etkisinin bulundugu gozlenmistir (380). Diyabetik
farelerde yapilan bir ¢alismada GLP-1RA kullanan hayvanlarin yiikseltilmis art1 labirent (Y AL)
testinde agik kollarda gecirilen siire ile agik kollara giris sayisinin kontrol grubuna gore yiiksek
oldugu gozlenmistir (381). Yapilan baska ¢alismalarda da GLP-1RA verilen hayvanlarin YAL
testinde agik kollarda daha fazla zaman gecirdigi gézlenmistir (13, 382). Santral akut GLP-1
uygulamasinin anksiyojenik etkilerinin oldugu goriilse de, periferik kronik GLP-1RA ya da
DPP-4i kullanimi ile anksiyolitik etkiler goriilmektedir (380, 383). Benzer bir sekilde GLP-1R
bulunmayan hayvanlarda anksiyete benzeri davranisin gelistigi gézlenmistir (384). Yapilan bir
calismada GLP-1’in amigdalada dopamin etkisini artirdigi gozlenmis, ayni c¢aligmada
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hayvanlarda anksiyolitik etkiler gozlenmis, amigdalada artan dopaminerjik aktivitenin
anksiyete benzeri davranisi azaltici bir etkiye neden olabilecegi diistiniilmiistiir (385). Yapilan
bazi ¢calismalarda kalori kisitlamasinin anksiyeteyi azalttig1 goriilmiis; GLP-1RA kullanima ile

goriilen anoreksik etkilerin anksiyolitik sonuglara neden olabilecegi tartisilmistir (386).

Yapilan bagka c¢alismalarda ise GLP-1’in anksiyojenik etkisinin bulundugu
gozlenmistir. GLP-1’in anksiyete benzeri davranigsin gelisminde yer aldigi disiincesi
intraserebroventrikiiler GLP-1 uygulamasi sonrasinda santral amigdala cekirdeginde c-Fos
aktivitesinde artigin gozlenmesi ile olugsmustur (3). Farmakolojik diizeydeki GLP-1’in besin
alimini azaltiginin gdézlenmesi ve besin alimi ile anksiyete benzeri davranis arasindaki ters
iligki dikkate alindiginda bu peptidin emosyonel diizenlemede rol alabilecegi diistiniilmiistiir
(387). Yapilan bir caligmada intraserebroventrikiiler GLP-1 uygulamasi ile plazma ACTH ve
kortikosteron diizeylerinin arttigi goézlenmis, intraserebroventrikiiler GLP-1 uygulamasinin
anksiyete benzeri davranisa neden oldugu gorilmistir (13). Hayvanlara bir GLP-1Rant
verildiginde ise lityum kloriir gibi bir stresor varliginda bile plazma ACTH ve kortikosteron
diizeylerinde herhangi bir artisin olmadigi goriilmistiir (13, 388). Yine insanlarda yapilan bir

calismada GLP-1RA kullanimi ile plazma kortizol diizeylerinin arttigi goriilmistiir (389).

Anksiyete benzeri davranisi uyardig1 ya da inhibe ettigine dair yayinlarin yanisira bazi
calismalarda GLP-1 uygulamasinin anksiyete iizerine herhangi bir etkisinin bulunmadigi
goriilmiistiir (14). Intraserebroventrikiiler GLP-1 uygulamasi ile YAL testinde acik kollara giris
sayisinda ve agik kollarda gegirilen siirede herhangi bir degisiklik gézlenmemistir (390). Baska
bir ¢alismada GLP-1RA’nin kisa vadede HPA aksimi aktive ederek CRH ve ACTH
sekresyonunu uyardigi, bu sekilde adrenal korteks ile medullanin birlikte uyarilarak
glukokortikoid ve katekolamin saliniminin arttig1 gozlenmis; GLP-1RA’larin HPA {izerindeki
bu etkisinin ise yaklasik 1 hafta i¢inde azaldig1, uzun donemde ise GLP-1RA kullanimi ile HPA
aks aktivitesinin degismedigi gdzlenmistir (391).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirma deneysel bir ¢alismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirma, Mayis 2016 — Aralik 2018 tarihleri arasinda, Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Deneysel Arastirma Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.
Etik kurul onay1r Nisan 2016’da alinmis; laboratuar testleri, 6l¢imler ve istatistiksel analiz

Temmuz 2016 — Aralik 2018 tarihleri arasinda yapilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi / Calisma Grubu

Calismada yapilan tiim deneyler icin Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan 28/04/2016 tarihinde 1/2016 no’lu toplantida 1/2016
protokol numarasiyla; yapilmasi etik agidan uygundur onay1 alinmigtir. Calisma Wistar Albino
siganlar kullanilarak yapilmis, siganlar (1) kontrol, (2) diyabet, (3) diyabet+sitagliptin ve (4)

sitagliptin grubu olmak tizere 4 grupta incelenmistir.

3.4. Calisma Materyali

Bu arastirmada 41 adet 200-250g agirliginda disi Wistar Albino sican kullanilmistir. Tiim
siganlar 23+2°C oda sicakliginda, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik periyod saglanarak her
kafeste 3-4 sigcan olacak sekilde, standart pellet yemlerine ve suya serbestge erisebilecekleri
konumda bulundurulmustur. Deneyi gergeklestirmek i¢in 4 deney grubu olusturulmus, gruplar
icin deney hayvani se¢imi rastgele yapilmistir. Gruptaki deneklerin agirliklart her giin, kan

glukoz diizeyleri ise haftada bir 6l¢iilerek takip edilmistir.

Arastirmada kullanilan siganlarda 40 mg/kg tek doz intraperitoneal STZ uygulamasi ile

DM olusturulmustur. Uygulamadan 48 saat sonra hayvanlarda kan glukoz diizeylerine
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bakilmis, olusturulan modelde kan glukoz diizeyinin 250 mg/dL’nin iizerinde olmas1 ile DM

dogrulanmustir (392).
Gruplar
1. Kontrol grubu (K) (n=11)
2. Diyabet grubu (DM) (n=11)
3. Diyabet olup sitagliptin tedavisi alanlar (DMDPP) (n=8)

4. Sitagliptin tedavisi alan saglikli sicanlar (DPP) (n=9)

Sitagliptin
STZ uygulamasi kullanimi
& 48 saat @& 14 gln @ 21 giin @&
Kan glukoz Davranig
dizeyi dlgimu deneyleri ve
(>250 mg/dL) sakrifikasyon

Sekil 1. Deney akis semasi

3.4.1. Sitagliptin kullanim

Sitagliptin (DPP-4i) 20 mg/kg dozunda, 500 pl %0.9’luk serum fizyolojik sivisinda
coziilerek, oral gavaj pipeti araciligiyla agizdan giinde tek uygulama ile 21 giin boyunca

uygulanmistir (380). Kontrol ve DM gruplarina yalniz serum fizyolojik uygulanmustir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimh degisken: Deney hayvanlarindaki anksiyete benzeri davranis

Bagimsiz degisken: Sitagliptin uygulamasi
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3.6. Veri Toplama Aracglarn

3.6.1. Anksiyete Benzeri Davramisin Degerlendirilmesi

Gruplarin anksiyete benzeri davraniglart agik alan testi ve ylikseltilmis art1 labirent
(YAL) testleri ile degerlendirilmistir. Tim davranis deneyleri gilindiiz 09:00-13:00 saatleri

arasinda gercgeklestirilmistir.

3.6.1.1. Acik alan testi

Acik alan testi kosullanma olmayan anksiyeteyi 6l¢mek amaciyla ilk olarak 1936 yilinda
tanimlanmis ve kullanilmistir (393). Siiresi degiskenlik gostermekle birlikte cogunlukla 5 ya da
10 dk boyunca yapilmaktadir (394). Agik alan testi ile deney hayvaninin lokomotor aktivitesi
ve anksiyete seviyeleri degerlendirilebilmektedir (395). Ac¢ik alan testi sonuglarinin
degerlendirilmesinde kemirgenlerin agik ve genis alanlarda gezinmekten kaginma davraniglar
temel alinmaktadir (395). Acik alan testinde hayvanin orta alandan kaginmasi anksiyetenin bir
gostergesi olarak degerlendirilmektedir (396, 397). Thigmotaksis, duvara yakin bolimlerde
zaman gecirme istegi olarak tanimlanmakta, anksiyete benzeri davranis gosteren hayvanlarin

bu davranisi daha sik gosterdigi kabul edilmektedir (397).

Acik alan testi i¢in 1x1 metrelik bir alan kullanilmis ve bu alan 35 liikslik bir 151k
kaynagi ile aydinlatilmistir. Deney hayvani alanin tam ortasina konup 5 dakikalik test siiresince
alan igindeki hareketleri kamera ile kaydedilerek analiz edilmistir. Her bir denegin test sonunda
gezdigi tiim alanlar % 70°lik alkol ile temizlenmistir. Ag¢ik alan testinde zemin 16 kareye
bolinmistiir (12°si (%75) kenarlarda, 4’ (%25) merkezde). Hayvanlarin alan igerisinde
toplam gezinme mesafesi, toplam gezinme siiresi, orta ve kenardaki alanlara toplam giris say1si

Noldus Ethovision XT yazilimi (Hollanda) tarafindan kaydedilmis ve analizi yapilmigtir (398).
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Sekil 2. A¢ik alan testi diizenegi

3.6.1.2. Yiikseltilmis arti labirent testi

YAL testi kosullanma olmayan anksiyeteyi 6lgmek amaciyla ilk olarak 1985 yilinda
tanimlanmis ve kullanilmustir (399). Test; karsilikli iki kolu duvarla ¢evrili, karsilikli diger iki
kolu ise duvarsiz ve acik olmak tizere arti seklinde dort yoldan olusan, yerden yiiksek bir
diizenek kullanilarak yapilmaktadir (400). Sicanlarin normal egilimi agik kollarda gezinmekten
kaginip kapali kollardaki koselerde oturmaktir (401). Cevreyi tanima davranisi gosteren, agik
kollarda daha wuzun siire zaman geciren denegin anksiyete seviyesi diisiik olarak
degerlendirilmektedir (402). A¢ik kollardan ¢ekinme davraniginin anksiyete benzeri davranisi
gosterdigi kabul edilmektedir (403). Sicanlarin diizenege ilk birakildiklari bolge olan orta
alanda fazla zaman ge¢irmesi, sicanin kapali kollar ile agik kollara gitmek arasinda karar
veremedigini, bunun da yiiksek anksiyete benzeri davranis nedeniyle gerceklestigini isaret
etmektedir (404, 405). Testin ayni zamanda lokomotor aktiviteyi Olgmek igin de
kullanilabilecegi tartisilmaktadir (406).

YAL testi i¢in zeminden 50 cm yiiksekte, merkezde 10x10 cm’lik bir merkez platform
ile yanlarda 50 cm uzunlugunda, 10 cm genisliginde, 0.5 cm yliksekliginde duvarlari bulunan
iki acik ve 50 cm uzunlugunda, 10 cm genisliginde, 40 cm yiiksekliginde duvarlar1 bulunan iki
kapali koldan olusan bir diizenek kullanilmistir. Deney hayvani acik kollardan birine bakacak
sekilde merkez platforma birakilarak 5 dakika boyunca kamera ile izlenmis, agik ve kapali

kollara giris sayis1 ile merkez platformda ve kollarda gegirilen siire 6l¢iilmiistiir (69). Diizenek
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her test sonunda % 70°lik alkol ile temizlenmistir. Testin kayit ve analizinde Noldus Ethovision

XT yazilimi (Hollanda) kullanilmistir.

Sekil 3. YAL test diizenegi

3.6.2. Sakrifikasyon ve Doku Ayrimi

Sakrifikasyon giinii ilag uygulamalarindan 30 dakika sonra davranis deneyleri
gerceklestirilmis, deney bitiminin hemen sonrasinda hafif eter anestezisi altinda sol kardiyak
ventrikiilden denegin tiim kani alinarak yasami sonlandirilmigtir. Kanlar 5000g’de 5 dakika

+4°C’de santrifiije edilerek plazmalar1 ayrilmistir.

Gruplardaki hayvanlarin yarisindan alinan dokularda histolojik inceleme, diger
yarisinda ise enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 6l¢iimii yapilmistir. ELISA 6l¢iimii
icin ¢ikarilan dokulardan fosfat tamponlu tuz cozeltisi (PBS) kullanilarak homojenat ve
siipernatanlar hazirlanmistir.  Olgiimler yapilana dek plazma ve doku homojenat ve

siipernatanlar1 -80°C’de saklanmustir.

3.6.2.1. Doku homojenatlarinin hazirlanmasi

Sonuglar1 olumsuz etkilememesi i¢in dokularda kalan hemolize kan soguk PBS
(phosphate buffered saline) (0,01 M; pH = 7.4) ile temizlenmistir. Sakrifikasyon sonrasi -

80°C’de saklanan PFC ve distal ileum dokular1 dncelikle hassas doku tartisi ile tartilmistir.
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Orneklere doku agirhg (g):PBS hacmi (ml) oran1 1:9 olacak sekilde soguk PBS eklenmistir.
Dokular sonrasinda buz iizerinde ultrasonik homojenizatdr kullanilarak homojenize edilmistir.
Homojenatlar 5000xg’de 10 dakika siiresince sogutmali santrifiijde ¢evrilerek siipernatanlar
elde edilmistir. Homojenizasyon islemi tamamlanan dokular ELISA Olgiimleri yapilana dek -

80°C’de saklanmustir.

3.6.3. Biyokimyasal Incelemeler
ELISA yontemi ile plazma kortikosteron; plazma, ileum ve PFC GLP-1; ileum ve PFC
GLP-1R diizeyleri dl¢lilmiistiir. Doku homojenatlarinin kullanildig: tiim ELISA 6l¢timlerinde

Ol¢lim sonuglar1 doku protein basina hesaplanmistir.

3.6.3.1. Kortikosteron ol¢timii

Serum kortikosteron analizi Elabscience sigan kortikosteron kiti (Wuhan, Cin; katalog
no: E-EL-R0269, duyarlik 1.88 pg/ml, tespit aralign 3.13-200 ng/ml) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Kit igeriginin hazirlanmast
1- Kullanim 6ncesi tiim reaktifler oda sicakligina getirilmistir.

2- Yikama soliisyonu: Konsantre yikama soliisyonundan 10 ml alinip 240 ml distile su igerisine

konularak hazirlanmstir.

3- Standart c¢aligma soliisyonu: referans standart 10,000xg’de bir dk siiresince santrifiij
edilmigstir. Referans standardin lizerine 1 ml referans standart ve Ornek diliienti eklenip
karigtirilmig, ardindan 5000pg/ml konsantrasyonunda c¢alisma soliisyonu elde edilmistir.

Sonrasinda seri diliisyonlar yapilmistir.

Diliisyon metodu: Yedi adet ependorf tiip alinarak her birine 500 pl referans standart ve 6rnek
diliienti eklenmistir. ilk deney tiipiine hazirlanan 5000 pg/ml konsantrasyonundaki ¢aligma
sollisyonundan 500 pl ilave edilmis, sonrasinda son tiip hari¢ her tiipe sirayla bir 6ncekinden
500 pl eklenerek 5000, 2500, 1250, 625, 312.5, 156.25, 78.13 ve 0 pg/ml konsantrasyonlarinda

olacak sekilde standart soliisyonlar hazirlanmigstir.
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4- Biyotinize tespit antikoru caligma soliisyonu: kullanim Oncesi santrifiijlenen konsantre
biyotinize tespit antikoru, biotinize tespit antikor diliienti ile 1:100 oraninda karistirilarak

hazirlanmustir.

5- Horseradish peroxidase (HRP) konjugat calisma soliisyonu: konsantre HRP konjugati 1:100

oraninda HRP konjugat diliienti ile seyreltilerek hazirlanmigtir.
Analizin yapilist

1- ELISA plagindaki ilk siituna standart soliisyonlar ile kor 6rnek yerlestirilmistir. Diger
kuyucuklara 6l¢iimii yapilacak ornekler konulmustur. Her kuyucuga 50 pl standart ya da 6rnek
konulmustur. Hemen ardindan 50 pl biyotinize tespit antikoru calisma sollisyonu tiim
kuyucuklara eklenmistir. Sonrasinda plagn iizeri kapatilmis, 37°C’de 45 dakika inkiibasyona

brrakilmastir.

2- Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki soliisyon dikkatlice dokiilmiistiir. Yikama islemi igin
tim kuyucuklara 350 pl yitkama soliisyonu eklenerek bu sekilde 1-2 dk bekletilmis, sonrasinda
dikkatlice dokiilmiistiir. Plak temiz bir kurutma kagidina vurularak kuyucuklarda kalan

sollisyon uzaklastirilmigtir. Bu yikama islemi {i¢ kez tekrarlanmistir.

3- Her kuyucuga 100 ul HRP konjugat ¢alisma soliisyonu eklenmistir. Sonrasinda plagin iizeri
kapatilarak 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmstir.

4- Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki soliisyon dikkatlice dokiilmiistiir. Yikama islemi ikinci

basamakta aciklandigi gibi bes kez uygulanmistir.

5- Her kuyucuga 90 pl substrat reaktifi eklenmistir. Plagin iizeri kapatilarak 37°C’de 15 dakika

inkiibasyona birakilmais, plagin 1siktan korunmasina 6zen gosterilmistir.
6- Inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklenmistir.

7- Optik yogunluklar 450 nm’de Biotek marka ELx800 mikroplak okuyucu (Vermont, ABD)

ile degerlendirilmis, bu yogunluklara gore kortikosteron diizeyleri hesaplanmustir.

3.6.3.2. GLP-1 ol¢iimii

GLP-1 analizleri Finetest sican GLP-1 kiti (Wuhan, Cin; katalog no ER0996, duyarlik

<9.375 pg/ml, tespit aralig1 15.625-1000 pg/ml) kullanilarak gerceklestirilmistir.
45



Kit igeriginin hazirlanmast
1- Kullanim 6ncesi tiim reaktifler oda sicakligina getirilmistir.

2- Yikama soliisyonu: Konsantre yikama soliisyonundan 30 ml alinip 720 ml distile su igerisine

konularak hazirlanmstir.

3- Standart ¢aligma soliisyonu: Referans standardin iizerine 1 ml referans standart ve drnek
diliienti eklenip 10 dakika boyunca karistirilmis, ardindan 1000pg/ml konsantrasyonunda

caligma soliisyonu elde edilmistir. Sonrasinda seri diliisyonlar yapilmuistir.

Diliisyon metodu: 6 adet ependorf tiip alinarak her birine 300 pl referans standart ve 6rnek
diliienti eklenmistir. flk deney tiipiine hazirlanan 1000 pg/ml konsantrasyonundaki ¢alisma
sollisyonundan 300 pl ilave edilmis, sonrasinda son tiip hari¢ her tlipe sirayla bir 6ncekinden
300 pl eklenerek 500, 250, 125, 62.5, 31.25 ve 15.625 pg/ml konsantrasyonlarinda olacak

sekilde standart soliisyonlar hazirlanmistir.

4- Biyotinize tespit antikoru ¢aligma sollisyonu: kullanim Oncesi santrifiijlenen konsantre
biyotinize tespit antikoru, biotinize tespit antikor diliienti ile 1:100 oraninda karistirilarak

hazirlanmustir.

5- HRP konjugat ¢alisma soliisyonu: konsantre HRP konjugat1 1:100 oraninda HRP konjugat

diliienti ile seyreltilerek hazirlanmigtir.
Analizin yapilist

1- Kuyucuklara yiikleme yapmadan once 2 kez yikama islemi yapilmistir. Yikama islemi i¢in
tiim kuyucuklara 350 pl yikama soliisyonu eklenerek bu sekilde 1-2 dk bekletilmis, sonrasinda
dikkatlice dokiilmistir. Plak temiz bir kurutma kagidina vurularak kuyucuklarda kalan

soliisyon uzaklastirilmistir.

Yikama sonrasinda ELISA plagindaki ilk siituna standart soliisyonlar ile kor ornek
yerlestirilmistir. Diger kuyucuklara 6l¢timii yapilacak 6rnekler konulmustur. Her kuyucuga 100
pl standart ya da 6rnek konulmustur. Sonrasinda plagin tizeri kapatilmig, 37°C’de 90 dakika

inkiibasyona birakilmistir.
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2- Inkiibasyon sonras1 kuyucuklara yikama yapmadan 100 pl biyotinize tespit antikoru ¢aligma
sollisyonu eklenmistir. Sonrasinda plagin tizeri kapatilarak 37°C’de 60 dakika inkiibasyona

brrakilmstir.

3- Inkiibasyon sonras1 yikama islemi ilk basamakta agiklandig1 gibi 3 kez uygulanmistir.
Yikama sonrast her kuyucuga 100 pul HRP konjugat ¢alisma soliisyonu eklenmistir. Sonrasinda

plagin tizeri kapatilarak 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

4- Inkiibasyon sonras1 yikama islemi ilk basamakta aciklandig1 gibi 5 kez uygulanmustir. Her
kuyucuga 90 pl substrat reaktifi eklenmistir. Plagin iizeri kapatilarak 37°C’de 15 dakika

inkiibasyona birakilmis, plagin 1giktan korunmasina 6zen gosterilmistir.
5- Inkiibasyon sonras1 her kuyucuga 50 ul durdurma soliisyonu eklenmistir.

6- Optik yogunluklar 450 nm’de Biotek marka ELx800 mikroplak okuyucu (Vermont, ABD)

ile degerlendirilmis ve hesaplanmistir.

3.6.3.3. GLP-1R o6l¢iimii

GLP-1R analizleri Finetest sigan GLP-1R kiti (Wuhan, Cin; katalog no ER0418,
duyarlik <0.094 ng/ml, tespit aralig1 0.156-10 ng/ml) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Kit iceriginin hazirlanmasi
1- Kullanim 6ncesi tiim reaktifler oda sicakligina getirilmistir.

2- Yikama soliisyonu: Konsantre yikama soliisyonundan 30 ml alinip 720 ml distile su igerisine

konularak hazirlanmstir.

3- Standart ¢alisma soliisyonu: Referans standardin iizerine 1 ml referans standart ve drnek
diliienti eklenip 10 dakika boyunca karistirilmis, ardindan 10 ng/ml konsantrasyonunda ¢aligsma

soliisyonu elde edilmistir. Sonrasinda seri diliisyonlar yapilmistir.

Diliisyon metodu: 6 adet ependorf tiip alinarak her birine 300 pl referans standart ve 6rnek
diliienti eklenmistir. Ik deney tiipiine hazirlanan 10 ng/ml konsantrasyonundaki calisma
sollisyonundan 300 pl ilave edilmis, sonrasinda son tiip hari¢ her tiipe sirayla bir 6ncekinden
300 pl eklenerek 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312 ve 0.156 ng/ml konsantrasyonlarinda olacak sekilde

standart sollisyonlar hazirlanmigtir.
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4- Biyotinize tespit antikoru caligma soliisyonu: kullanim Oncesi santrifiijlenen konsantre
biyotinize tespit antikoru, biotinize tespit antikor diliienti ile 1:100 oraninda karigtirilarak

hazirlanmustir.

5- HRP konjugat ¢alisma soliisyonu: konsantre HRP konjugat1 1:100 oraninda HRP konjugat

diliienti ile seyreltilerek hazirlanmistir.
Analizin yapilist

1- Kuyucuklara yiikleme yapmadan once 2 kez yikama islemi yapilmistir. Yikama islemi i¢in
tim kuyucuklara 350 pl yikama soliisyonu eklenerek bu sekilde 1-2 dk bekletilmis, sonrasinda
dikkatlice dokiilmiistiir. Plak temiz bir kurutma kagidina vurularak kuyucuklarda kalan

sollisyon uzaklastirilmistir.

Yikama sonrasinda ELISA plagindaki ilk siituna standart sollisyonlar ile kor oOrnek
yerlestirilmistir. Diger kuyucuklara 6l¢timii yapilacak 6rnekler konulmustur. Her kuyucuga 100
ul standart ya da 6rnek konulmustur. Sonrasinda plagin iizeri kapatilmig, 37°C’de 90 dakika

inkiibasyona birakilmistir.

2- Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki soliisyon dikkatlice dokiilmiis, ytkama yapilmamistir.
Kuyucuklara yikama yapmadan 100 pl biyotinize tespit antikoru ¢aligma sollisyonu eklenmistir.

Sonrasinda plagin iizeri kapatilarak 37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakilmistir.

3- Inkiibasyon sonrasi yikama islemi ilk basamakta aciklandigi gibi 3 kez uygulanmistir.
Yikama sonrasi her kuyucuga 100 ul HRP konjugat ¢aligma soliisyonu eklenmistir. Sonrasinda

plagin lizeri kapatilarak 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

4- Inkiibasyon sonras1 yikama islemi ilk basamakta agiklandig1 gibi 5 kez uygulanmustir. Her
kuyucuga 90 pl substrat reaktifi eklenmistir. Plagin iizeri kapatilarak 37°C’de 15 dakika

inkiibasyona birakilmis, plagin 1siktan korunmasina 6zen gosterilmistir.
5- Inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklenmistir.

6- Optik yogunluklar 450 nm’de Biotek marka ELx800 mikroplak okuyucu (Vermont, ABD)

ile degerlendirilmis ve hesaplanmistir.
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3.6.3.4. BCA protein analizi

PFC ve ileum BCA (bikinkoninik asit) protein analizleri Elabscience BCA protein
analiz kiti (Wuhan, Cin; katalog no: E-BC-K318, duyarlik 16.5 pg/ml, tespit aralig1 16.5-1000
ug/ml) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Analizin yapilist

1- Protein standardi 1 ml protein standart diliienti ile karistirllmig, bu sekilde 10 mg/ml

konsantrasyonunda stok soliisyonu elde edilmistir.
2- Stok soliisyonu 1 mg/ml konsantrasyonda diliie edilmistir.

3- BCA g¢aligma soliisyonunun hazirlanmasi: reaktif A ve reaktif B 50:1 oraninda

karigtirilmistir.

4- Standart soliisyondan sirayla 0, 4, 8, 12, 16, ve 20 pl alinarak kuyucuklara konulmus, her

kuyucuga standart diliient eklenerek hacim 20 pl’ye tamamlanmistir.
5- Orneklerden 20 pl almarak mikroplaktaki diger kuyucuklara eklenmistir.

6- Her bir kuyucuga 200 pl BCA ¢alisma soliisyonu eklenmis ve 37°C’de 30 dk inkiibasyona

birakilmustir.

7- Optik yogunluklar 562 nm’de Biotek marka ELx800 mikroplak okuyucu (ABD) ile

degerlendirilmis ve hesaplanmistir.

3.6.4. Histolojik incelemeler

Calismada beyin ve ileum doku 6rnekleri 151k mikroskopisi ile degerlendirilmistir.
Cikarilan 6rnekler oda sicakliginda, %10’luk formalin soliisyonu i¢inde 48 saat tespit edilmis,

rutin doku takipleri yapildiktan sonra parafin i¢ine gomiilerek bloklanmistir.
Parafin Takibi
1- Fiksasyon: 48 saat, %10 formalin

2- 24 saat akarsuda yikama

3- %70 etil alkol 20 dk
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4- %80 etil alkol 20 dk

5- %96 etil alkol 20 dk
6- Aseton | 20 dk
7- Aseton 11 20 dk
8- Aseton Il1 20 dk
9- Aseton IV 20 dk
10- Ksilol 1 30 dk
11- Ksilol 1 30 dk
12- 60°C’lik etiivde erimis parafin I 1 saat
13- Parafin Il 1 saat

14- Parafin i¢inde bloklama

Mikrotom (Thermo Finesse-M+) yardimiyla bloklardan 5 pum kalinliginda kesitler
alinarak ornekler lizinli lamlara yerlestirilmistir. Beyin drneklerinden Paxinos ve Watson un

sican beyin atlasina gore tanimlanmis PFC seviyesine denk gelen seri kesitler alinmistir.

Parafin kesitler deparafinize edilerek ileum doku Orneklerine hematoksilen&eozin
(H&E) ile GLP-1 ve GLP-1R immiin boyamasi, beyin dokusu érneklerine de GLP-1 ve GLP-

1R immiin boyamasi yapilmustir.

3.6.4.1. indirekt Immiinohistokimya Yéntemi

Kesitler 24 saat 60°C etiivde bekletildikten sonra immunohistokimyasal yontemle
boyanmigtir. GLP-1ve GLP-1R immunreaktivitesinin gosterilmesi amaciyla rat spesifik anti-
GLP-1 (1:100; sc-57166, Santa Cruz) ve anti-GLP-1R (1:100; NLS1205, Novusbio) antikorlar1
kullanilmistir. Lizinli kesitler ii¢ degisim ksilol ile deparafinizasyon islemine tabi tutulmustur.
Ardindan azalan derecede alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika
bekletilmistir. Proteinaz K (Dako) soliisyonunda oda 1sisinda 15 dakika tutulan kesitlere, doku
endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’liikk hidrojen peroksit uygulanmaistir. 3

defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu ile yikanan kesitler 30 dk oda 1sisinda bloklama
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soliisyonu (Invitrogen, Histostain-Plus Bulk Kit) ile enkiibe edilmis, ardindan yikama
yapilmadan anti-GLP-1 ve GLP-IR antikorlari ile bir gece +4°C’de enkiibe edilmistir. Ertesi
giin fosfatli tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder antikor
(Invitrogen-Plus Broad Spectrum) ile 30 dk enkiibe edilmistir. Sekonder antikor enzimle isaretli
(peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) (Histostain-Plus Broad Spectrum) ile
baglandiktan sonra antikor-biyotin-avidin-peroksidaz kompleksi %0.02 Diaminobenzidin
(DAB) kullanilarak goriiniir hale getirilmistir. Zemin boyamasi1 Mayer’s hematoksilen ile
yapilmistir. Dereceli alkollerde dehidratasyon islemi gerceklestirilen kesitler ksilol ile

seffaflagtirma isleminden sonra entellan ile kapatilmistir.

Boyama iglemlerinin tamamlanmasinin ardindan hazirlanan preparatlar 151k mikroskobu
(Olympus CX-41) ve video kameradan (Olympus DP21) olusan goriintii analiz sistemi
(CellSens Entry 1.7, Olympus) araciligiyla bilgisayar ekraninda kaydedilerek

degerlendirilmistir.

Dokulardaki immunreaktivite semikantitatif olarak 0 ile +++ arasinda skorlanmustir.
Buna gore; 0 (immiin reaktivite yok), +; hafif (1), ++; orta (2), +++; siddetli (3) olarak
degerlendirilmistir (407)

3.7. Arastirma Plan1 ve Takvimi

Literatiir tarama Mayis 2016 — Aralik 2018
Etik kurul onay1 Nisan 2016

Tez Onerisi sunumu Mayis 2016

Malzeme temini Haziran 2016 — Ocak 2017
Laboratuar testleri Ocak 2017 — Ocak 2018
Olgiimler ve istatistiksel analiz Agustos 2016 — Aralik 2018
Tez yazimi Temmuz 2016 — Aralik 2018
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Istatistiksel analiz SPSS 21.0 programi ile yapilmistir. Davranis testleri ile ELISA
incelemesi sonucu elde edilen verilerde gruplar arasindaki farkliliklar two-way ANOVA post-
hoc Bonferroni testi ile degerlendirilmistir. Sonuglar “ortalama =+ standart hata” seklinde
sunulmustur. Gruplar arasi korelasyon Pearson korelasyon analizi ile yapilmistir. p<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli sinir deger olarak degerlendirilmistir.

Histolojik incelemelerdeki tiim veriler “ortalama =+ standart hata™ olarak gosterilmistir.
Gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklar SPSS programinda one-way ANOVA post-hoc

Bonferroni testi kullanilarak degerlendirilmistir. p< 0.05 anlamlilik diizeyi esas alinmigtir.

3.9. Arastirmanin Simirhliklar:

Arastirmada, anksiyete ile ilgili goriilebilecek degisikliklerin diyabet tedavisi nedeniyle
degil GLP-1 nedeniyle gerceklestigini gosterebilmesi agisindan GLP-1’den bagka bir tedavi
alan grubun bulunmasinin uygun olacagi diistiniilmiis, bu amagla metformin tedavisi alan bir
diyabetik grup olusturulmustur. Metformin verilen siganlarda izlem boyunca goriilen yiiksek
oliim sayisi, kalan siganlardan alinan 6rneklerde ise grup i¢i yiiksek farkliliklarin bulunmasi

nedeniyle bu grup arastirma dis1 birakilmastir.

Ayrica doku analizi i¢in siganlardan alinan amigdala ve pankreas 6rneklerinde grup ici
yiiksek farklililarin bulunmasi, bazi 6rneklerin 6l¢iim i¢in yeterli miktarda olmamasi,
bazilarinin da kullanilan kitin 6l¢iim araliginda bulunmamasi nedeniyle amigdala ve pankreas

dokulart degerlendirilememistir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Calismada yapilan tiim deneyler i¢in Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan 28/04/2016 tarihinde 1/2016 no’lu toplantida 1/2016

protokol numarasiyla; yapilmasi etik agidan uygundur onay1 alinmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Izlem Sonuclar
Viicut agirliklart
Gruplarin deney periyodu boyunca yapilan giinliik tartimlarinda goézlenen agirlik

degisimleri Sekil 4’te gosterilmistir.

Gruplarin agirhik degisimleri

Kontrol DM
300+ 300
2504 2504
£ £
] d
(C] (C] v e
2004 2004 %
1504 1504
0 10 20 30 0 10 20 30 40 50
Giin Giin
DPP DMDPP
300+ 300+
2504
£ e
e °
o o

20043

150+

Sekil 4. Gruplarin deney periyodu boyunca agirhk degisimleri

Sekil 4’te gruplarda deney periyodu sonunda baslangi¢ agirliklarina gére karsilastirilan
ortalama agirlik degisimleri verilmistir. DMDPP grubunda goriilen ortalama agirlik degisimi
kontrol, DM ve DPP gruplarina gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0.001) (Sekil 5).
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Net agirlik degisimi

Il Kontrol
I DM
@ DMDPP
Il DPP

gram

-20- *

Sekil 5. Gruplardaki net agirhk degisimleri

4.2. Davranis Deneylerinin Sonuclari
4.2.1. Acik alan testi sonuclari

DMDPP grubunda agik alan testinde toplam kat edilen mesafe kontrol grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0.01) (Sekil 6).

Acik alan testi - kat edilen toplam mesafe

3000+

2000+

Cm

1000+

Kontrol DM DMDPP DPP

* Kontrol grubuna gére (p<0.01)

Sekil 6. Acik alan testinde kat edilen toplam mesafeler
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DMDPP grubunda agik alan testinde thigmotaksis siiresi kontrol ve DM gruplarina gore
anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0.05) (Sekil 7).

Acik alan testi - thigmotaksis suresi

300+

250+

Saniye

200+
Kontrol DM DMDPP DPP

# Kontrol ve DM grubuna gére (p<0.05)

Sekil 7. Acik alan testinde thigmotaksis siireleri

Acik alan testinde orta alanda gegirilen siireler karsilagtirildiginda gruplar arasinda

anlamli bir fark gézlenmemistir (Sekil 8).

Acik alan testi - orta alanda gecirilen siire
25+
20+

15+

Saniye

101

Kontrol DM DMDPP DPP

Sekil 8. A¢ik alan testinde orta alanda gecirilen siireler
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DMDPP grubunun agik alan testindeki ortalama hizi kontrol grubuna gore daha diisiik
bulunmustur (p<0.05) (Sekil 9).

Acik alan testi - ortalama hiz

101

cm/sn

Kontrol DM DMDPP DPP

* Kontrol grubuna goére (p<0.05)

Sekil 9. Acik alan testindeki ortalama hizlar

4.2.2. Yiikseltilmis arti labirent deney sonuclari

DM, DMDPP ve DPP gruplarinda YAL testinde agik kollarda gegirilen siireler kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalmistir (p<0.05) (Sekil 10).

YAL - acik kollarda gegirilen siire

15-

10+ *

Saniye

Kontrol DM DMDPP DPP

* Kontrol grubuna goére (p<0.05)

Sekil 10. YAL testinde ac¢ik kollarda gecirilen siireler
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Gruplar arasinda YAL testinde kapali kollarda gecirilen siireler degerlendirildiginde

anlamli bir fark gézlenmemistir (Sekil 11).

YAL - kapali kollarda gegirilen siire

300+

200+

Saniye

100+

Kontrol DM DMDPP DPP

Sekil 11. YAL testinde kapalh kollarda gegirilen siireler

YAL testinde orta alanda gegcirilen siireler karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli

bir fark bulunmamstir (Sekil 12).

YAL - orta alanda gegirilen siire

20+
151

104

Saniye

Kontrol DM DMDPP DPP

Sekil 12. YAL testinde orta alanda gegirilen siireler
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DM grubunda Y AL testinde agik kollara giris sayist kontrol grubuna gore anlamli olarak
azalmstir (p<0.05) (Sekil 13).

YAL - acik kollara giris sayisi

Giris sayisi

Kontrol DM DMDPP DPP

* Kontrol grubuna goére (p<0.05)

Sekil 13. YAL testinde acik kollara giris sayis1

DM grubunda YAL testinde kapali kollara girig sayis1 kontrol grubuna goére anlamli
olarak azalmistir (p<0.05). DMDPP grubunda YAL testinde kapali kollara giris sayis1 ise
kontrol ve DPP gruplarina gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0.05) (Sekil 14).

YAL kapali kollara giris sayisi

20+

Girig sayisi

Kontrol DM DMDPP DPP

* Kontrol grubuna goére (p<0.05)
# Kontrol ve DPP grubuna gore (p<0.05)

Sekil 14. YAL testinde kapal kollara giris sayisi
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4.3. Biyokimyasal Analiz Sonuclari
4.3.1. ileum GLP-1 diizeyleri

fleum GLP-1 diizeyleri DM grubunda kontrol ve DPP grubuna gore anlamli olarak

azalmistir (p<0.05). DMDPP grubunda ileum GLP-1 diizeyleri kontrol, DM ve DPP gruplarina
gore anlamli olarak diisiiktiir (p<0.05) (Sekil 15).

ileum GLP-1 diizeyleri
80+

60+

40

pg/mg protein

204

Kontrol DM DMDPP DPP

*Kontrol ve DPP grubuna gére (p<0.05)
#Kontrol, DM ve DPP grubuna gére (p<0.05)

Sekil 15. Tleum GLP-1 diizeyleri
4.3.2. Ileum GLP-1R diizeyleri
DM ve DPP gruplarinda ileum GLP-1R diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak

azalmistir (p<<0.001). DMDPP grubunda ise ileum GLP-1R diizeyi kontrol ve DPP grubuna
gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0.01) (Sekil 16).

ileum GLP-1R diizeyleri
0.15-

O

=

o
1

ng/mg protein
o
o
i

0.00-
Kontrol DM DMDPP DPP

*Kontrol grubuna gore (p<0.001)
#Kontrol ve DPP grubuna gore (p<0.01)

Sekil 16. Ileum GLP-1R diizeyleri
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4.3.3. PFC GLP-1 diizeyleri

DPP grubunda PFC GLP-1 diizeyleri kontrol ve DM gruplarina gore anlamli olarak
diisiik bulunmustur (p<0.05) (Sekil 17).

PFC GLP-1 diizeyleri

40-

£ 30

g

°

S 20-

(]

E
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0-

Kontrol DM DMDPP DPP

*Kontrol ve DM grubuna gére (p<0.05)

Sekil 17. PFC GLP-1 diizeyleri

4.3.4. PFC GLP-1R diizeyleri

DM, DMDPP ve DPP gruplarinda PFC GLP-1R diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli
olarak azalmistir (p<0.05) (Sekil 18).

PFC GLP-1R diizeyleri
2.5-

2.0- %
1.5-

1.0-

ng/mg protein

0.5

0.0-
Kontrol DM DMDPP DPP

*Kontrol grubuna gore (p<0.05)

Sekil 18. PFC GLP-1R diizeyleri
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4.3.5. Plazma GLP-1 diizeyleri

DMDPP grubunda plazma GLP-1 diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik

bulunmustur (p<0.05). DPP grubunda ise plazma GLP-1 diizeyleri kontrol ve DM gruplarina
gore anlamli olarak azalmigtir (p<0.05) (Sekil 19).

Plazma GLP-1 diizeyleri

100-

80+

60+

pg/mi

40-

204

0-

Kontrol DM DMDPP DPP

*Kontrol grubuna gore (p<0.05)
#Kontrol ve DM grubuna gére (p<0.05)

Sekil 19. Plazma GLP-1 diizeyleri

4.3.6. Plazma kortikosteron diizeyleri

Gruplar arasinda plazma kortikosteron diizeyleri arasinda anlamli bir fark
bulunmamustir (Sekil 20).

Plazma kortikosteron diizeyleri
500-
400-

300-

ng/ml

200+

100-

Kontrol DM DMDPP DPP

Sekil 20. Plazma kortikosteron diizeyleri
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4.4. IHC Sonuclar

4.4.1. Ileum GLP-1 diizeylerinin IHC degerlendirilmesi

fleum THC incelemesinde DM grubunun GLP-1 skorlar1 kontrol, DMDPP ve DPP
gruplarina gore anlamli olarak diigiik bulunmustur (p<0.05) (Sekil 21, 22).

Kontrol DM

Sekil 21. Gruplarda ileumda bulunan GLP-1’in IHC gosterimi

ileum GLP-1 - [HC

skor
N
1

Kontrol DM DMDPP DPP

*Kontrol, DMDPP ve DPP grubuna gore (p<0.05)

Sekil 22. fleum GLP-1 diizeylerinin THC skorlamasi
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4.4.2. Tleum GLP-1R diizeylerinin THC degerlendirilmesi

[leum IHC incelemesinde DM ve DMDPP gruplarinin GLP-1R skorlar1 kontrol ve DPP
gruplarina gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0.01) (Sekil 23, 24).

Kontrol DM

Sekil 23. Gruplarda ileumda bulunan GLP-1R’nin IHC gosterimi

ileum GLP-1R - IHC

skor
N
1
*

Kontrol DM DMDPP DPP

*Kontrol ve DPP grubuna gére (p<0.01)

Sekil 24. ileumn GLP-1R diizeylerinin IHC skorlamasi
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4.4.3. PFC GLP-1 diizeylerinin IHC degerlendirilmesi

PFC IHC incelemesinde DM ve DMDPP gruplarinin GLP-1 skorlar1 kontrol ve DPP
gruplarina gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0.01) (Sekil 25, 26).

Kontrol DM

DPP DMDPP

Sekil 25. Gruplarda PFC’de bulunan GLP-1’in IHC gosterimi

PFC GLP-1 -IHC

skor
N
1

Kontrol DM DMDPP DPP

*Kontrol ve DPP grubuna goére (p<0.01)

Sekil 26. PFC GLP-1 diizeylerinin IHC skorlamasi
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4.4.4. PFC GLP-1R diizeylerinin IHC degerlendirilmesi

PFC GLP-IR incelemesinde DM ve DPP gruplarinin GLP-1R skorlar1 kontrol grubuna
gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0.01) (Sekil 27, 28).

DM

Sekil 27. Gruplarda PFC’de bulunan GLP-1R’nin IHC gosterimi

PFC GLP-1R - IHC

skor

Kontrol DM DMDPP DPP

*Kontrol grubuna gére (p<0.01)

Sekil 28. PFC GLP-1R diizeylerinin IHC skorlamasi
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4.5. Korelasyon analizleri

Prefrontal korteks GLP-1R diizeyleri ile YAL testinde agik kollarda gegirilen siire

arasinda orta kuvvette pozitif bir korelasyon bulunmustur (r = 0.420, p<0.05) (Sekil 29).

PFC GLP-1R - Acik kollarda gegirilen siire
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Sekil 29. Prefrontal korteks GLP-1R diizeyleri ile YAL testinde agik kollarda gegirilen

siire arasindaki korelasyon

Prefrontal korteks GLP-1R diizeyleri ile YAL testinde orta alanda gegirilen siire

arasinda kuvvetli pozitif bir korelasyon saptanmistir (r = 0.627, p<0.01) (Sekil 30).

PFC GLP-1R - Orta alanda gecirilen siire
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r=0.627, p<0.01

Sekil 30. PFC GLP-1R diizeyleri ile YAL testinde orta alanda gegirilen siire arasindaki

korelasyon
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5. TARTISMA

Calismamizda sitagliptin verilen diyabet olmayan sicanlarin kontrol grubuna gore
anksiyete seviyelerinin arttigi; yani yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kollarda daha az
bulundugu gozlendi. Ayrica sitagliptin ile prefrontal korteks GLP-1 ve GLP-1R seviyelerinin
ise anksiyete davranig ile korele olarak azaldigin1 tespit ettik. Sitagliptin ile ince bagirsak GLP-
1 seviyeleri degismezken, GLP-1R seviyelerinin ise azaldigmmi goézledik. Plazma GLP-1

seviyelerinin ise sitagliptin ile azalirken deneklerin agirliklarinda bir degisiklik goriilmedi.

Calismamizdaki diyabetik siganlarin ise sitagliptin tedavisi ile anksiyetelerinin arttigi;
yani ylikseltilmig art1 labirent testinin agik kollarinda daha az siire gegcirdikleri, acik alan
testinde ise thigmotaksis siiresinin azaldig1 goriildi. Sitagliptinin diyabetik si¢anlarda
prefrontal korteks GLP-1R seviyelerini azalttigi; ancak prefrontal korteks GLP-1 diizeylerinin
degismedigi, ileum GLP-1 seviyelerinin azaldigi; ancak GLP-1R diizeylerinde farklilik
olmadigr gozlendi. Calisma boyunca yapilan takiplerde sitagliptin verilen diyabetik sigan

agirliklarinin diyabet ve kontrol grubuna goére azaldig: tespit edildi.

Noroprotektif etkileri bilinen GLP-1’in anksiyete yanitinin diizenlenmesinde rol
oynadigi disiiniilmektedir (408). Literatiirde bu konuda 18 degisik sonu¢ bulunmaktadir; 5
caligmada anksiyeteyi artirdigi, 6 ¢alismada azalttigi, 7 ¢alismada ise etkilemedigi sonucuna

ulasilmaktadir.

Sicanlarda yapilan bir calismada intraserebroventrikiiler GLP-1Rant uygulamasindan
15 dk sonra yiikseltilmis art1 labirent testi yapilmis, kontrol grubuna gére GLP-1Rant uygulanan
grupta acik kollarda gegirilen siirenin daha fazla oldugu goériilmiistiir (13). Ayn1 ¢alismada
santral amigdala ¢ekirdegine 0,1 veya 0,2 pg GLP-1 uygulamasi ile 15 dk sonra yapilan
yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kollarda gegirilen siirenin azaldigi gézlenmistir (13).
Sicanlarda yapilan bir ¢alismada intraserebroventrikiiler 3 ve 10 pg dozda GLP-1
uygulamasidan 60 dk sonra yapilan Vogel zitlasma testinde 10 ug GLP-1 uygulanan grupta
anksiyete benzeri davranisin geliserek cezali igme sayisinin azaldigi, 3 pg GLP-1 uygulanan
grupta boyle bir durumun gézlenmedigi; yapilan yiikseltilmis art1 labirent testinde ise GLP-1
verilen gruplardaki siganlarin kontrol grubundan farkli olmadigi goriilmiistiir (390). Siganlarda
intraperitoneal exendin uygulamasindan 20 dk sonra davranis testleri yapilmis 1 pg/kg dozda

exendin uygulamasinin ytikseltilmis art1 labirent testinde agik kollarda geg¢irilen siireyi azalttig1
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goriilmiistiir (385). Ayni ¢alismada intraserebroventrikiiler 10 pg dozda GLP-1 veya 0,15 ug
dozda exendin uygulamasindan 20 dk sonra yapilan davranis deneylerinde agik alan testinde
orta alanda ve aydinlik-karanlik kutusu testinde aydinlik alanda gegirilen siirenin azaldig
goriilmiistiir (385). Aymi ¢alismada DR’ye 2 pg dozda GLP-1 veya 0,05 pg exendin
uygulamasindan 20 dk sonra yapilan davranis deneylerinde yiikseltilmis art1 labirent testinde
orta alanda ve aydinlik-karanlik kutusu testinde aydinlik alanda gecirilen siirenin azaldig1
goriilmiistiir (385). Siganlarda yapilan bir ¢alismada intraserebroventrikiiler 1, 10, 100 ng dozda
GLP-1 uygulamasindan 30 dk sonra ylikseltilmis art1 labirent alan testi yapilmis, 1 ve 10 ng
GLP-1 verilen sicanlarin agik kollarda gecirdikleri siire azalmis, kapali kollarda gecirdikleri
stire ise artmis; 100 ng GLP-1 verilen siganlarda ise kontrol grubuna benzer sonuglar ¢ikmistir
(409). GLP-1R knockdown farelerin yiikseltilmis art1 labirent testinde kontrol grubuna gore
acik kollarda daha fazla zaman gegirdigi goriilmustiir (410).

2 giinliik iken GLP-1 sentezini uyaran bir plazmid DNA enjeksiyonu yapilan sicanlarin
davranig 6zellikleri 8. haftada degerlendirilmis, bu siganlarin yiikseltilmis art1 labirent testinde
acik kollarda daha fazla zaman geg¢irdigi gozlenmistir (382). Siganlarda yapilan bir ¢alismada
25-100 pg/kg arasindaki dozlarda intraperitoneal liraglutid uygulamasindan 4 saat sonra
yiikseltilmig art1 labirent testi yapildiginda 50 pg/kg dozunda liraglutid yapilan gruptaki
siganlarin acik kollarda gecirdigi siirenin diger ilag gruplarindaki siganlara ve kontrole gore
daha fazla oldugu, diger dozda ilag verilen sicanlarda ise kontrol grubu ile benzerlik gosterdigi
goriilmistiir (383). Baska bir sigan ¢alismasinda 5, 10, 20, 40 mg/kg dozunda oral sitagliptin
verilen siganlarda 60 dk sonra yiikseltilmis art1 labirent testi yapilmis, 20 mg/kg dozunda
sitagliptin verilen gruptaki sicanlarin agik kollarda ge¢irdigi siirenin diger ila¢ gruplarindaki
siganlara ve kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu, diger dozda ilag verilen siganlarda ise
kontrol grubu ile benzerlik gosterdigi goriilmiistiir (380). 8 haftalik GLP-1R knockout farelerde
yapilan bir ¢aligmada farelerin ylikseltilmis art1 labirent testinde orta alanda gegirdikleri
siirelerin kontrol grubuna gore yiiksek, akustik uyar1 refleks testindeki yanitlarinin da daha
siddetli oldugu gorilmistir (384). 1 aylikken annelerinde ayrilan ve 3 ay boyunca
intraperitoneal DPP-4i (2 mg/kg diprotin A veya 4 mg/kg sitagliptin) verilen siganlarda ilag
kullanimin 1. ayinda anksiyete benzeri davranis gelistigi, 2. ve 3. ay sonunda yapilan testlerde
ise anksiye benzeri davranigin goriilmedigi bulunmustur (411). 8 haftalik C57BL/6N farelerde
yapilan bir ¢alismada 14 giin boyunca intraperitoneal 20 nmol/kg liraglutid ile 5 mg/kg
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kortikosteron uygulanan farelerde, yalnizca kortikosteron verilen farelere gore kuyruk asma
testinde hareket artis1 gézlenmis, yiikseltilmis arti labirent testinde agik kollarda gecirilen
stirenin degismedigi; ancak agik alan testinde orta alanda gegirilen siirenin arttig1 goriilmiistiir

(412).

Sicanlarda intraperitoneal exendin uygulamasindan 20 dk sonra davranig testleri
yapilmis, 0,1 pg/kg dozda exendin uygulamasi ile anksiyete benzeri davranislarda bir degisiklik
gbzlenmemistir (385). Ayni calismada 9 giin boyunca 0,2 pg dozda intraserebroventrikiiler
exendin uygulamasimnin anksiyete benzeri davranisa herhangi bir etkisinin bulunmadigi
goriilmiistiir (385). C57BL/6J farelerde yapilan bir ¢alismada subkutan 1, 10 ve 20 pug/kg dozda
exenatid ile 200 ve 1200 pg/kg dozda liraglutid verilen farelerde 60 dk sonra yapilan aydinlik-
karanlik kutusu testinde kontrol grubuna gore benzer sonug ortaya ¢ikmistir (14). C57BL/6J
farelerde yapilan bir baska ¢alismada 14 giin boyunca giinde iki kez 10 pg/kg dozda exenatid
ile giinde tek sefer 1200 pg/kg dozda liraglutid verilen farelerde aydinlik-karanlik kutusu
testinde kontrol grubuna gére benzer sonuglar goriilmiistiir (413). C57B/16 farelerde yapilan
bir ¢aligmada intraperitoneal 25, 50, 100 ve 250 nmol/kg dozda GLP-1 uygulamasinin 30 dk
ardindan yapilan agik alan testinde herhangi bir degisiklige neden olmadigi, 21 giin boyunca
intraperitoneal 25 nmol/kg dozda GLP-1 veya exendin (9-39) kullanimininda da benzer
sonuglarin elde edildigi goriilmektedir (414). Panik bozuklugu olan hastalar ile saglikli
insanlarda 60 dk boyunca 2 pmol/kg/dk dozda intravenéz GLP-1 uygulamasinin akut panik
Olgegine gore anksiyete durumunda herhangi bir degisiklige neden olmadig goriilmiistiir (415).
Sicanlara intraperitoneal 30 pg/kg exendin uygulandiktan 90 dk sonra acik alan testi
yapildiginda orta alanda gegirilen siirenin kontrol grubuna gore degismedigi goriilmiistiir (416).
Sicanlarda tek sefer intraperitoneal 100 veya 200 pg/kg liraglutid, 3 veya 6 mg/kg sitagliptin
uygulamasi yapilan bir ¢alismada ilag alan gruplarda yiikseltilmis art1 labirent ve acik alan

testinde kontrol grubuna benzer sonuglar elde edilmistir (417).

Bizim calismamizda siganlara 21 giin boyunca oral yoldan 20 mg/kg dozda sitagliptin
verilmis, yiikseltilmis art1 labirent testinde acik kollarda gecirdikleri siire kontrol grubuna gore
azalmistir. Bildigimiz kadariyla diyabeti olmayan saglikli deney hayvanlarinda bir GLP-1RA
veya DPP-4i kullanimi sonras1t PFC’de GLP-1 veya GLP-1R diizeylerinin 6l¢iildiigii herhangi

bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda saglikli siganlarda sitagliptin kullanimi ile PFC
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GLP-1 ve GLP-1R diizeylerinin kontrol grubuna gore azaldigi goriilmistiir. Korelasyon analizi
yapildiginda PFC GLP-1R diizeyleri ile anksiyete benzeri davranig arasinda negatif yonde
kuvvetli bir iliski bulundugu goriilmektedir. Farelerde isaretli GLP-1 kullanilarak yapilan bir
calismada juguler vene verilen isaretli GLP-1’in 5 dk i¢inde kan beyin bariyerini asarak SSS’ye
gegebiliyor oldugu goriilmiistiir (150). Bizim bilgilerimize gore periferik GLP-1 diizeylerinin
degisimi ile PFC GLP-1 veya GLP-1R diizeylerinin nasil etkilendigine dair bir bilgi
bulunmamaktadir. Ayrica periferde diizeyi artan GLP-1’in NTS’deki GLP-1 sentezini etkileyip
etkilemedigi veya PFC GLP-1 diizeylerinin NTS’de {iretilen GLP-1 diizeyleriyle iliskili olup
olmadigi, PFC GLP-1R diizeylerinin bundan nasil etkilendigi bilinmemektedir. Bu ¢alisma
bildigimiz kadariyla sitagliptin kullanimi sonras1 anksiyete benzeri davranis ile PFC GLP-1 ve

GLP-1R diizeylerinin incelendigi ilk calismadir.

Yalnizca enerji dengesinin diizenlendigi beyin bolgelerinde degil; amigdala, dorsal
raphe (DR) ve hipokampus gibi emosyonel diizenlemede gorev alan bolgelerde de GLP-1R
bulunmasi, GLP-1’in emosyonel diizenlemede gorev aliyor olabilecegini isaret etmektedir
(418). Emosyonun islenmesinde ve anksiyete benzeri davranis gelisiminde amigdalanin 6nemli
bir rolii bulunmaktadir (419). Amigdala yapisinin degistigi veya PFC ile baglantilarinin
bozuldugu durumlarda anksiyete benzeri davraniy meydana gelmektedir (420). NTS’de
bulunan GLP-1 néronlarinin GLP-1R bulunan ve anksiyete iliskili davranigslarda 6nemli bir
bolge olan santral amigdala gekirdegine uzantilar verdigi bilinmektedir (421). Bu da NTS deki
GLP-1 noron aktivasyonunun anksiyete benzeri davranis gelisimine direkt etki edebilecegini
disiindiirmektedir. Yapilan caligmalarda santral amigdala c¢ekirdegindeki noronlar gibi
PVN’deki bazi noronlarin da emosyonel diizenlemede gorev alan beyin bdlgelerine
uzantilarinin bulundugu ve anksiyete gelisiminde rol oynayabilecekleri diisiintilmiistiir (422).
Bizim calismamizda sitagliptin kullanim1 ile GLP-1 diizeyleri artarak PVN’deki CRH
salinimimi1 uyarmis, bu sekilde HPA aksi aktive olarak anksiyete benzeri davraniglarin

gelismesine neden olmus olabilir.

Serotonin, anksiyete benzeri davranis gelisiminde Onemli bir yere sahiptir (423).
Anksiyete bozukluklarinin tedavisinde serotonerjik ilaglar kullanilmaktadir (424). NTS’de
bulunan GLP-1 néron uzantilarinin DR’ye kadar ulastigi da dikkate alindiginda GLP-1’in

anksiyete benzeri davranisin gelisiminde DR aracili etkilerinin bulunabilecegi diistiniilmiis, bu
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yonde arastirmalar yapilmistir (425). DR’ye uygulanan GLP-1’in tek basina anksiyete benzeri
davranig gelisimine neden oldugu goriilmiis, bu sonu¢ GLP-1’in anksiyojenik etkilerini DR’de
bulunan GLP-1R’lerin aktivasyonu ile gergeklestirdigini diistindiirmiistiir (385). Bu ¢alismada
sitagliptin kullanimi ile plazmada GLP-1 diizeyleri artarak DR uyarilmis, bu uyari da anksiyete

benzeri davraniglarin ortaya ¢ikmasina neden olmus olabilir.

Obez olmayan erkek goniilliilerde 50 — 600 mg arast dozlarda kullanilan sitagliptinin 24
saat boyunca %380’in iizerinde DPP-4 inhibisyonu yaptig1 ve sistemik GLP-1 diizeylerini
yaklasik 2 kat artirdigi gosterilmistir (8). CS7BL/6N fareler kullanilarak yapilan bir ¢aligmada
0,3-3 mg/kg aras1 dozlarda kullanilan sitagliptinin 60 dk igerisinde plazma GLP-1 diizeylerini
yine yaklasik 2 kat artirdig1 goriilmiis; her ne kadar kan beyin bariyerini gegiyor olsa da bu
artisin GLP-1"in sitagliptin kullanimina ragmen diisiik bir yarilanma Omriine sahip olmasi
nedeniyle SSS’de direkt etki gosterebilecek diizeyde olmayabilecegi tartisiimis (426), ancak bu
konuda herhangi bir 6l¢iim yapilmamistir. Dolagima salinan GLP-1’in yaklasik %50’sinin
hepatik portal vene ulastigi anda yikima ugramis oldugu bilinmektedir (427). Portal venin
dolagim sistemindeki en yiiksek GLP-1 diizeyine sahip major ven olmasi (427) ve portal ven
cevresinde portal besin i¢erigini algilayan pek ¢ok afferent bulunmasi (428), bu bolgedeki GLP-
1 igeriginin SSS’ye sinyal iletiminde rol oynuyor olabilecegini disiindiirmiistiir (429).
Sicanlarda yapilan g¢aligmalarda portal ven cevresindeki sinir sonlanmalarinda ve nodoz
ganglionda GLP-1R’lerin bulundugu gézlenmistir (430, 431). Sprague-Dawley tiir siganlarda
yapilan bir ¢aligmada portal vene 1-8 umol/kg dozlarinda bir DPP-4i verilmis, portal ven GLP-
1 diizeylerinin 5 dk igerisinde yaklasik 1,5 katina ¢iktigi, 30 dk sonra ise normal diizeye
geriledigi, sistemik dolasimdaki GLP-1’in ise bu uygulamadan etkilenmedigi goriilmiistiir
(432). Ayni1 galismada vagotomi ile besin aliminin nasil degistigi gézlenmis, portal vene DPP-
4iuygulanan kontrol grubundaki siganlarda besin aliminin azaldig1, vagotomi yapildiktan sonra
DPP-4i uygulanan si¢anlarda ise besin aliminin kontrol grubuna gore degismedigi goriilmiistiir.
Bu bilgiler 1s1g8inda portal dolasimda bulunan GLP-1’in de SSS’deki etkisini hepatoportal
sistemdeki noral reseptorler araciligiyla gosteriyor olabilecegi diisiniilmektedir (426). Bu
caligmada sitagliptin kullanimi ile goriilen davranis degisiklikleri yalnizca GLP-1’in direkt SSS
etkilesimi ile degil, portal dolagimdaki GLP-1 diizeylerinin artip, bu sinyalin bolgede bulunan

noral reseptorler araciligiyla santrale iletilmesi nedeni ile de gergeklesmis olabilir.
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Literatiirde GLP-1’in diyabetiklerde genellikle anksiyolitik etki olusturdugu, 1 yayinda
ise anksiyeteyi etkilemedigi goriilmektedir. STZ/nikotinamid kullanilarak diyabet olusturulan
farelerde 2 hafta boyunca subkutan 0.1 pg/kg dozunda exendin kullanimai ile yiikseltilmis art1
labirent testinde acgik kollarda gecirilen siirenin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu
gozlenmistir (381). STZ kullanilarak DM olusturulmus siganlarda 6 hafta subkutan 300 ug/kg
liraglutid kullanimi ile diyabetiklere gore acik alan testinde orta alanda gegirilen siire ile
yiikseltilmis art1 labirent testinde acik kollarda gegirilen siirenin arttigi goriilmiistiir (433).
Diyabetik 304 hastanin izlendigi bir ¢alismada 12 haftalik 0,9 mg/giin dozda liraglutid
tedavisinin sonunda hastalarda anksiyete Ol¢eginde anlamli bir iyilesmenin gorildigi
gozlenmistir (434). 71 diyabetigin 18 ay boyunca exenatid kullandigi bir ¢alismada hastalarin
anksiyete diizeylerinin tedavi baslangicina gore azaldigi goriilmistiir (435). Bu bilgilerden
farkli olarak 702 diyabetikte yapilan bir arastirmada 1 y1l boyunca 1,2 ye da 1,8 mg liraglutid

kullaniminin anksiyeteyi etkilemedigi goriilmistiir (436).

Bizim ¢alismamizda STZ kullanilarak diyabet olusturulan siganlara 21 giin oral yoldan

20 mg/kg dozunda sitagliptin verilmis, yilikseltilmis art1 labirent testi ile agik alan testinde
diyabetiklere benzer anksiyete diizeylerine sahip olduklar1 gériilmiistiir. Bildigimiz kadariyla
diyabetiklerde bir GLP-1RA veya DPP-4i kullanimi sonras1 PFC’de GLP-1 veya GLP-1R
diizeylerinin 6l¢iildiigii herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Diyabetiklerde SSS’de diger
beyin bolgelerindeki GLP-1 ve GLP-1R diizeyleri incelenen yayinlarda diyabetiklerde santral
GLP-1R diizeylerinin azaldigi, inkretin tedavisi ile bu diizeylerin yiikseldigi, GLP-1
diizeylerinin ise degismedigi goriilmektedir. STZ kullanilarak diyabet olusturulan siganlarda ve
genetik olarak hiperglisemi goriilen farelerde yapilan bir ¢alismada hipotalamus GLP-1
diizeyleri incelenmis, bu hayvanlarda kontrol gruplarina gére hipotalamus GLP-1 diizeylerinin
degismedigi gorilmiistir (437). Roux-en-Y gastrik bypass ameliyati yapilan diyabetik
sicanlarda 8 hafta sonra plazma GLP-1 diizeylerinin operasyon Oncesine gore ylkseldigi,
hipotalamus GLP-1R ekspresyonunun da hem operasyon oncesine goére hem de kontrol
grubundaki saglikli siganlara gore arttigi goriilmistiir (438). Diyabetiklerde postmortem
yapilan bir ¢alismada diyabetiklerde 6zellikle PVN ve ARC’de GLP-1R ekspresyonunun
diyabeti olmayanlara gore daha diisiik oldugu gortilmiistiir (439). STZ/nikotinamid kullanilarak
diyabet olusturulan farelerde hipokampus GLP-1R ekspresyonunun saglikl farelere gore diisiik
oldugu gozlenmis, 2 hafta boyunca subkutan giinde 2 kez 0,1 pg/kg exendin verildiginde
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hipokampus GLP-1R gen ekspresyonunun arttigir goriilmiistiir (440). 12 hafta yiiksek yagh
diyetle beslenen ve sonrasinda STZ kullanimi ile diyabet olusturulan yetiskin siganlara 20 giin
boyunda 3,2 pg/kg/giin dozunda intraperitoneal exendin uygulandiginda diyabetik kontrol
grubuna gore hipokampal GLP-1R ekspresyonunda bir artisin oldugu goriilmiistiir (441). Bizim
calismamizda diyabetiklerde sitagliptin kullanimi1 ile PFC GLP-1 ve GLP-1R diizeylerinin ilag
verilmeyen diyabetiklere gore degismedigi goriilmiistiir. Bu sonug diyabetiklerde sitagliptin
kullanimi ile kanda diizeyi artan GLP-1’in PFC’de GLP-1R ekspresyonunu artiracak diizeyde
SSS’ye gecememesi nedeniyle olabilir. Bundan baska, sitagliptin kullanimina ragmen kan
glukoz diizeyleri STZ kullanimi nedeniyle yiiksek seyreden diyabetiklerde hiperglisemi
nedeniyle GLP-1R ekspresyonunun azaldigi sdylenebilir (442).

GLP-1’1n stres yanit1 olusumundaki noral (sempatik terminaller) ve hiimoral (adrenal
medulla ve korteks) yolagi birlikte uyardigi diistiniilmektedir (443). Yapilan calismalarda
SSS’de GLP-1’in sempatik aktivite ile HPA aks aktivitesini artirdigi (444), plazma ACTH ve
glukokortikoid diizeyleri ile plazma katekolamin diizeylerinin yiikseldigi (445); GLP-1Rant
kullanimi ile ise HPA aks aktivitesinin azaldigi goézlenmistir (13). Bunun iizerine yapilan
calismalar PVN’nin strese kars1 verilen HPA aks1 yanitinda 6nemli rol oynadigini gostermistir
(446). NTS’deki GLP-1 noronlarinin i¢ stresorlere bagli olarak uyarildigi (447), santral GLP-
1’in de PVN’deki CRH ndronlarint uyararak HPA aks aktivitesini artirdigi gorilmiistiir (447,
448). PVN GLP-1R knockout farelerle yapilan bir caligmada bu farelerde akut ve kronik strese
karst HPA aks yanitinin azaldigi, kronik strese karst HPA aks hiperaktivitesinin 6nlendigi ve

bu farelerde anksiyete benzeri davraniglarin azaldigi gézlenmistir (410).

Kronik stres maruziyeti ile HPA aksmin yeni stresorlere kars1 daha siddetli yanitlar
olusturdugu bilinmektedir (388). Kronik stres maruziyetinde yeni stresorlere karsi yanit
olusumunun kolaylasmasi, yliksek glukokortikoid diizeylerine ragmen HPA aksmin yeni bir
stresor karsisinda aktive olabilmesini sagladigindan oldukg¢a 6nemli bir yere sahiptir (449).
GLP-1’in kronik stres sirasinda HPA aks aktivitesini artirmadigi; ancak HPA aksinin daha
kolay aktive olmasini sagladig1 gézlenmis, bu etkiyi adrenal korteksin ACTH’a kars1 olan

hassasiyetini artirarak gosterdigi one siiriilmiistiir (388).

GLP-1’in intraserebroventrikiiler uygulamalarinin anksiyete benzeri davramg ve

glukokortikoid salinimi iizerine olan etkisinin verildigi beyin bolgesine gore degisim gosterdigi
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goriilmektedir. Santral amigdala cekirdegine GLP-1 uygulandiginda plazma kortikosteron
diizeylerinde anlamli bir artis gériilmemis; ancak bu hayvanlarda anksiyete benzeri davranisin
gelistigi gorilmiistiir. Ayni ¢alismada PVN’ye GLP-1 uygulandiginda ise plazma kortikosteron
diizeylerinin yiikseldigi; ancak anksiyete benzeri davranisin gelismedigi gozlenmistir (13). Bu
bilgiler 15181nda GLP-1 ile gelisen anksiyete benzeri davranigin artan kortikosteron diizeylerine
sekonder degil, GLP-1R uyarimina yanit olarak olustugu goriilmektedir. Bizim ¢alismamizda
da gruplar arasinda kortikosteron diizeyleri agisindan anlamli bir fark goriilmemis; ancak
sitagliptin verilen siganlarda anksiyete benzeri davranis gelismistir. Calismamizda sitagliptin
verilen si¢anlarda santral amigdala ¢ekirdegi aktive olarak plazma kortikosteron diizeylerini

degistirmeden anksiyete benzeri davranis gelisimine katkida bulunmus olabilir.

Literatiirde GLP-1’in glukokortikoid salinimini uyardigi, stresorle karsilasildiginda ise
degistirmedigi goriilmektedir. Saglikli erkeklerde yapilan bir ¢alismada intravendz 1 pg/kg
dozunda GLP-1 (7-36) amid veya intravendz 5 ug/kg dozunda exendin-4 uygulamasinin 20 dk
icinde kortizol sekresyonunu artirdigi gozlenmistir (192). Siganlarda intraperitoneal 10 pg/kg
exenatid uygulamasimin 90 dk icerisinde plazma kortikosteron diizeylerini artirdigi, 14 giin
boyunca giinde 2 kez intraperitoneal 10 pug/kg dozda uygulanmasi ile de bu yiiksekligin
degismedigi goriilmiistiir (413). Sicanlarda yapilan bir baska c¢alismada 0,1, 1 ve 10 ug
dozlarinda intraserebroventrikiiler GLP-1 uygulamasini takiben strese maruz birakilan
sicanlardan 15., 30., 60. ve 120. dakikalarda alinan kan orneklerinde kontrol grubundaki
siganlara gore bazal kortikosteron ve ACTH diizeyleri arasinda herhangi bir fark bulunmamistir
(388). Ayrica sicanlarda yapilan bir baska ¢alismada 5 giin boyunca intraserebroventrikiiler
2pg/2pl dozunda uygulanan GLP-1’1n, sicanlarda akut strese karsi verilen kortikosteron yanit
siddetini kontrol grubundaki sicanlara gore degistirmedigi gorilmiistir (450). Bu da
calismamizda yiikseltilmis art1 labirent testinde strese maruz kalan siganlarda plazma

kortikosteron diizeylerinin kontrol grubuna gore benzer olmasini aciklayabilir.

Diyabetiklerde HPA aks aktivitesinin arttig1, kan glukokortikoid diizeylerinin
yiikseldigi bilinmektedir (451, 452). Ancak bizim ¢alismamizda diyabetiklerle diger
gruplardaki sicanlarin kan kortikosteron diizeyleri arasinda anlamli bir fark goriilmemistir.
Diyabetiklerin yag dokularinin incelendigi bir ¢aligmada doku glukokortikoid diizeyleri yliksek

bulunan kisilerde plazma glukokortikoid diizeylerinin normal diizeylerde seyrettigi
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goriilmiistir (192). Bizim c¢alismamizda plazma kortikosteron diizeylerinin  farkli
bulunmamasina ragmen artmis anksiyete yaniti doku glukokortikoid diizeylerinin yiikselmesi

nedeniyle olabilir.

Diyabetiklerde yapilan bir insan ¢alismasinda 12 hafta boyunca bir GLP-1RA olan
liraglutid kullanimu ile kortizol/ACTH oraninin arttig1 goriilmiistiir (453). Bizim ¢alismamizda
sitagliptin verilen diyabetiklerle tedavi verilmeyen diyabetikler arasinda Kkortikosteron
diizeyleri agisindan herhangi bir fark goriilmemistir. Bu durum DPP-4i’lerin GLP-1RA’lara
gore plazma GLP-1 diizeylerini kortikosteron sentezini uyaracak kadar artirmiyor olmasi ile

aciklanabilir (454).

Bizim bilgilerimize gore diyabeti olmayan hayvanlarda GLP-1 kullanimi ile ileum GLP-
1 veya GLP-1R diizeylerinin nasil degistigi konusunda herhangi bir yayin bulunmamaktadir.
Farelerde yapilan bir ¢alismada 2 hafta boyunca giinde 2 kez 10 nmol/kg dozunda bir GLP-
1RA olan exendin uygulamasi ile ileumda L-hiicre sayisinin arttigi, 14 giin boyunca 50 nmol/kg
dozunda bir GLP-1Rant olan exendin 9-39 kullanimu ile L-hiicre proliferasyonunun azaldigi
gozlenmis, ileum GLP-1 diizeyleri ise Olglilmemistir (455). Bizim ¢alismamizda saglikli
siganlarda sitagliptin kullanimi ile ileum GLP-1 diizeyleri degismemis, GLP-1R diizeyleri ise
azalmistir. Fetal sigan intestinal hiicre kiiltiirlinde yapilan ¢aligmada somatostatin reseptor
agonisti kullanimi ile doz bagimli olarak GLP-1 sekresyonunun azaldigi gériilmiistiir (456).
Disi C57BL/6 fareler kullanilarak yapilan bir caligmada pankreasta somatostatin reseptor
inhibitort kullanimi ile GLP-1 sekresyonunun arttigi gézlenmistir (457). Yapilan ¢alismalar
15181nda DPP-41 kullanimu ile diizeyi artan GLP-1"in bagirsakta ve pankreastaki D-hiicrelerinde
sentezlenen somatostatin sekresyonunu uyardigi, bu sekilde bagirsak ve pankreastan salgilanan
GLP-1 miktarmin somatostatinin parakrin etkisi ile azaliyor olabilecegi diisiiniilmektedir (458).
Calismamizda sitagliptin kullanimi ile diizeyleri artan GLP-1’in ileumda GLP-1R diizeylerini
azaltic1 bir geribildirim etkisi gosterdigi soylenebilir. Bununla birlikte ileumda iiretilen GLP-1
heniliz sistemik dolagima verilmediginden burada iiretilen GLP-1’in heniiz enzim ile
yikilmadigi, bu nedenle saglikli sicanlara sitagliptin verilmesiyle GLP-1 diizeylerinin
degismedigi; bununla birlikte ileumdaki reseptdr down regiilasyonuna ragmen L hiicresindeki

GLP-1 iiretiminin de degigsmedigi diistiniilebilir.
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Balb/c farelerde STZ uygulamasi ile diyabet olusturulan bir calismada yapilan
immiinohistokimyasal inceleme ve RT-PCR 6l¢iimii sonucunda diyabetik farelerdeki ileum
GLP-1 diizeylerinin saglikli farelerden farkli olmadig1 bulunmustur (459). Bildigimiz kadariyla
diyabetiklerde ileum GLP-1 veya GLP-1R diizeyleriyle ilgili baska bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda diyabetik sigcanlarda sitagliptin kullanimi ile ileum
GLP-1 diizeyleri azalmis, GLP-1R diizeyleri ise degismemistir. Calismamizda diyabetiklerde
sitagliptin kullanimi ile ileum GLP-1 diizeylerinin azalmasi, plazmada diizeyi artan GLP-1’in
somatostatin salinimi uyarmasi ve somatostatinin parakrin etkisi sonucunda GLP-1 sentezinin

azalmasi ile agiklanabilir.

Bir reseptoriin bir agoniste kronik olarak maruz kalmasi, ayni1 uyarana kars1 gelisecek
sonraki yanitlarin azalmasina neden olmakta, bu olaya da homolog desensitizasyon
denilmektedir (460). Bazi G-protein iligkili reseptorlerde bu olay iki basamakta
gerceklesmektedir. Oncelikle agonistin baglandig1 reseptdr G-protein iliskili reseptor
kinazlarca fosforillenmektedir. Bu da arrestin ad1 verilen proteinlerin reseptore baglanmasina
neden olarak reseptoriin G-proteinleri ile olan etkilesimini engellemekte, bu sekilde G-
proteinine bagli olan kisim desensitize ve internalize edilmektedir (461). Yapilan ¢alismalarda
GLP-1R’nin homolog desensitizasyona ugradigi gosterilmistir (462, 463); ancak GLP-1R’nin
homolog desensitizasyona ve internalizasyona ugradigi mekanizma heniiz net olarak
bilinmemektedir. Yapilan bir in vitro ¢aligmada hiperglisemik ortamdaki pankreas adacik
hiicrelerine GLP-1 verilmesi ile GLP-1R'nin reseptoriin fosforile oldugu, bu fosforilasyon
sonrast hiicre i¢ci cAMP, protein kinaz A ve protein kinaz C diizeylerinin yiikseldigi, yiikselen
protein kinaz C diizeyleri ile de reseptor desensitizasyonunun gerceklestigi; ancak reseptor
ekspresyonunun degismedigi goriilmiistiir (462). Yapilan baska bir in vitro caligmada ise
hiperglisemik ortamdaki pankreas adacik hiicrelerinde hiperglisemi nedeniyle hiicre ici cAMP
diizeylerinin artis1 ve protein kinaz A diizeylerinin siirekli yiiksek kalmas1 sonucunda GLP-1R
uyarimina bagli gelisen cAMP sinyallerinde ve bununla birlikte GLP-1R ekspresyonunda

azalma gozlenmistir (463).

GLP-1R ekspresyonunun degisiminde akut ve kronik etkiler birbirinden farklilik
gostermektedir. Pankreatektomi yapilarak diyabet olusturulan sicanlarda yapilan bir ¢alismada

akut donemde pankreas adacik hiicrelerinde GLP-1R ekspresyonunun arttigi, ancak kronik
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donemde GLP-1R ekspresyonunun azaldigi goriilmiis, adacik hiicreleri kullanilarak yapilan
hiicre kiiltiirtinde de hiperglisemik ortamda GLP-1R ekspresyonunun azaldigi goézlenmis;
diyabetiklerde azalan GLP-1 etkisinin hiperglisemi etkisiyle GLP-1R diizeylerinde goriilen
azalma nedeniyle ortaya ¢ikiyor olabilecegi diistiniilmiistiir (464). Erken hiperglisemi
doneminde GLP-1R diizeylerinin hiperglisemi ile basa ¢ikabilmek i¢in artiyor oldugu, kronik
maruziyet sonucunda ise bu kompanzasyon mekanizmasinin ige yaramadigi diistiniilmektedir
(465). Yapilan bir insan ¢alismasinda kontrolsiiz diyabetiklerden alinan pankreas adacik
hiicrelerinde GLP-1R ekspresyonunun saglikli insanlara gore azaldigi goriilmiistiir (442).
Calismamizda diyabetiklerde ve sitagliptin verilen diyabetik siganlarda ileum GLP-1R
diizeylerini kullandigimiz diyabet modeli ile olusturdugumuz kronik hiperglisemi nedeniyle
kontrol grubuna gore diisiik; ila¢ verilmeyen diyabetiklerle sitagliptin verilen diyabetiklerde ise

her iki grupta da hiperglisemi goriilmesi nedeniyle benzer bulmus olabiliriz.

Diyabeti olmayanlarda DPP-4i kullaniminin plazma GLP-1 diizeylerine etkisi ile ilgili
yayinlar incelendiginde DPP-4i’nin plazma GLP-1 diizeylerini genellikle ya azalttig1 (466) ya
da degistirmedigi (432) sonucuna ulasilmaktadir. Képeklerde yapilan bir ¢alismada bir DPP-4i
kullanimi ile plazma DPP-4 aktivitesinin %90’1n iizerinde inhibe edilmesi sonrasinda besin
alimima sekonder salgilanan GLP-1’in aktif formunun konsantrasyonunun arttigi; ancak
dolagimdaki toplam GLP-1 diizeylerinin azaldig1 goriilmiistiir (466). Saglikli erkeklerde 7 giin
stiresince giinde 100 mg sitagliptin kullaniminin besin alimi sonrasi aktif GLP-1 diizeylerini 2
katina ¢ikardigr goriilmiis; ancak bu kisilerde total GLP-1 diizeylerinin ilag¢ kullanim1 6ncesine
gore azaldigi gozlenmistir (467). Yapilan bagka bir ¢alismada ise si¢anlara 1-8 umol/kg
dozlarinda intraportal DPP-41 uygulamasinin portal GLP-1 diizeylerini artirdig1; ancak sistemik

dolagimdaki GLP-1 diizeylerini etkilemedigi gézlemlenmistir (432).

Toft-Nielsen ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada eksojen GLP-1(7-37) infiizyonu ile kan
GLP-1 diizeylerinin azaldigin1 goézlemisler, bu durumu olas1 bir negatif geribildirim
mekanizmasini ile agiklamiglardir (468). Fetal sigan intestinal hiicre kiiltiiriinde yapilan bir
calismada ortama GLP-1 verilmesi ile somatostatin diizeylerinin yiikseldigi goriilmiis, GLP-1
salgilayan L-hiicresinin sekresyonunun direkt GLP-1 ile degil, somatostatin iizerinden indirekt
yolla kontrol ediliyor olabilecegi diisiiniilmiistiir (469). K&peklerde yapilan bir ¢alismada DPP-
4i kullanimi ile besin alimi1 sonrasinda plazma GLP-1 diizeylerinin azaldig1 goriilmistiir (466).

Bu azalmanin artan aktif GLP-1 diizeylerinin L-hiicresi sekresyonu fizerinde negatif
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geribildirim etki olusturmasi nedeniyle gergeklesmis olabilecegi (456); bagirsak mukozasinda
ve dolasimda artan aktif GLP-1 diizeylerinin bagirsakta somatostatin salgilayici D-hiicrelerince
algilandig1 ve bu hiicrelerin gergeklesen artisa parakrin somatostatin sekresyonu ile yanit
verdigi (470), somatostatinin bu sekilde L-hiicresinin GLP-1 salgilama kapasitesini azalttigi
diistintilmektedir (471). Calismamizda azalmis plazma GLP-1 seviyesi sitagliptin kullanimi ile
serumda artan aktif GLP-1’in somatostatin aracili negatif geribildirim etkisi nedeniyle ortaya

¢ikmis olabilir.

Notral endopeptidaz 24.11 (NEP-24.11), pek ¢ok farkli substrati pargalayan membrana
bagl yaygin bir ¢inko metallopeptidazdir (472). Bobrekte yogun miktarda bulundugundan
peptid yapili hormonlarin renal klirensinde gorev aldigi disiiniilmektedir (473). GLP-1’in
yikimindan esas olarak DPP-4’{in sorumlu oldugu diisiiniilse de domuzlarda yapilan bir
calismada intravendz GLP-1 uygulamasindan sonra bir NEP-24.11 inhibitorii kullanildiginda
plazma GLP-1 diizeylerinin yiiksek kaldigi goriilmiis, NEP-24.11’in de GLP-1’in yikiminda
gorev aldig1 diistiniilmiistiir (473). Farelerde yapilan bir galismada intravenéz GLP-1 uygulanan
farelere NEP-24.11 inhibitorii verildiginde GLP-1 diizeylerinin yiikseldigi goriilmiistiir (474).
Bagka bir ¢alismada NEP-24.11 knockout farelerde plazma GLP-1 seviyelerinin yiiksek oldugu
tespit edilmistir (475). Bundan baska, DPP-4 enziminin GLP-1’e N-terminal ucundan
baglanarak inaktive ettigi bilinmektedir, GLP-1’in DPP-4 inhibisyonu ile N-terminal ucundan
yikilmaya karst korundugu diisiiniilmektedir (473). NEP-24.11 ise GLP-1’i C-terminal ucuna
baglanarak inaktive etmektedir; bu nedenle NEP-24.11’in dolagim sistemine gecen GLP-1’in
yaklagik yarisinin yikimimdan sorumlu oldugu one siiriilmektedir (5, 35). Bildigimiz kadariyla
literatlirde diyabeti olmayanlara DPP-4i verilmesiyle NEP-24.11 aktivitesinin nasil degistigine
dair bir bilgi bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda diyabetik olmayan ve sitagliptin verilen
saglikl sicanlarda plazma GLP-1 diizeyleri kontrol grubuna gére anlamli olarak azalmistir. Bu
sonug, NEP-24.11 aktivitesinin sitagliptin  kullanim1 ile degisiyor olabilecegini

diistindiirmektedir.

Literatiir incelendiginde diyabetiklerdeki plazma GLP-1 diizeylerinin azaldigi (476) ya
da degismedigi (316) goriilmektedir. Diyabetiklerde DPP-4i kullanimi ile besin alim1 sonrasi
goriilen GLP-1 artis1 tanimlanmustir (477); ancak bildigimiz kadariyla diyabetiklerde DPP-4i

kullanim1 ile bazal GLP-1 diizeylerinin nasil degistigi konusunda herhangi bir yayin

bulunmamaktadir.  Literatiirde  diyabetiklerdeki NEP-24.11  aktivitesinin  azaldig1
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goriilmektedir. Yapilan bir ¢alismada tek doz 70 mg/kg STZ kullanilarak diyabet olusturulan
Wistar sicanlarin 4 giin sonra renal korteks dokusu incelenmis, diyabetik siganlarda renal
korteks NEP-24.11 gen ekspresyonunun saglikli siganlara gére 1,8 kat azaldigir gortilmistiir
(478). Bizim c¢alismamizda diyabetik siganlarin plazma GLP-1 diizeyleri bu nedenle

etkilenmemis olabilir.

GLP-1’in SSS’de toklugu uyardigi ve besin alimimi engelledigi bilinmektedir (3).
Farelerde yapilan calismalarda GLP-1’nin viicut agirligini1 azaltici etkisinin SSS’deki GLP-
IR’lere bagli oldugu goriilmiistiir (479, 480). GLP-1R iliskili besin alimi1 inhibisyonunun arkuat
¢ekirdekteki (ARC) anoreksijenik proopiomelanokortin (POMC) noronlarinin aktivasyonu ve
aynt anda oreksijenik noropeptit Y/Agouti-iligkili peptid (NPY/AgRP) noronlarinin
inhibisyonu ile gergeklestigi diistiniilmektedir (481). GLP-1 POMC/CART hiicrelerini direkt
olarak uyarmakta, ayni anda indirekt bir mekanizma ile ARC’deki NPY/AgRP hiicrelerini de
inhibe etmektedir (151). C57BL/6 farelerde yapilan bir c¢alismalarda 200 nM exendin-4
uygulamasi ile ARC’deki POMC néronlarinin sinyal tiretme sikligimin arttigi gézlenmistir
(482). Bu yayinlar 1s18inda besin alim1 ve tokluk ile ilgili beyin bolgesi olan hipotalamustaki
ARC’nin GLP-1 iligkili besin alimmin diizenlenmesinde GLP-1’in iiretildigi beyin sapindan

daha 6nemli bir rol oynadig: diisiiniilmektedir (481).

DPP-4, GLP-1 disinda besin aliminin diizenlenmesinde gorev alan ndropeptid Y (NPY),
peptid tirozin tirozin (PYY) ve enterostatin gibi pek ¢ok substratin yikimindan sorumludur (31).
DPP-4’lin substratlarindan biri olan PYY hem saglam hem de yikilmis haliyle aktif olan bir
peptiddir. Saglam form olan PYY 1-36 ile yikim {iriinii olan PYY 3-36’nin besin alimi
tizerindeki etkisi birbirinden farklidir; PYY 3-36 besin alimmi azaltip viicut agirliginda
azalmaya neden olurken (483), PYY 1-36 besin alimini uyarmaktadir (484). DPP-4i’lerin
cogunlukla viicut agirligina etki etmiyor olmasiin nedeninin PYY 1-36 diizeylerinin artmasi

ile PYY 3-36 diizeylerinde goriilen azalmaya bagli olabilecegi de one siiriilmektedir (485).

DPP-41’lerin biiyiikk molekiiler yapilari nedeniyle SSS’ye gecemediginden, etkilerini
periferik GLP-1 diizeylerini artirarak olusturdugu diisiiniilmektedir (486). Ancak periferik
GLP-1 seviyelerini de tokluk sinyali olusturacak kadar yiikseltemedigi, bu nedenle ¢ogunlukla
agirliga etki etmedigi one siiriilmektedir (487). Bizim ¢alismamizda da diyabetik olmayan

saglikl siganlarda sitagliptin kullanimi kilo degisimine neden olmamustir.
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Diyabetiklerde GLP-1RA kullanimi ile belirgin bir kilo kaybinin gézlendigi (31); ancak
DPP-4i kullanimi ile viicut agirliginin genellikle degismedigi (488), ya da diisiik miktarda kilo
kaybinin meydana geldigi goriilmektedir (489). 75283 diyabetik hastanin 30 ay boyunca
izlendigi AIFA anti-diyabetik izlem ¢aligmasinda DPP-4i kullanimi ile hastalarda ortalama %]1-
1.5 diizeyinde kilo kaybimin gelistigi goriilmiistiir (490). Calismamizda sitagliptin kullanan

diyabetik si¢anlarda diger gruplara gore anlamli bir kilo kayb1 gériilmiistiir.

Kilo kaybimin yalnizca azalan besin alimi ile degil, artan enerji ihtiyaci ile de
gerceklesebilecegi diisliniilmelidir. Yapilan bir calismada santral GLP-1 uygulamasi ile
sicanlarda kilo kaybinin yasandigi, bu kaybin azalmis besin alimi nedeniyle gerceklesmedigi
goriilmiistiir (388). Bu da GLP-1’in viicudun enerji harcama mekanizmalarint modiile ederek
kilo kaybma neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Santral GLP-1R aktivasyonunun
kahverengi yag dokusunda termogenezi artirarak viicut agirligini diizenledigi 6ne siiriilmektedir
(491). C57BL/6J fareler kullanilarak yapilan bir ¢alismada DPP-4 substrati olan GLP-1 ve
oksitomodulin gibi peptidlerin 1 nmol dozda intraserebroventrikiiler uygulanmasi sonrasinda
farelerde VO tiiketimi ile kahverengi yag dokusunda termogenezin arttigi goriilmiistiir (492).
Yapilan c¢aligmalarla bagirsaktan salgilanan ve preproglukagon ailesine ait olan
oksintomodulinin kilo kaybini uyardigi (493), etkisini GLP-1R iizerinden gosterdigi, mide asit
salgisinin diizenlenmesi ve bagirsak motilitesine GLP-1 gibi etki ettigi gosterilmistir (494).
Oksintomodulinin farelerde ve insanlarda besin aliminda bir degisiklige neden olmadan kilo
kaybina neden oldugu gézlenmistir (492, 495). Calismamizda sitagliptin verilen diyabetik

sicanlarda goriilen kilo kayb1, bu sicanlarda artan enerji ihtiyaci nedeniyle gerceklesmis olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Inkretinerjik ilaglar son yillarda diyabet tedavisinde oldukga sik kullanilmaya baslamustir.
Ancak bu kadar sik regete edilen ve kullanilan bir ilacin davranis iizerine etkileri heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir. GLP-1’in anksiyete benzeri davranis ile iliskisini daha net
gorebilmek amaciyla yapilan bu c¢alismada bir DPP-4i olan sitagliptinin diyabetiklerde
anksiyete benzeri davranisi diizeltmedigi, dahasi saglikli siganlarda anksiyete benzeri davranisa

neden oldugu gorilmistiir.

Periferik GLP-1 diizeylerinin merkezi sinir siteminde tiretilen GLP-1’i nasil etkiledigi
heniiz bilinmemektedir. Bununla birlikte periferik GLP-1’in SSS’deki hangi etkilerini direkt ya
da indirekt mi gosteriyor oldugu da heniiz aydinliga kavusmamistir. Ayrica DPP-4 inhibisyonu
ile GLP-1"in yanisira diizeyleri artan diger DPP-4 substratlarinin davranis iizerinde nasil bir net
etki olusturabilecegi heniiz bilinmemekte, daha sonraki caligmalarla a¢iga kavusturulmayi

beklemektedir.

SSS’de pek ¢ok bolgede reseptorii bulunan GLP-1’in bir GLP-1RA kullanimi ile
diizeylerinin fizyolojik smirlarin ¢ok istiine ¢ikarilmasinin hem periferik hem de santral
dokularda tanimlanmasi gii¢, birbirini engelleyen ya da kuvvetlendiren pek ¢ok uyarinin
olugmasina neden olabilecegi goz oniinde bulundurulmalidir. Ayrica SSS’deki diizeylerinin
tam olarak nasil davranigsal etkilere neden oldugu tam olarak aydinlatilamamais bir peptidin,
GLP-1RA kullanimi ile olumlu periferik etkilerine karsin fizyolojik sinirlariin oldukga iistiine
cikarilmasinin uzun vadede nasil santral etkiler olusturabilecegi heniliz net olarak
bilinmemektedir. Bu nedenle inkretinerjik tedavi onerilen ve ozellikle anksiyete tanis1 almis
hastalarin davranis 6zelliklerinin ilag kullanimi ile zaman igerisinde nasil degistigi yakin takip

edilmelidir.
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