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OZET

Acar-Comert S.I., L-arjinin ve Agmatinin insan NCI-H716 Hucrelerinde GLP-1 ve PYY
Salgis1 Uzerine Etkisi: Kalsiyum Algilayan Reseptorlerin Rolii, Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Programi Doktora Tezi, Ankara 2023. Agmatin,
arjinin dekarboksilaz tarafindan L-arjininden tiretilen dogal bir poliamin olup yiyeceklerde de
bol miktarda bulunmaktadir. Yiyecek alimima bagli olarak enteroendokrin L hiicrelerinden
salgilanan glukagon benzeri peptit-1 (GLP-1) ve peptit YY (PYY) hormonlarinin en 6nemli
etkileri yemek sonrasinda insiilin salgisimt artirarak, kan glukozunu diizenlemeleridir. Bu
calismada agmatinin ve L-arjininin GLP-1 ve PYY salgisi iizerine etkisini incelemek igin
insan enteroendokrin L-hiicre hatt1 olan NCI-H716 hiicreleri kullanilmis ve hiicreler 20 ve 40
mM olacak sekilde agmatin ve L-arjininin iki farkli konsantrasyonu ile 2 saat siireyle inkiibe
edilerek GLP-1 ile PYY salgilar1 6l¢iilmiistiir. Ayrica hiicrelere bu maddelerle birlikte hormon
salgisinda kalsiyum algilayan reseptorlerin (CaSR) roliinii arastirmak amaciyla sirasiyla
CaSR’nin negatif ve pozitif allosterik modiilatorleri olan NPS 2143 ve RS568 ile
kombinasyonlar1 uygulanmistir. Her ne kadar 20 ve 40 mM’lik agmatin ve L-arjinin dozlar
tek baslarina GLP-1 ve PYY salgisina yol agmasa da NPS 2143 ile birlikte uygulanmalart
GLP-1 ve PYY salgisinda azalmaya yol agmistir. Bu sonu¢ GLP-1 ve PYY salgisinda
CaSR’nin araci reseptor olabilecegini diigiindiirmiistiir. NCI-H716 hicrelerinde GLP-1 ve
PYY salgisinda hiicre igi ikinci mesajcilart belirlemeye yonelik ¢alismalarin sonucunda 40
mM agmatin + NPS 2143 grubunda cAMP seviyesinde diisiis, 40 mM agmatin + R568
grubunda ise cAMP seviyesinde artis goriilmistiir. 40 mM L-arjinin ile hicre ici kalsiyum
yogunlugunun arttig1 ve NPS 2143 ile birlikte uygulandiginda da azaldig1 bulunmustur. CaSR
imminreaktivite siddeti ise gruplar arasinda fark gdstermemistir. Sonug olarak, insan
enteroendokrin L-hiicre hatti1 olan NCI-H716 hicrelerinde agmatin ve L-arjininin 20 ve 40
mM’lik dozlar belirgin bir hormon salgisina yol agmazken, NPS 2143 uygulamasina bagl
olarak hem hormon hem de cAMP/kalsiyum diizeylerinde degisiklikler meydana geliyor
olmas1 GLP-1 ve PYY salgisinda CaSR’lerin rolii oldugu fikrini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: L-arjinin, Agmatin, GLP-1, PYY, CaSR, NCI-H716 hiicre hatti, NPS
2143, R568, Ca*?, CAMP.

Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimince

desteklenmigstir (Proje no: TSA-2021-19070).
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ABSTRACT

Acar-Comert S.I., Effect of L-arginine and Agmatine on GLP-1 and PYY Secretion in
Human NCI-H716 Cells: The Role of Calcium Sensing Receptors. Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences Physiology Programme Doctoral Thesis, Ankara,
2023. Agmatine is a natural polyamine produced from L-arginine by arginine decarboxylase
and is abundant in foods. One of the most significant effects of glucagon like peptide-1 (GLP-
1) and peptide YY (PYY) hormones released from enteroendocrine L cells following food
intake is their regulation of insulin secretion after meals, which helps in maintaining blood
glucose levels. In this study, the effects of agmatine and L-arginine on the secretion of GLP-
1and PYY were investigated using NCI-H716 cells, a human enteroendocrine L cell line. The
cells were incubated with different concentrations of agmatine and L-arginine (20 mM and 40
mM) for 2 hours, and the secretion of GLP-1 and PY'Y was measured. Additionally, negative
and positive allosteric modulators of CaSR, NPS 2143 and R568, respectively, were applied
in combination with these substances to explore the role of calcium-sensing receptors (CaSR)
in hormone secretion. Although 20 and 40 mM doses of agmatine and L-arginine alone did
not cause GLP-1 and PYY secretion, their co- administration with NPS 2143 resulted in a
decrease in GLP-1 and PYYY secretion. This result suggested that CaSR might be a mediator
receptor in the secretion of GLP-1 and PYY. In tests to identify intracellular second
messengers involved in the release of GLP-1 and PYY from NCI-H716 cells, CAMP levels
were shown to drop in the 40 mM agmatine + NPS 2143 group and to increase in the 40 mM
agmatine + R568 group. It was found that intracellular calcium density increased with 40 mM
L-arginine and decreased when administered with NPS 2143. There was no difference in the
levels of CaSR immunoreactivity between the groups. In conclusion, human enteroendocrine
L-cell line NCI-H716 cells treated with 20 and 40 mM agmatine and L-arginine do not
significantly increase hormone secretion, whereas NPS 2143 administration causes alterations
in both hormone and cAMP/calcium levels. In conclusion, 20 and 40 mM doses of agmatine
and L-arginine in NCI-H716 cells, which are the human enteroendocrine L-cell line, do not
cause a significant hormone secretion, while changes occur in both hormone and
cAMP/calcium levels due to NPS 2143 application. It supports the idea that CaSRs have a role
in the secretion of GLP-1 and PYY.

Key Words: L-arginine, Agmatine, GLP-1, PYY, CaSR, NCI-H716 cell line, NPS 2143,
R568, Ca*?, cCAMP.

This study was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination
Unit (Project no: TSA-2021-19070).
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1. GIRiS
Yiyecek alimina bagl olarak sindirim kanalindan glukoz metabolizmasi ve
istah1 diizenleyen inkretin hormonlarin da dahil oldugu bir¢ok hormon
salgilanmaktadir. Inkretin hormonlar esas olarak ince ve kalin bagirsaktaki
enteroendokrin hiicreler tarafindan oral glukoz alimi sonrasinda salgilanir. Birgok
fizyolojik etkiye sahip bu hormonlarin en 6nemli etkileri, yemek sonrasi insiilin

salgisini artirmak ve hipoglisemi yaratmadan kan sekerini diistirmektir (1).

Inkretin hormonlarin etkilerinin biiyiik kismindan glukagon benzeri peptit-1
(GLP-1) sorumludur. Yiyecek alimina bagli olarak 6zellikle distal ileum ve kolondaki
enteroendokrin L hiicreleri tarafindan salgilanan GLP-1, insiilin salgisin1 artirir,
glukagon salgisin1 engeller, mide bosalmasini geciktirir ve besin alimini azaltir.
Sindirim kanalinin distal bolgelerinde bulunan enteroendokrin L hiicreleri GLP-1 ile
birlikte Peptit tirozin-tirozin (Peptit YY, PYY) olarak adlandirilan bir peptiti daha
salgilamaktir. Besin alim1 sonrasinda PYY diizeyinin artiyor olmasi, istah ve enerji

metabolizmasinin diizenlenmesinde bu peptitin de etkili oldugunu diistindiirmektedir
(2).

Baslica glukoz alimi sonrast GLP-1 ve PYY salgis1 goriilse de, besinlerle yag
ve protein alimi da bu hormonlarin salgisia yol agmaktadir. Ozellikle baz1 amino
asitlerin enteroendokrin L hiicrelerini uyararak inkretin hormon salgisina yol agtig1
bdylece insilin salgisinin artisinda ve tokluk hissinin olusmasinda rol oynadiklari
bilinmektedir. Yar1 esansiyel veya duruma gore esansiyel bir amino asit olan L-
arjininin (L-arj) de GLP-1 ve PYY salgisin1 artirdigi ve gida alimini azalttig1 tespit
edilmistir. L-arjininin enteroendokrin L hiicrelerinde yol agtigt GLP-1 ve PYY
salgisinin hiicre dis1 kalsiyum diizeyini algilayan kalsiyum algilayan reseptorler

(CaSR) araciligiyla olabilecegi ileri siirtilmektedir (3).

L-arjininin  L-arjinin  dekarboksilaz ~ (ADC) enzimi  araciligiyla
dekarboksilasyonu sonucunda dogal bir poliamin olan agmatin (Agm)
sentezlenmektedir. Agmatin viicudumuzda bu yolak iizerinden sentezlendigi gibi,
balik, kirmiz1 et, yaumurta, peynir, kuruyemis, sarap, bira gibi pek ¢ok besin maddesi
ile dogrudan da alinmaktadir. Agmatin merkezi sinir sisteminde ve enterik sinir

sisteminde Oonemli bir nérotransmiter ve ndromodiilator olarak gorev yapmaktadir.



Bunun haricinde pek c¢ok fizyolojik islevi oldugu gosterilen agmatinin glukoz
metabolizmasini diizenleyici rolii oldugu da bilinmektedir. Son yillarda agmatinin

diyabet ve obezite tedavisinde terapdtik bir ajan olarak kullanilmasi giindeme gelmistir
(4).

Insan enteroendokrin L hiicre hatt1 olan NCI-H716, G proteini ile eslesmis
reseptorler (GPCR) dahil olmak iizere cesitli kemoreseptorleri ifade etmektedir. L
hiicrelerinde ifade edildigi gosterilen kalsiyum algilayan reseptorler (CaSR) hiicre dis1
kalsiyum seviyelerindeki degisiklikleri algilayan, G proteini ile eslesmis
reseptorlerdir. Bu reseptorler esas olarak paratiroit hormon salgisinda ve kalsiyumun
bobreklerden geri emiliminde gorev alirlar. CaSR’ler, kalsiyum disinda polivalan
katyonlar (Mg*?, Sr*2, Gd*®), L-amino asitler, poliaminler, bazik polipeptitler

(protamin, poli-lizin) ve ufak peptitler tarafindan da aktive edilebilmektedir (5).

Bu bilgiler 1s1ginda bu tez ¢alismasinda yar1 esansiyel bir amino asit olan L-
arjininin ve dogal bir poliamin olan agmatinin glukoz metabolizmasi tizerindeki
etkisinin GLP-1 ve PYY salgisi ile iligkili olup olmadigi ve olasi bir etkide kalsiyum
algilayan reseptorlerin (CaSR) roliinlin incelenmesi amaglanmistir. Bu amacla bir
insan kolon enteroendokrin L hiicre hatti olan ve Tiirkiye’de ilk kez bu tez
calismasinda calisilan NCI-H716 hiicreleri kullanilmistir. NCI-H716 hiicrelerine farkl
dozlarda L-arjinin ve agmatin uygulanarak GLP-1 ve PY'Y hormonlarinin diizeylerine
olan etkileri ve ortaya ¢ikabilecek etkide CaSR’lerin rolii aragtirtlmigtir. L-arjinin ve
agmatinin GLP-1 ve PYY salgisiyla olan iligkisi ve CaSR’lerin bu iliskideki roliiniin
ortaya ¢ikarilmasi postprandiyal glukoz metabolizmasinin daha iyi anlagilmasim
saglayacaktir. Boylece diyabet ve obezite gibi hastaliklarin tedavisi veya

onlenmesinde yeni stratejiler gelistirmek miimkiin olabilecektir.
Calismanin amaglar su sekilde belirlenmistir;

1. NCI-H716 hucrelerinde hiicre canliligini en az etkileyen L-arjinin ve agmatin

dozlarmin belirlenmesi,

2. NCI-H716 hucrelerinde hiicre canliligini en az etkileyen NPS 2143 ve R568

dozlarmin belirlenmesi,

3. NCI-H716 hiicrelerinde L-arjinin ve agmatinin farkli konsantrasyonlarinin

GLP-1 ve PYY salgisi iizerine etkilerinin incelenmesi,



4. NCI-H716 hucrelerinde L-arjinin ve agmatinin yol agacagi olas1t GLP-1 ve PYY
salgisina kalsiyum algilayan reseptorlerin (CaSR) aracilik edip etmediginin

gosterilmesi,

5. NCI-H716 hiicrelerinde L-arjinin ve agmatin aracili olasi GLP-1 ve PYY
salgisinda hiicre i¢i ikinci mesajcilardan Ca*? ve cAMP’nin rollerinin

arastirilmasi.

Bu amaclara yonelik olarak da ¢alismanin hipotezleri belirlenmistir;

H21o: NCI-H716 hicrelerine L-arjinin ve/veya agmatin uygulanmas: GLP-1 ve PYY

hormonlarinin salgisini degistirmez.

H1:: NCI-H716 hicrelerine L-arjinin ve/veya agmatin uygulanmas: GLP-1 ve PYY

hormonlarinin salgisina yol acar.

H2o: L-arjinin ve/veya agmatin CaSR reseptorleri araciligiyla NCI-H716 hiicrelerinde

GLP-1 ve PYY hormonlari salgisina yol agmaz.

H21: L-arjinin ve/veya agmatin CaSR reseptorleri araciligiyla NCI-H716 hiicrelerinde
GLP-1 ve PYY hormonlar1 salgisina yol agar.

H3o0: L-arjinin + CaSR pozitif allosterik modulatorii (R568) ve agmatin + R568
uygulamasi ile NCI-H716 hiicrelerinde GLP-1 ve PYY salgisi degismez.

H31: L-arjinin + R568 ve agmatin + R568 uygulamasi ile NCI-H716 hicrelerinde
GLP-1 ve PYY salgisi artar.

H4o: L-arjinin + CaSR negatif allosterik modulatoru (NPS 2143) ve agmatin + NPS
2143 uygulamast ile NCI-H716 hiicrelerinde GLP-1 ve PYY salgist degismez.

H4i: L-arjinin + NPS 2143 ve agmatin + NPS 2143 uygulamas: ile NCI-H716
hicrelerinde GLP-1 ve PYY salgis1 azalir.

H50: NCI-H716 hucrelerinde L-arjinin ve agmatin aracili GLP-1 ve PYY salgisinda

hiicre ici ikinci mesajcilardan Ca*? ve/veya cCAMP rol almaz.

H51: NCI-H716 hcrelerinde L-arjinin ve agmatin aracilt GLP-1 ve PYY salgisinda

hiicre ici ikinci mesajcilardan Ca*? ve/veya cAMP rol alir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. inkretin Hormonlar

Besin alim1 sonrasinda bagirsaklardan sindirim, emilim ve istah1 diizenleyen
cok sayida hormon salgilanmaktadir. BOylece glukoz, protein ve yag metabolizmasi
diizenlenir ve tokluk hissi olusur. Bu hormonlarin arasinda temel gorevi pankreastan

insllin salgisina yol agmak olan ‘inkretin hormonlar’ (inkretinler) bulunur (1).

Inkretinler baslica oral glukoz alimindan sonra ince ve kalin bagirsakta bulunan
enteroendokrin hicrelerden salgilanir ve pankreastan insiilin salgisin1 artirarak
hipoglisemiye neden olmaksizin kan sekerini diisiiriir. Besin alimindan sonrasi instlin
salgisinin %50-70'i bu hormonlarin etkisiyle gergeklesir. Enteroendokrin L hucreleri
esas olarak glukagon-benzeri peptit-1 (GLP-1), enteroendokrin K hiicreleri ise glukoz
bagimli insulinotropik peptit (GIP) Uretiminden sorumludur. GLP-1 ve GIP inkretin

etkiden sirasiyla %80 ve %20 oraninda sorumludur (1, 6, 7).

Ik olarak 1900'lerin basinda, gidalarin sindirimi ile bagirsak mukozasindan
sentezlenen bazi faktdrlerin endokrin pankreastan c¢esitli maddelerin salgisini
uyarmasi ile kan glukoz seviyesini diistirdiigiine dair fikirler ortaya ¢ikmigtir (8). 1932
yilinda Jean LaBarre, kan sekerini diisiiren fakat ekzokrin salgiya neden olmayan ve
ist bagirsak mukozasindan ekstrakte ettigi maddeye “inkretin” adim1 vermis ve
diyabetli hastalarin tedavisinde kullanilabilecegini 6ne siirmiistiir. Radyoimmiinoesey
yontemi ile insiilin seviyesinin dl¢ililmesi ve oral glukoz uygulamasinin intravendz
uygulamaya nazaran daha yiiksek diizeyde insiilin salgilattiginin gosterilmesiyle
inkretinlerle ilgili calismalar hiz kazanmistir (9, 10). Ilerleyen ¢alismalarda
gastrointestinal sistemden birden ¢ok inkretin hormon salgilandig: tespit edilmistir.
Gastrik inhibitor polipeptit (GIP), domuz ince bagirsagindan izole edilen ve
kopeklerde gastrik asit salgisini inhibe ettigi ilk olarak belirlenen inkretin hormondur
(11). Daha sonra yapilan ¢alismalarda GIP’in gastrik asit salgisina inhibitor etkisinin
sadece farmakolojik dozlarda, instlinotropik etkisinin ise fizyolojik dozlarda ortaya
ciktigi anlasildigindan adi glukoz-bagimli insiilinotropik polipeptit olarak
diizeltilmistir (1). 1980°1i yillarda memeli proglukagon geninin ve tamamlayici
DNA’smin (cDNA) sekanslanma ve klonlanmasi, bagirsaklardan sentezlenen diger bir

inkretin olan GLP-1’in kesfine onciiliik etmistir (12). Gliniimuzde inkretin hormonlar



olarak kabul edilen GLP-1 ve GIP hormonlarinin birbirlerinin etkisini giiglendirmek

suretiyle glukozla uyarilan insiilin salgisin1 kontrol ettigi diistiniilmektedir (13).

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

GLP-1 bagirsak, pankreas ve beyin aksinda rol almaktadir. Bu hormon gida
alimina cevap olarak baslica bagirsak mukozasinin distalinde (ileum ve kolon) yer alan
enteroendokrin L hiicrelerinden salgilanmaktadir (14). Endokrin ve parakrin
etkilerinin yani sira ndérotransmitter olarak da rol oynayan GLP-1’in, pankreasta alfa
ve beta hiicreleri, bagisiklik sistemi hiicreleri, akciger, kalp, merkezi sinir sistemi,

karaciger, bobrek ve bazi beyin bolgelerinde reseptorleri oldugu tespit edilmistir (15).

GLP-1 reseptorleri, G proteinleri ile etkileserek etki gdsterirler. Bu reseptorler
adenilat siklaz ve fosfolipaz C aktivitesi ile hiicre ici Ca*? ve cAMP diizeyi
degisikligine yol agarlar ve sonrasinda hedef dokularda farkli sinyal yolaklarin
harekete gecirir (1). En 6nemli hedef doku olan pankreasin beta hiicrelerinde GLP-
1’in reseptoriine baglanmasindan sonra, adenilat siklaz aktivasyonu ve cAMP artisi
goriilir. Boylece ATP bagimli K" kanallar1 (Katp) kapanir, hiicre zarinda
depolarizasyon olur ve voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 agilarak hiicre i¢i kalsiyum

duzeyi artar. Kalsiyum duzeyindeki artis insulin vezikillerinin ekzositozuna yol acar

).

2.2.1. GLP-1’in Yapisi, Sentezi ve Metabolizmasi

37 amino asitli ve peptit yapisinda bir hormon olan GLP-1, proglukagon geni
tarafindan kodlanmakta ve amino asit dizilimi agisindan %50 oraninda glukagona
benzemektedir (16). Pankreasin alfa hiicrelerinde, baslica ileum ve kolondaki
enteroendokrin L hiicrelerinde ve beyinde proglukagon geni bulunmaktadir (17).
Prohormon konvertaz 1/3 enzimi ile L hucrelerinde GLP-1, GLP-2, oksintomodulin
ve glisentin sentezlenmektedir (18). GLP-1 ile birlikte sentezlenen glukagon benzeri
peptit-2 (GLP-2)’nin inkretin etkisinin olmadigi, sadece GLP-1’in insiilin salgisini

uyarma yetenegi oldugu belirlenmistir (19).



GLP-1’in ilk formu GLP-1(¢7-37 olup bu peptitin C-terminalindeki glisin
rezidisuniin amide edilmesiyle GLP-1(7-36)-nH2 olugsmaktadir. Bu iki peptit es zamanli
olarak salgilanmaktadir ve plazma yar1 6miirleri de aynidir. GLP-1(7-36)-nH2, dolagimda
goriilen baskin form olup GLP-1’in %80’ini olusturmaktadir (20). Bagirsak
kapillerinden portal ven ve karacigere sonra da pankreasa gegen GLP-1, beta

hiicrelerinde yer alan spesifik reseptoriine baglanarak insiilin salgisina yol agmaktadir
(20).

Dolagima salgilanan GLP-1 kan, bobrek, bagirsak, karaciger ve beyinde hizl
bir sekilde metabolize olmaktadir. Bu pargalanmay1 saglayan bir serin proteaz olan
dipeptidil peptidaz IV (DPP-IV) enzimidir ve bu enzimin hiicre zarina bagl ve
dolasimda ¢oziintir halde bulunan iki formu bulunmaktadir (21). DPP-1V enzimi,
GLP-1’in amino ucundaki iki amino asiti kopartmak suretiyle aktivitesini
durdurmaktadir. Boylece GLP-1"in inaktif analoglart olan GLP-1(9-35) ve GLP-1(9-37)
meydana gelmektedir (22). DPP-IV inhibitorleri kullanilarak DPP-1V enzimi inhibe
edilmektedir (23). Boylece GLP-1 konsantrasyonu artmakta ve fizyolojik etkileri daha
uzun sure devam edebilmektedir. DPP-1V inhibitorlerini kullanan Tip 2 diyabetli
kisilerde beta hiicre fonksiyonunda artis oldugu, plazma glukagon seviyesinin
azaldigi, HbAlc diizeyinin distigii ve kilo kayb1 oldugu gozlenmistir (24, 25). DPP-
IV enzimine ek olarak hiicre zarma bagli ¢inko metallopeptitaz olan nétral
endopeptitaz  24.11 (NEP-24.11) tarafindan da GLP-1 parcalanabilmektedir.
Bobreklerde ¢ok fazla ifade edilen bu enzim ile GLP-1 metabolitleri bobreklerden
hizlica uzaklastirilmaktadir (26).

2.2.2. GLP-1 Salgisinin Diizenlenmesi

L hicrelerinden GLP-1 salgisi i¢in en 6nemli uyaranlardan biri gida alimidir.
L hiicrelerinin salg1 graniilleri uygun bir uyar1 gelene kadar GLP-1’1 depo etmektedir.
L hiicrelerinin bagirsak liimenine bakan apikal yiizleri ve salgi graniillerince zengin
bazolateral yiizleri vardir boylece apikal ylzden dogrudan gida uyarisiyla, bazolateral
yizden de ndral, hormonal ve parakrin faktorler araciligiyla dolayli olarak GLP-1
salgis1 gergeklesmektedir (27) (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. L hiicrelerinde GLP-1 salgisina yol agan mekanizmalar (28).

SGLT1- Sodyum-bagimlh glukoz tastyicist 1, PEPT1- Oligopeptit tasiyicist 1, TIR2/T1R3- Tath tat
reseptdrleri, GPR- G-proteini ile eslesmis reseptorler, FFAR- Serbest yag asidi reseptorleri, CaSR-
Kalsiyum algilayan reseptor, ACh- Asetilkolin, PACAP- Pituiter adenilat siklaz-aktive polipeptit, AC-
Adenilat siklaz, cCAMP- Siklik adenozin monofosfat, EPAC- cAMP ile etkinlesen degis-tokus proteini,
PKA- Protein kinaz A, PKC- Protein kinaz C, IP3- Inositol trifosfat, DAG- Diagil gliserol, PLC-
Fosfolipaz C, DPP-4- dipeptidil peptidaz

2.2.3. GLP-1’in Biyolojik Etkileri

GLP-1, pankreastan insiilin salgisin1 artirirken glukagon salgisini baskilar, beta
hicrelerinin sayica artmasini saglar ve apoptozlarini onler. Ayrica gastrik salgiy
azaltir, mide bosalmasini yavaslatir, gastrointestinal motiliteyi engeller ve besin

alimini1 inhibe eder (29). Sekil 2.2.’de GLP-1’in genel fizyolojik etkileri gosterilmistir.

GLP-1'in tokluk hissi olusturucu ve anti-diyabetik etkileri, tip-2 diyabetin
tedavisi icin umut verici olarak diisiiniilmektedir (30). Modifiye edilmis gidalarin ve
diyetlerin endojen GLP-1 salgisini artirmak ve glukoz metabolizmasini daha iyi regiile
etmek i¢in olasi terapotik kullanimi goz ontine alindiginda, besin ve besin takviyeleri

ile uyarilan GLP-1 salgisinin mekanizmalarinin anlasilmas1 6nem arz etmektedir.
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Sekil 2.2. GLP-1’in fizyolojik etkileri (30).
2.2.4. GLP-1 Hormonu Salgilayan Hiicre Hatlar

NCI-H716, GLUTag ve STC-1 hiicre hatlari, glukagon benzeri peptit-1 (GLP-
1) salgisinin temel mekanizmalarini incelemek icin yaygin olarak kullanilan hiicre

hatlaridir (30).
NCI-H716 Hiicre Hatti

NCI-H716 insan kolonundan elde edilmis enteroendokrin hiicre hattidir.
Gundmuzde, NCI-H716 hiicreleri, insan bagirsak L hiicresinin islevlerinin
calisilabildigi tek hiicre hattidir. Ilk olarak Reimer ve arkadaslar1 bu hiicrelerden GLP-
1 salgilandigini ve bu salginin kiiltiir ortaminda regiile edilebildigini géstermistir. Bu
caligmada protein hidrolizatin, palmitik ve oleik asitin NCI-H716 hiicre hattinda GLP-
1 salgisint giiglii bir sekilde uyardigi gosterilmistir (31). Daha sonra bu hiicre hatti

kullanilarak norotransmitterlerin (32), hormonlarin (33, 34), yag asitlerinin (35) ve



anti-diyabetik ilaglarin (36) GLP-1 salgisi {izerine olan etkilerini inceleyen ¢alismalar
yapilmustir. Bu hiicrelerde ¢esitli amino asit tasiyicilarinin (30), tat reseptérlerinin (37),
yag asidi reseptorlerinin (35, 38) varligi da gosterilmistir. Bu ¢alismalar net bir sekilde
NCI-H716 hiicrelerinin besin maddelerini, hormonlar1 ve norotransmitterleri
algilayarak, GLP-1 salgis1 ile cevap verecek reseptorlere ve hiicre i¢i elemanlara sahip

oldugunu ortaya koymaktadir.

GLUTag Hiicre Hatti

GLUTag hiicre hatti, glukagon geni-SV40 T antijen transgenik farelerdeki
glukagon treten enterohormonal hiicre timdriinden elde edilmistir. GLUTag hicreleri
proglukagon genini yiksek diizeyde ifade eder ve proglukagonu GLP-1 dahil bir dizi
proglukagon tiiretilmis peptit olarak isler. GLUTag hiicreleri ylksek seviyelerde GLP-
1 ve kolesistokinin (CCK) ifade eder ve salgilar, ancak PYY ifadesi goriilmez (39).
GLUTag hucrelerinin, forskolin ve forbol esterleri gibi intraselluler protein kinaz A
(PKA) ve protein kinaz C (PKC) yolaklar1 uyaricilarina cevap olarak GLP-1 salgiladig1
gosterilmistir (40).

STC-1 Hiicre Hatn

Bagirsak sekretin tiimor hiicre hatt1 olan STC-1, farelerin ince bagirsagindaki
timorlerden elde edilmistir ve dogal bagirsak enteroendokrin hiicrelerinin birgok
ozelligini tasir (39). Bu nedenle, STC-1 hiicreleri, gastrointestinal hormon salgisini in
vitro ortamda dizenleyen gidalari veya bilesikleri belirlemek igin rutin olarak
kullanilmaktadir. CCK'nin yani sira, STC-1 hicreleri metabolizma, beslenme ve tokluk
gibi rolleri ile bilinen genis bir bagirsak hormon yelpazesini ifade eder ve salgilar. Bu
hormonlar arasinda GIP, peptid YY (PYY), pankreatik polipeptit, ndrotensin ve
proglukagondan tiretilmis peptitler GLP-1, GLP-2 ve oksintomodulin bulunmaktadir
(41). STC-1 hiicreleri bu hormonlari ¢esitli fizyolojik uyaricilara yanit olarak salgilar,

ancak seviyeleri enteroendokrin hiicrelere gore farklilik gosterebilir (42).
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2.3. Enteroendokrin L hiicrelerinin Diger Salgilar

Bagirsak kanalinda bulundugu boélgelere gore L hiicreleri farkli peptitleri
birlikte salgilamaktadir. Ileum ve kolonda daha ¢ok, duedonum ve jejenumda ise daha
az sayida L hiicresi bulunmaktadir. L hiicrelerinin GLP-1 ve PY'Y salgisi, jejenumdan
baslayarak distale dogru artarak devam etmektedir. Her iki hormonu salgilayan bu
hiicreler, enerji homeostazinin diizenlenmesinden sorumludur. Bu hiicreler, GLP-1 ile
birlikte PYY, GIP, GLP-2 ve oksintomodulin gibi hormonlar da salgilanmaktadir (7).
GLP-1 ve GIP iist bagirsak bolimleri, PYY ve CCK ise GLP-1 salgist ile birlikte alt
bolimlerdeki L hiicrelerinden salgilanmaktadir. Enteroendokrin hiicrelerdeki

reseptorler ve salgilanan hormonlar Sekil 2.3’te gosterilmistir.

Yaglar Karbonhidratlar Proteinler
\ l /

LCFA’lar, SCFA’lar  Monosakkaritler Amino asitler,diger proteolitik tiriinlar

Kemosensorler " J--H... I Gl Hormonlar
Amino Asitler GPRC6A A PYY

CaSR GLP-1

Tat Rs GLP-2
Peptonlar GPR93 Oksintomodulin
SCFA’lar FFAR2 i Glisentin

FFAR3 i CCK
LCFA’lar FFAR1 . Ghrelin

FFAR4 Motilin
OEA GPR119 GIP

Gastrin

Parakrin Etkiler

Néronal Fonksiyonlarin Diizenlenmesi

Endokrin Etkiler

Sekil 2.3. Enteroendokrin hiicrelerdeki reseptorler ve salgilanan hormonlar (43).

GPRCO6A: G proteini ile eslesmis reseptor ailesi C grubu 6 iiye A, CaSR: Kalsiyum algilayan reseptdr,
GPR: G proteini ile eslesmis reseptor, FFAR: Serbest yag asidi reseptorleri, LCFA: Uzun zincirli yag
asitleri, SCFA: Kisa zincirli yag asitleri, PYY: Peptit YY, GLP-1: Glukagon benzeri peptit-1, GLP-2:
Glukagon benzeri peptit-2, CCK: Kolesistokinin, GIP: Glukoz bagimli insiilinotropik peptit
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2.3.1. Peptit YY (PYY)

Sindirim kanalinin distalinde bulunan enteroendokrin L hucreleri, hem GLP-1
hem de peptit tirozin-tirozin (Peptit YY, PYY) olarak adlandirilan baska bir peptit
daha salgilamaktadir. Diiz zincirli bir polipeptit olan PY'Y, 36 amino asit icermektedir.
Bu polipeptitin C ve N terminallerinde tirozin aminoasidi oldugundan ve tirozin Y
harfi ile temsil edildiginden Peptit YY olarak adlandirilmistir (44). PYY (.36 Ve
PYY (3-36) olmak iizere dolasimda iki aktif formu bulunmaktadir. PY'Y (1-36) bagirsaktaki
asil peptit olup DPP-1V enzimiyle PY'Y 3-36) formuna doniismektedir (2).

GLP-1 ile PYY’nin birlikte salgilanmasi sindirim kanalinin distaline dogru
artar (2). PY'Y mide asit salgisini ve diger intestinal salgilar1 inhibe eder, bdylece mide
bosalmasinda ve bagirsak hareketlerinde yavaslama goriiliir (45). Oral olarak alinan
glukoz, protein ve yaglar tarafindan PYY salgisinin uyarilabildigi ve obez olan
kisilerde PYY salgisinin azaldigi da gosterilmistir. Bu sonuglar beraberce
degerlendirildiginde, PYY ‘nin enerji metabolizmasi ve istah {lizerine 6énemli bir roli

oldugu distiniilmektedir (46).

2.4, L-arjinin
2.4.1. L-arjininin Yapis1 ve Biyolojik Etkileri

1895 yilinda Hedin tarafindan kesfedilen bazik bir amino asit olan L-arjinin (2-
amino-5-guanidino-pentanoik asit), D ve L olmak Uzere iki formda bulunur (Sekil
2.4.). Protein sentezi ve amonyak detoksifikasyonuna katilan yari esansiyel veya
duruma gore esansiyel bir amino asit olan L-arjininin ¢ogu diyetle hiicre disi
kaynaklardan karsilamakta olup protein donglsu ve vicuttaki amino asitlerin

dontisiimiinden tiiretilmektedir (47, 48).

O

CO,H
H,N

NH,

Sekil 2.4. L-arjininin kimyasal yapisi (49).
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L-arjinin istah1 azaltmak igin iyi bir aday olarak gorilen katyonik bir amino
asittir. Ayrica bu amino asit dogrudan protein sentezine, ornitin, agmatin, sitriilin,
kreatin ve nitrik oksit sentezine, ornitin Uzerinden ise glutamat, putresin ve prolin
sentezine katilmaktadir ve tire siklusunu, poliamin biyosentezini ve immiin cevabi
dizenlemektedir (Sekil 2.5.). L-arjinin ubikitin-proteozom yolu ile protein yikiminda,

bliyiime hormonu, prolaktin, insiilin benzeri biiylime faktorii uyariminda da rol

oynamaktadir (50).
[ {-u Protein i
Kreatm
ADMA Poliaminler
/ \ /u Agmatin T
(- Sitriilin T Arjinin %C» Ornitin —
Arjininosiiksinat NO Ure I

Prolin-5-karboksilat

~ VAN

Prolin Glutamat

Hidroksiprolin

Sekil 2.5. L-arjininin baslica metabolik yollarinin semasi (51).
NO: nitrik oksit, NOS: nitrik oksit sentaz, ADMA: Asimetrik Dimetilarginin, ARG: L-arjinin

2.4.2. L-arjininin Diyabet ve Obezite ile liskisi

Son yillarda yapilan caligmalar L-arjininin (L-Arj) glukoz metabolizmasi
uzerine olumlu etkilerinin oldugunu, ayrica mide ve bagirsaklar {izerine diizenleyici
etkilerinin bulundugunu ortaya koymaktadir (50, 52, 53). L-arjinin, instlin, glukagon,
blyime hormonu ve GLP-1 dahil olmak (izere enerji metabolizmasini yoneten
hormonlar Gzerinde guclu bir kontrole sahiptir (54, 55). L-arjinin insanlara yuksek
konsantrasyonlarda uygulandiginda pankreastan hormon salgisim1  uyardigi
bilinmektedir (56-58). L-Arj’nin plazma membranini depolarize ettigi, bunun glukoz

tarafindan gii¢lendirildigi ve voltaja duyarli Ca*? kanallarmdan Ca*? girisini uyardig


https://dergipark.org.tr/tr/pub/dtfd/issue/48254/610904
https://dergipark.org.tr/tr/pub/dtfd/issue/48254/610904
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gosterilmistir (59-61). Hiicre dis1 kalsiyumun hiicreye akisi beta hiicrelerinde, insiilin
grandllerinin mobilizasyonuna ve insulin salgisina yol agmaktadir (62). L-Arj’nin
insiilin salgisin1 uyarict etkisi spesifik amino asit tasiyicilar1 yoluyla L-Arj'nin beta
hiicresine elektrojenik taginmasinin bir sonucu olarak ger¢eklesmektedir (60). L-Arj,
pankreas disinda hipofiz bezi dahil olmak izere diger endokrin dokulardan da hormon
salgisini  etkileyebilmektedir (63). Ornegin L-arjinin, bagirsak hormonu salgist
tizerindeki etkisini yaklasik 120 dakikada gosterir; bu durum, ince bagirsagin
distalindeki amino asit algilayan L hiicreleri ile dogrudan temas ettigi noktay1

yansitabilmektedir.

L-arjinin ile diyet takviyesinin hayvanlarda ve insanlarda glisemik kontrolii
iyilestirme gibi olumlu metabolik etkilere sahip oldugu gosterilmistir (64-67). L-Arj,
protein sentezi ve bagisiklik gibi gesitli fizyolojik surecleri diizenlemektedir (68),
plazma GLP-1'i ve pankreas beta hicrelerinden insiilin salgisini artirdigi (56) ve
glukoz klirensini 6nemli 6lgiide iyilestirdigi gosterilmistir (55). L-glutamat, L-10sin ve
L-arjininin hem in vivo hem de in vitro beta hiicrelerinden insiilin salgilanmasini akut
ve kronik olarak diizenledigi bilinmektedir (60, 69, 70). L-Arj dahil olmak Uzere
spesifik L-amino asitlerin GLP-1 ve PYY salgisint uyarma yetenegi in Vitro
caligmalarda da gosterilmistir (3, 71). Ayrica L-Arj, siganlarda en etkili anorektik
amino asitlerden biridir (72). Hayvanlarda ve insanlarda en c¢ok incelenen ve
"doyurucu amino asit" olarak tanimlanan L-arjinin, CaSR, GPRC6A ve T1R1/T1R3
dahil olmak tzere birgok kemoreseptoru aktive edebilmektedir (73).

2.5. Agmatin (Guanido butanolamin)
2.5.1 Agmatinin Yapisi, Sentezi ve Metabolizmasi

Agmatin, L-arjinin dekarboksilaz (ADC) enzimi tarafindan L-arjininden
uretilen dogal bir poliamindir (Sekil 2.6.) (74). 1994 yilinda sigir beyninde agmatin ve
ADC enzimi kesfedilmis ve bu aminin adrenal bezlerden katekolamin salgisini uyaran
a2-adrenerjik ve imidazolin reseptorleri i¢in endojen bir ligand oldugu bulunmustur
(75, 76).
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ot s
NH>
Sekil 2.6. Agmatinin kimyasal yapis1 (77).

ADC enzimi tarafindan L-arjininden Uretilen agmatin, poliamin biyosentetik
yolunda agmatinaz (AGM) veya agmatinaz benzeri protein (ALP) tarafindan putresine
hidrolize edilebilir veya GABA sentezi icin diamin oksidaz (DAO) tarafindan
guanidinobutiraldehite doéntstiiriilebilir. Ornitin dekarboksilaz (ODC), L-arjinini
dekarboksile hale getirebilir ve ayn1 zamanda putresin tiretebilir (Sekil 2.7.) (78).

Urew L- arjinin NO
b
\\\ N/\‘ﬁ/ Vo /
o ADC.
AGMATIN Sitrilin
v Q.
6"80 \%;Z,)
v?o >
Putresin y-guanidinobitiraldehit
‘ |
Speeridin y-guanidinobiitirat
Spevrmin

Sekil 2.7. Agmatin sentezi ve metabolik yollar (79).

NO: nitrik oksit, NOS: nitrik oksit sentaz, ADC: L-arjinin dekarboksilaz

Agmatin bakteriler ve bitkilerde poliamin biyosentezinin bir ara metabolitidir
(80, 81). Memeliler de ADC enzimini kullanarak agmatin Uretmektedir (82).
Agmatinin disaridan besin yoluyla alimi da miimkiin olmaktadir. Ozellikle deniz
urunleri, et ve et drunleri, yumurta, fermente sebzeler, stt, peynir, sarap ve birada

agmatin bulunmaktadir (83).
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Agmatin, L-arjinin ve tiirevlerinin metabolizmasinda anahtar dizenleyici
olarak gorev yapmaktadir. Agmatin, kalp, bobrek, mide ve merkezi sinir sistemi dahil
bircok organ tzerinde koruyucu etkilere sahiptir (4). Merkezi sinir sisteminde agmatin,
beyinde sentezlendigi, sinaptik vezikiillerde depolandigi, alimla biriktigi ve
depolarizasyonla salgilandigi i¢in bir ndrotransmiter/ndromodulator olarak kabul
edilmektedir. Agmatin ndronlarda veya glia hicrelerinde sentezlenebilir ve sinaptik
araliga salmabilir veya vezikiillerde depolanabilir; burada agmatinaz tarafindan
putresine parcgalanir. Ayrica, agmatin, imidazolin baglama boélgeleri ile etkilesime
girebilir veya noronlardan salinarak alfa adrenerjik reseptor (02), nikotinik asetilkolin
reseptér (nNACh), serotonin reseptori (5-HT3), imidazolin reseptor 1 (I11R) veya N-
metil-D-aspartat reseptorlerine (NMDA) baglanabilir. Bu etkilesimler néroplastisite,
hiicre canliligt ve ndroproteksiyon artistyla iligkili ¢esitli sinyal yolaklarinin

aktivasyonuna yol agmaktadir (Sekil 2.8.) (84, 85).

=y

IR
/o, h  5HT3

Postsinaptik || t Néroplastisite \
néron ".\ t Hiicre Canliig /
A\ t Néroproteksiyon Y/

A\ /A

Sekil 2.8. Agmatinin reseptorleri ve etkileri (85).

AN

ADC: L-arjinin dekarboksilaz, AGM: Agmatin, o2: Alfa-2 adrenerjik, nACh: Nikotinik asetilkolin,
5-HT3: Serotonin, 11R: imidazolin reseptdr 1, NMDA: N-metil-D-aspartat
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2.5.2 Agmatinin Genel Biyolojik Etkileri

Memelilerde agmatin, pankreas hucrelerinden insulin salgisinin diizenlemesi
(86, 87), renal sodyum atilim1 (88, 89) ve noroprotektif etkiler (90, 91) dahil olmak
tizere birgok Onemli hiicresel fonksiyonla dogrudan iligkilendirilmistir. Ayrica
agmatin beyinde nitrik oksit sentazin bilinen tiim izoformlarin1 inhibe etmekte (92) ve

morfine kars1 toleransi artirmaktadir (93).

2.5.3 Agmatinin Diyabet ve Obezite Uzerine Etkileri

Son yillarda agmatinin diyabet ve obezite icin terapotik bir ajan olarak
kullanimi1 giindeme gelmistir. Agmatinin, si¢canlarda pankreas beta adacik hiicrelerini
uyararak insiilin salgisina yol agtigi gosterilmistir (94). Yine yakin zamanda,
agmatinin instlinden bagimsiz sekilde plazma glukoz seviyelerini disiirdigi
gosterilmistir (95). Agmatinin, yiiksek yagli diyetin neden oldugu obezite ile iligkili
metabolik ve hormonal bozuklugu iyilestirdigi de gosterilmistir (96, 97). Agmatin,
adenil siklazin yukar1 dogru diizenlenmesi (up-regiilasyonu) yoluyla cAMP'ye bagh
PKA sinyal yolunu aktive etmekte ve artan yag asidi oksidasyonunun aracilik ettigi
viicut agirhigi artigin1 azaltmaktadir. Bu durum esas olarak, uzun zincirli yag asitlerinin
sonraki beta oksidasyonu icin sitozolden mitokondriye translokasyonunda anahtar rol
oynayan, karnitin biyosentezinin artmasina baglanmistir (98, 99). Dahasi, agmatinin
insiilin direncini azalttigi ve katlanmamis proteinlerin ifadesini kolaylastirdigi
gosterilmis, boylece artan enerji harcamast yoluyla viicut agirligr artiginin
azaltilmasina katkida bulundugu diistiniilmiistiir (100).

Agmatin ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, agmatinin farkli dozlarmin dokularda
farkl etkiler gosterebilecegi goriilmistiir. Bu durumun agmatinin anti-inflamatuar ve
anti-apoptotik etkilerinin yani sira NMDA reseptor baskilamasi yoluyla mitojenle
etkinlesen protein kinaz (MAPK) yolagmin inhibisyonuyla ilgili olabilecegi
diistiniilmektedir (101). Agmatinin hiicre cogalmasini konsantrasyona bagli bir sekilde
inhibe ettigi ve bu inhibisyonun agmatin ve hiicre i¢i poliamin sistemi arasindaki
etkilesime bagli olabilecegi diistiniilmektedir (102). Glukoz metabolizmasi ile ilgili

caligmalara bakildiginda ise, agmatinin insiilin salgisini uyardigi ve anti-hiperglisemik
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etkisi oldugu gosterilmis ancak GLP-1 ve PYY hormonlart iizerine olan etkisine

bakilmamastir.

2.6. Kalsiyum Algilayan Reseptorler (CaSR)

CaSR hiicre dis1 kalsiyum seviyelerindeki degisiklikleri algilayan G proteini
ile eslesmis bir reseptdrdiir. Ilk olarak paratiroit bezi hiicrelerinde tanimlanmistir. Bu
reseptorler parathormon (PTH) ile kalsitonin salgisinda ve hiicre dis1 iyonize kalsiyum
seviyesinin korunmasinda 6nemli role sahiptir. CaSR’nin sindirim kanali da dahil
olmak tizere bircok dokuda varligi gosterilmistir (103). CaSR reseptorlerinin birgok
dokuda bulundugunun gosterilmesinden sonra, hiicre disi kalsiyumun birinci mesajci
olarak roliinli arastiran ¢ok sayida calisma yapilmistir. Reseptoriin midede gastrin
salgilayan G hiicrelerinde, mukus salgilayan hiicrelerde ve parietal hiicrelerde, ince
bagirsak ve kolon epitel hiicrelerinde ve enteroendokrin hiicrelerde ekspresyonu
gosterilmistir. Bu reseptorlerin midedeki G hiicrelerinde asit ve gastrin; kolon
hiicrelerinde de sivi salgisini diizenledigi bilinmektedir (103). CaSR’ler kalsiyum
disinda polivalan katyonlar (Mg*?, Sr*2, Gd*3), aromatik L-amino asitler, poliaminler,
bazik polipeptitler (protamin, poli-lizin) ve ufak peptitler tarafindan da aktive
edilebilmektedir (Sekil 2.9) (5, 104).

Mg*2, Sr°2, Gd*3
L-aminoasitler
Poliaminler
Polipeptitler

Allosterik modiilator
baglanma bolgesi

Allosterik modiilator
baglanma bdlgesi

Sekil 2.9. Dimerik CaSR'nin sematik gosterimi (105).

Ca?*: Kalsiyum, Mg*?: Magnezyum, Sr*2: Stronsiyum, Gd*2: Gadolinyum
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CaSR’lerin U¢ ana heterotrimerik G-protein grubu olan Gip, Gg11 Ve bazen
Gi213 araciligiyla sinyal gonderdigi bilinmektedir (106, 107). Gg11'in CaSR aracilt
aktivasyonu, hiicre ici Ca*? depolarindan sitozolik Ca*?'yi harekete geciren inositol-
1,4,5- trifosfat (IP3) UGretimi ve fosfolipaz C-beta (PLCP) aktivasyonuna yol
acmaktadir. Boylece PKC'nin fosforilasyonu ile MAPK ve ekstraseliler sinyalle
diizenlenen kinazin (ERKi) fosforilasyonu ve aktivasyonunu gerceklesmektedir.
Gijo'nun CaSR aracili aktivasyonu, CAMP ve PKA aktivitesi seviyelerini azaltan AC'yi
inhibe etmektedir. Gj,'nun B/y alt birimleri Ras" aktive ederek MAPK aktivasyonuna
ve ERKy/, fosforilasyonuna yol agmaktadir. Gy,/13'lin aktivasyonu ise, guanin niikleotit
degisim faktorinii (GEF) aktive eden RhoGEF'in plazma zarinda yer degistirmesine
neden olur ve daha sonra GTP i¢in GDP degisimini katalize ederek RhoA'y1 aktive
etmektedir (Sekil 2.10.) (107).

© g~
SR (inaktif (aktif)
(inaktif)  (aktif) —s/ (inakiif)

Sekil 2.10. CaSR aracili sinyal yolaklari (107).

Ca?* Kalsiyum, CaSR: Kalsiyum algilayan reseptor, Gaino: Gi proteini alfa alt birimi, y: Beta gama alt
birimi, RAS: Retikiler aktivasyon sistem, AC: Adenilat siklaz, cCAMP: Siklik AMP, PKA: Protein
kinaz A, PKC: protein kinaz C, MAPK: Mitojenle aktive olan protein kinaz, ERKy: Ekstraselller
sinyalle diizenlenen kinaz, PLCB: Fosfolipaz C- beta, PIP,: fosfatidil inozitol 4,5 bifosfat, 1P3: nozitol
trifosfat, IPsR: Inozitol trifosfat Reseptorii, DAG: Diagilgliserol, SR: Sarkoplazmik retikulum,
RhoGEF: Rho ailesindeki kii¢iik GTPazlar1 diizenlemek i¢in guanin niikleotit degisim faktorii (GEF)
aktivitesine sahip iki farkli yapisal alan, RhoA: Ras homoloji ailesinin A Uyesi.
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2.6.1. CaSR’lerin Amino asitlerle Uyarilmasi

Amino asitlerin inkretin salgisin1 L hiicreleri {izerindeki kalsiyum algilayan
reseptorler (CaSR) tlizerinden gergeklesen sinyallerle diizenledigini gésteren yayinlar
mevcuttur (108-110). CaSR’nin L-amino asitlerle uyarilmasi protein ve kalsiyum
metabolizmast arasinda bir baglanti oldugunu diistindiirmektedir. CaSR’nin kalsiyum
ile aktivasyonu midede asit salgisini artirarak proteinlerin sindirimi igin gerekli ortami
yaratmaktadir. Daha sonra ortaya ¢ikan L-amino asitler de CaSR tzerindeki sinerjistik
etkileri nedeniyle kalsiyum emilimini artirmaktadirlar (111). Bu reseptorlerin iki ana
ligandini olusturan kalsiyum ve L-amino asitler i¢in reseptor tizerinde farkli baglanma
bolgeleri bulunmaktadir (112).

Hayvanlarda ve insanlarda "doyurucu amino asit" olarak tanimlanan L-
arjininin, CaSR’leri aktive edebildigi ve CaSR yoluyla kolesistokin ve GIP salgisini
modiile edebildigi gosterilmistir (113, 114). Ayrica hiicre dis1 kalsiyuma ve sinakalset
varligina bagl olarak L-Arj tarafindan CCK ve GIP salgisinin arttigi ve NPS 2143
veya Calhex 231 varliginda azaldigi tespit edilmistir. Boylece CaSR’nin AC ve
PLC'nin inhibisyonu ile CCK ve GIP salgisini kismen azaltmasi sebebiyle L-Arj’nin
etkisinde CaSR’nin rolii oldugu disiinilmektedir (114). Ayrica L-Arj’nin, GIP, GLP-
1 ve PYY salgisini indiikleyen giiclii bir CaSR aktivatorii oldugu ve bu salgilarin bir
CaSR antagonisti tarafindan zayiflatildig1 bu nedenle bu duruma kismen CaSR'nin

aracilik ettigi de diistintilmiistiir (109).

2.6.2. CaSR’lerin Agmatin ile liskisi

Agmatinin ince bagirsaktan GLP-1 ve PYY hormonlari salgisina aracilik edip
etmedigi, aracilik ediyorsa CaSR ile iligkili olup olmadig: bilinmemektedir. Agmatin
ve CaSR arasindaki iligkiyi arastiran sadece tek bir ¢alisma bulunmaktadir. Sibirya yer
sincaplarmin kardiyomiyositlerinde agmatinin hiicre ici Ca*? (izerindeki etki
mekanizmasinin arastirildigi bu ¢alismada, agmatinin diisiik dozlarinin (500 uM'ye
kadar) etkili oldugu ve ilk kez agmatin tarafindan Ca*? diizenlenmesi ve
kardiyomiyosit kasilmasinin CaSR modiilasyonuyla gerceklestigi gosterilmistir (115).
Bu ¢alisma diger dokularda da agmatinin CaSR iizerinden etkiler gerceklestirebilecegi

fikrini glindeme getirmektedir.
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2.6.3. CaSR’lerin Inkretinlerle Iliskisi

CaSR’lerin inkretinlerden GLP-1 ve PYY ile iligkisinin olduguna dair
calismalar bulunmaktadir. intraduodenal L-triptofan uygulamasinin CaSR araciligiyla
GLP-1 salgisini1 uyardig belirlenmistir (116). Benzer sekilde L-fenilalaninin (L-Phe)
GLP-1, PYY ve insiilin salgisini uyardigt ve glukoz toleransimi gelistirdigi
bulunmustur. Ayrica CaSR'nin farmakolojik blokajinin L-Phe'nin anorektik etkisini
hafiflettigi ve GLP-1 salgisim azalttigi tespit edilmistir. Bu veriler sonucunda, L-
Phe'nin anorektik etkilerine CaSR’lerin aracilik ettigi ve gastrointestinal kanalindaki
L-Phe ve CaSR sisteminin obezite ve diyabet tedavisinde terapotik faydasi olabilecegi
distintilmistir (117). Ayrica CaSR'nin L-amino asitleri tespit edebildigi ve
kolesistokinin salgilanmasma aracilik edebildigini gostermistir (118, 119). Bu
bulgular L-amino asitlerin, inkretin/endokrin faktor salgisin1 uyarmak icin CaSR

agonistleri gibi hareket ettigini gostermektedir.

2.7. CaSR’lerin Allosterik Modulatorleri

Allosterik modilatorler, reseptorin aktif bolgesinden farkli bir bolgeye
baglanan maddeler olup reseptdriin endojen ligand i¢in afinitesini degistirebilirler ve
reseptérde konformasyonel bir degisiklige neden olurlar. Bu modulatorler, CaSR'lerin
dogal agonistlerinin (6rnegin kalsiyum iyonlar1) baglandigi "ortosterik baglanma

bolgesi"ne degil, baska bir allosterik baglanma bdlgesine baglanirlar.

Pozitif allosterik modulatorler afiniteyi artirirken, negatif allosterik
modiilatorler afiniteyi azaltmaktadir (120). CaSR'nin allosterik modulatorleri,
reseptoriin  duyarliligini ve aktivitesini degistirerek hiicresel sinyal iletimini
etkilemektedir. Kalsimimetikler ve kalsilitikler, CaSR'leri dogrudan aktive etmez,
bunun yerine Ca*? ve diger ortosterik agonistlerin konsantrasyon-tepki egrilerini
sirasiyla sola veya saga kaydirmaktadir (121). Bu tiir modiilatorler, CaSR'lerin islevini
diizenlemek, kalsiyum metabolizmasi ve diger biyolojik surecler Gizerinde etkili bir

kontrol mekanizmasi saglamak agisindan énemlidir.

Aromatik L-amino asitlerden olan L-fenilalanin, L-triptofan, L-tirozin ve L-

histidin CaSR’lerin allosterik modiilatorlerindendir. Sinakalset, R568 ve calindol
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CaSR’lerin pozitif allosterik modulatorleri (kalsimimetikler) iken, NPS 2143 ve
calhex 231 negatif allosterik modulatorler (kalsilitikler) arasindadir (Sekil 2.11.).

Aromatik L-amino asitler

H N—CH—W—OH
2 i iC H,
Ha OH N
( OH
p W EeE O N NH,
L-fenilalanin L-triptofan L-tirozin L-histidin
Kalsimimetikler
CHy
OMe
H
N N QLN
N
cF, a H
Sinakalset R568 Calindol
spege
Kalsilitikler
CN OH
a o\)\/N a I
N
nu H
o]
NPS 2143 Calhex 231

Sekil 2.11. CaSR’lerin allosterik modiilatorleri (122).

2.7.1. NPS 2143

Kalsilitik grubunda yer alan NPS 2143, yakin zamanda CaSR'nin ilk negatif
allosterik modiilatorii olarak tanitilmistir. Bu bilesik, Ca*? veya CaSR Uzerinde etkili
olan bir kalsimimetik tarafindan ortaya ¢ikan biyolojik etkileri inhibe eder, ancak diger

bazi1 GPCR'lerin aktivasyonu ile ortaya ¢ikan tepkileri etkilemez (123).

NPS 2143, CaSR'leri eksprese eden plazma zarinin transmembran alanina
baglanir ve Ca*2 mobilizasyonu gibi Ca*? aracili sinyal yanitlarin1 da azaltir. CaSR
ifade eden hiicrelerin NPS 2143'e uzun siire maruz kalmasi, endoplazmik retikulum
(ER) iginde yeni olugan CaSR'lere baglandigi diisiiniilen bu kalsilitik bilesigin
igsellestirilmesine yol agabilir bdylece proteinlerin yanlis katlanmasina ve

proteazomal olmasina yol agabilir (Sekil 2.12.) (124).
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Sekil 2.12. NPS 2143"iin etki mekanizmasi.
Ca*2 Kalsiyum, CaSR: Kalsiyum algilayan reseptdr, ER: Endoplazmik retikulum

2.7.2. R568

Pozitif allosterik modulatorlerden (kalsimimetikler) olan R568, CaSR'lerin
islevini  ve kalsiyum iyonlarna olan duyarliligini artirarak  reseptorii
etkinlestirmektedir. Bu modulatorler, CaSR'lerin dogal agonisti olan kalsiyumun
etkisini giliclendirmeye yardimci olurlar. Bu modilatorler, o6zellikle kalsiyum
dengesinin dizenlenmesi, PTH salgist ve kalsiyum metabolizmasi lizerinde etkili bir
diizenleme mekanizmasi sunmaktadir ve bu modulatorlerin terapotik uygulamalardaki

potansiyel etkisi aragtiritlmaktadir (125).

Tiim bu bilgiler 15181nda bu tez ¢alismasinda, yari1 esansiyel bir amino asit olan
L-arjinin ve dogal bir poliamin olan agmatinin GLP-1 ve PY'Y salgis1 iizerine etkisi ve
CaSR’lerin bu etkideki olasi roliiniin arastiritlmas1 amaglanmistir. Bu amagla bir insan
kolon enteroendokrin L hiicre hatti olan NCI-H716 hiicrelerine farkli dozlarda L-
arjinin ve agmatin uygulanarak GLP-1 ve PY'Y hormonlarinin diizeylerine olan etkileri
ve ortaya cikabilecek etkide CaSR’lerin rolii ayrica bu etkiye aracilik edebilecek ikinci

mesajcilar incelenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hicre Kiltiri

Calismamizda American type culture collection’dan (ATCC, Manassas,
Virginia, ABD) ticari olarak temin edilen enteroendokrin hiicre hatt1 olan NCI-H716
hicre hattt (CCL-251) kullanildi. Bu hiicre hatt1 siispanse 6zellikte olup baslangicta
yuksek glukozlu Roswell park memorial institute-1640 (RPMI-1640) ve sonrasinda
yuksek glukozlu Dulbecco's modified eagle medium soliisyonu (DMEM) ile ¢ogaltildu.

3.2. Hiicre Kiiltiiriiniin Dondurulmasi ve Coziilmesi

NCI-H716 hiicre hatt1, tam besiyeri ortami (%50), fetal buzagi serumu (FBS)
(%40) ve dimetil sulfoksit (DMSO) (%10) iceren ¢ozeltiye alindi ve hiicreler hizlica
kryoviallere aktarilarak alikotlandi. ‘Mr. Frosty’ dondurma kabina (Thermo Fisher
Scientific, ABD) koyulan kryovialler bir gece -80°C’de saklandiktan sonra -196°C sivi
azot iceren tanka koyuldu.

Hiicrelerin ¢oziilmesi igin sivi azot tankindaki kryoviallerde bulunan hicreler
hizlica 37°C su banyosunda 1sitilmis distile su igerisine alinarak eritildi. Daha sonra
hiicre silspansiyonu daha once 37°C’ye getirilmis ve ATCC’nin 6nerdigi yiiksek
glukozlu RPMI-1640 besiyeri iceren 50 ml’lik falkonlara aktarildi ve 1800 rpm’de 5
dakika olacak sekilde santrifiij edildi. Santrifijden sonra DMSO iceren supernatant
kismi atildi ve pellet kismindaki hiicrelere tekrar ayni besiyeri eklendi. Daha sonra bu
hiicreler 25 cm? Kiiltiir kabma aktarildi. NCI-H716 hiicreleri normalde siispansiyon
kiltiirtinde yetistirildigi i¢in dik bir sekilde inkiibatére konuldu ve 37°C’de %5 CO2
iceren inkibatorde inkiibe edildi. 25 cm? kiiltiir kabindaki hiicreler ¢ogaldiktan sonra
75 cm? kiiltiir kabina alinarak hiicreler yiiksek glukozlu RPMI-1640 besiyerine ekildi
ve ¢oZaltild.

3.3. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Coziilme igleminden yaklasik 1 hafta sonra ¢ogalan NCI-H716 hticreleri, %10
fetal sigir serumu (ATCC 30-2020), 100 unite/ml penisilin (Invitrojen, Waltham,

Massachusetts, ABD) ve 0,1 mg/ml streptomisin (Invitrojen, Waltham, Massachusetts,



24

ABD) iceren yiiksek glukozlu DMEM (Biowest-L0106, Nuailléi, Fransa) besiyerine
eklendi ve ¢ogaltilmaya devam edildi. Hiicreler yaklasik %80 yogunluga ulastiktan
sonra pasajlama yapildi ve boylece besiyeri genelde her U¢ giinde bir degistirildi.
Stispanse hiicre hatt1 oldugu i¢in pasajlama zamaninda kiiltiir kabindaki hiicrelerin
yaklasik yarist uzaklastirilarak yerine ayni oranda yeni tam besiyeri ¢ok yavas bir
sekilde eklendi ve kiiltiiriin devamliligi bu sekilde saglanmis oldu. Sekil 3.1.°de
hlcrelerin pasajlamadan 6nceki ve pasajlamadan sonraki gorintlsiu gorulmektedir
(Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. NCI-H716 hiicre hattinin pasajlanmasi. A. Pasajlama dncesi hiicreler,
B. Pasajlama sonras1 hiicreler (10x biyttme).

3.4. Hucrelerin Goruntilenmesi

NCI-H716 hicreleri pasajlama oncesi ve sonrasinda ayrica farklilasma
protokoll boyunca belirli araliklarla ters 151k mikroskobu ile gozlemlenerek 10X, 20x
ve 40x biiyiitmede fotograflar1 ¢ekildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. NCI-H716 hiicre hattinin ters 151k mikroskobundaki goriintiisii (Ustteki iki
gorunt 20x ve alttaki iki goruntd 40x blyltme).

3.5. Hiicre Saymm I¢in Hazirhk

75 cm?’lik kiiltiir kabinda c¢ogalan hiicreler falkona alindiktan sonra, 2500
rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Peleti yeniden slispansiyon
haline getirmek i¢in 10 ml olacak sekilde ylksek glukozlu DMEM besiyeri ilave
edildi. Homojen bir hiicre siispansiyonu elde etmek amaciyla yavas bir sekilde pipetaj

yapild.
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3.6. Tripan Mauvisi ile Hiicre Sayim

Istenilen miktarda canli hiicre sayisinin belirlenmesi amaciyla tripan mavisi
kullanilarak hiicreler boyanarak sayim yapildi. Mavi renkli bir boya olan tripan mavisi
hiicre ortamina eklendiginde canli hiicrelerin igine giremezken, 6lii hiicrelerin hiicre
zarindan gecip hilcreleri maviye boyamaktadir. Bu sekilde tripan mavisi boyasinin

hiicre i¢ine alinma diizeyine gore 6lii ve canli hiicreler ayirt edilmektedir.

Hiicre sayimina hazirlik i¢in homojen bir hiicre siispansiyonu elde edildikten
sonra slispansiyondan 10 ul alinarak iizerine 10 pl tripan mavisi (%0,4) boyasi eklendi
(1:1 oraninda) ve Thoma lamu ile 151k mikroskobunda 10X biiyiitmede canli hiicrelerin
sayimmi yapildi. 16 kiigiik kareden olusan alanin koselerindeki 4 kiigik karede bulunan
ve Tripan mavisi ile boyanmayan hiicreler sayildi ve aritmetik ortalamasi alinarak
hiicre sayis1 asagidaki formiil ile belirlendi. Bdylece hem hiicre yogunlugu hem de

canlilik, rutin bir hiicre sayimi1 sirasinda ayni anda belirlendi.
Toplam canli hiicre sayist;

Toplam canli sayist = Sayilan canli hiicre x Dillisyon faktori x 10.000 formilu ile

hesaplanda.

3.7. Matrijel ile Hiicrelerin Farkhlastirilmasi

-80°C’de bulunan stok matrijel bir gin 6ncesinden +4°C’de buz igerisine
alind1. Mikrosantrifiij tiipleri ve pipet uclart buz igerisine yerlestirildi ve sogumaya
birakildi. Sogutulan mikrosantrifiij tiipiine yaklasik 200 pl olacak sekilde matrijel
solusyonu eklenerek, alikotlar halinde -80°C’de saklandi. Kullanimdan bir giin 6nce,
matrijel alikotlar -80°C’den 4°C'de buz iizerinde alinarak gece boyunca eritildi.
Matrigel, 22°C'nin lizerinde ¢ok hizli sekilde jellestiginden, buzdolabinin disindayken

buz Uizerinde tutuldu.

Hiicrelerin farklilagsmasi i¢in kullanilacak olan Matrijel (4°C), yiiksek glukozlu
DMEM ile 10 kez seyreltildi (1:10). Onceden sogutulmus 96 oyuklu plakalarin
kuyucuklarma 30 pl olacak sekilde yiiksek glukozlu DMEM igerisinde ¢dziinen
matrijel aktarildi ve 37°C'de 1 saat jellesmesi saglandi. Her oyuga hiicreler (100 pl 'de
5 x 10 hiicre) eklendi ve %10 FBS igeren diisiik glukozlu DMEM besiyerinde
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hiicrelerin yapismasi ve endokrin farklilagmasi baglatildi ve 37°C'de 48 saat biiylimeye
birakildi. 48 saat sonra besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler iki kez 200 pl olacak sekilde
HBSS ile yikandi ve ardindan 30 dakika kurumaya birakildi ve yiizey hiicrelerin
cogalmasi i¢in hazir hale getirilmis oldu. Farklilagmis hiicreler 18 saat boyunca yiiksek
glukoz ve %10 FBS iceren L-arjinin ve L-lizin icermeyen DMEM’de ¢ogaltildi. Daha
sonra besiyeri uzaklastirildi. Farklilasma protokoliinii 6zetleyen sema Sekil 3.3.’de

verilmistir.

96 oyuklu 37 °C'de 2 kez
plakada hiicre 48 saat HBSS ile
ekimi inkiibasyon yikama

1 saat
inkiibasyon

inkiibasyon

Matrijel Hiicre (100 ul 'de 5 x 10°) ~ L-arjinin icermeyen
+ + besiyeri
yiiksek glukozlu DMEM diigiik glukozlu DMEM
(1:10)

Sekil 3.3. NCI-H716 hiicre hattinin farklilagma protokoliinii 6zetleyen sema.

3.8. Farkhilasmis Hiicrelerin Goriintiilenmesi

In vitro olarak siispansiyon icinde yiizen agregatlar olarak biytiyen NCI-H716
hiicreleri yuvarlak sekildeydiler. Matrijel ile farklilagtirilan NCI-H716 hucreleri ise
daha biiyiik hacme sahip olup filiform seklindeydi ve sitoplazmik uzantilar1 mevcuttu.

Farklilasmis hiicreler Sekil 3.4.’te goriilmektedir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. NCI-H716 hiicre hattinin farklilagmis goriintiisti, A. 20x blyutme, B. 40x
buyltme.

3.9. Uygulanan Maddelerin Dozlarinin Belirlenmesi

L-arjinin ve agmatinin 10, 20, 40, 60 ve 80 mM olacak sekilde farkli
konsantrasyonlar1 hazirlandi. Her iki madde igin stok konsantrasyon 100 mM olacak
sekilde ayarlandi ve 1100 pl Krebs-Ringer tamponunda ¢6zildi. Stok sollisyonun
Krebs-Ringer tamponu ile seyreltilmesi sonucunda bahsi gegen farkli
konsantrasyonlar elde edildi. Glukozun GLP-1 ve PYY salgisina etkisi bilindigi i¢in
pozitif kontrol olarak kullanildi ve 30 mM olacak sekilde uygulandi.

Calismamizda CaSR’lerin GLP-1 ve PYY salgisina aracilik edip etmedigini
test etmek amaciyla bir pozitif allosterik modiilatér (R568) ve bir negatif allosterik
modulator (NPS 2143) kullanildi. R568 ve NPS 2143’iin 5, 10, 20, 40 ve 80 uM olacak
sekilde farkli konsantrasyonlart hazirlandi. Her iki maddenin de stok solisyonu
hazirlanirken DMSO ¢0zucu olarak kullanildi. Stok soliisyon hazirlandiktan sonra
Krebs-Ringer tamponu ile seyreltilerek farkli konsantrasyonlar elde edildi. Ayrica
Krebs-Ringer tamponu ve %1 DMSO c¢ozeltisi birlikte uygulanarak kontrol grubu

olusturuldu.

Hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki stok soliisyonlar 96 kuyulu diiz tabanh
plaklara kuyu basia 50 pl olacak sekilde hiicrelerin {izerine eklendi. Ayrica her bir
konsantrasyon igin ayri ayri hiicre olmadan kuyulara ornekler eklendi. Her bir

konsantrasyon icin 3 tekrar olacak sekilde deney planlandi. NCI-H716 hicreleri bu
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farkl konsantrasyonlara 2 saat siireyle maruz birakilarak %5 CO2 iceren ortamda
37°C'de inkube edildi.

3.10. Hucre Canhhgmm MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-Y1)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromur) Yontemi ile Belirlenmesi

3.10.1. MTT Cozeltisinin Hazirlanmasi
5 mg/ml olacak sekilde MTT ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 3,6 mg MTT tartilip 720
ul PBS’de ¢oziildii. Her analiz 6ncesi MTT soliisyonu taze hazirlandi ve MTT ¢o6zeltisi

1s1iktan etkilendigi icin aliiminyum folyo ile sarilarak 1siktan korundu.

3.10.2. MTT Analizi

MTT analizi icin inklbatorde 2 saat bekletilen 96 kuyulu diiz tabanl plaklarin
tizerine 0,5 mg/ml olacak sekilde MTT solusyonu (5 pl) ilave edildi ve plakalar %5
CO; ortaminda 37°C'de 4 saat boyunca inkube edildi. Plakalar daha sonra 4000 rpm'de
10 dakika santrifuj edildi ve stipernatant uzaklastirildi. Kuyucuklara 150 pl olacak
sekilde dimetil siilfoksit (DMSO) eklendi. Spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda
6l¢iim yapildi. Her deney ii¢ tekrar olacak sekilde yapildi ve canlilik kontroliin yiizdesi

olarak hesaplandi. MTT protokoliinii 6zetleyen sema Sekil 3.5.‘de verilmistir.

%5 €0,37°C'de Il [ snnn oot 11
ot 000 rpm'de 10

inklibasyon dakika santrifuj

MTT

soliisyonu

L
4
Kuyucuklara MTT eklendi

N —_— R

Ry~ R Rediiksiyon ~N—N - -

il g L inkiibe edildi
N=N L.

} N=N

R R

Tetrazolium Formazan

Absorbanslar dlgildi

o 0 ® >

Sekil. 3.5. MTT protokoliinii 6zetleyen sema.
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3.11. Maddelerin Uygun Dozlarinin Belirlenmesi

MTT analizi yapildiktan sonra agmatin ve L-arjinin uygulanan gruplarda hiicre
canliligini en az etkileyen konsantrasyonlar, hormon salgis1 agisindan uygun olacagi
i¢in secildi. NPS 2143 ve R568 icin de hiicre canliligini en fazla artiran tek doz olan
20 uM secildi. Calismamizin bundan sonraki kisminda uygulanan dozlar asagidaki

gibi belirlendi.
Deney Gruplari

Kontrol (Krebs+DMSO)
Glukoz (30 mM)
NPS 2143 (negatif allosterik modulator, 20 pM)
R568 (pozitif allosterik modiilator, 20 puM)
L-arjinin 20 mM
L-arjinin 20 mM + NPS 2143 (20 uM)
L-arjinin 20 mM + R568 (20 uM)
L-arjinin 40 mM
L-arjinin 40 mM + NPS 2143 (20 uM)

. L-arjinin 40 mM + R568 (20 uM)

. Agmatin 20 mM

. Agmatin 20 mM + NPS 2143 (20 puM)

. Agmatin 20 mM + R568 (20 uM)

. Agmatin 40 mM

. Agmatin 40 mM + NPS 2143 (20 puM)

. Agmatin 40 mM + R568 (20 uM)

©oN R wDdE

e e e e e
O U WDN RO

3.12. GLP-1, PYY ve cCAMP Duzeylerinin Belirlenmesi

Onceden sogutulmus 6 oyuklu plakalarin kuyucuklarina 1 ml olacak sekilde
yiiksek glukozlu DMEM igerisinde ¢6ziinen matrijel aktarildi ve 37°C'de 1 saat
jellesmesi saglandi. Her oyuga hiicreler (1 ml'de 1,2 x 10° hiicre) eklendi ve %10 FBS
iceren diisik glukozZlu DMEM besiyerinde hiicrelerin yapigmasi ve endokrin
farklilagsmasi baslatildi ve 37°C'de 48 saat biiyiimeye birakildi. Kontrol olarak
hlcrelere direk olarak Krebs-Ringer tamponu uygulandi. Ayrica maddeler Krebs-
Ringer tamponu ile dilue edilerek hicrelere uyguland: (totalde kuyu basina 1 ml).
Krebs-Ringer tamponunda (118,4 mM sodyum Klorur, 4,7 mM potasyum klor(r, 1,2
mM magnezyum silfat, 1,2 mM monopotasyum fosfat, 25 mM sodyum bikarbonat,
pH 7.4, %0,2 BSA) 20 ul/ml olacak sekilde DPP-4 inhibitérii ile hazirlanan L-arjinin
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ve agmatinin farkli konsantrasyonlar1 ve glukoz ilave edildi. Krebs tamponu ve %1
oraninda DMSO’nun kombinasyonu negatif kontrol olarak kullanildi. Hucreler
37°C'de %5 CO: igeren ortamda hormon salgisi i¢in ideal oldugu kabul géren 2 saat
boyunca agmatin ve L-arjinin dozlari ve kombinasyonlart ile inkiibe edildi (31). 2 saat

sonra, daha fazla salgilamay1 durdurmak igin plaka hemen buz iizerine yerlestirildi.

2 saatlik inkiibasyondan sonra siipernatantlar toplandi ve her bir 6rnek i¢in 10
ul olacak sekilde fenil metil sulfonil florid (PMSF) eklendi. 2500 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildi, siipernatantlar toplandi1 ve toplanan siipernatantlar enzim bagl
immuno absorbent dl¢lim (ELISA) yontemi ile hormon 6l¢iimleri yapilana kadar
-80°C'de saklandi. Plakada kalan hiicrelere 100 pl olacak sekilde 1X radyo
immunopresipitasyon deney tamponu (RIPA) eklendi ve hiicreler hiicre kaziyici ile
kazinarak lize edildi. 2500 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi, slipernatantlar toplandi
ve bikinkoninik asit yontemi (BCA) ile 6l¢tim igin -80°C'de saklandi. Her kuyunun
protein konsantrasyonu BCA ile belirlendi. Veriler, her numune kuyucuguna karsilik
gelen toplam protein konsantrasyonlari ile normallestirildi. GLP-1, PYY ve cAMP

diizeylerinin belirlenmesiyle ilgili protokolii zetleyen sema Sekil 3.6.’da verilmistir.

Krebs-Ringer
tamponuyla 37°C'de 2 saat
maddelerin inkiibasyon
diliisyonu

6 oyuklu
plakalarin

H gal
mll‘eireoly lzlgxalos Farkhlasma

prosediirii

matrijelle
kaplanmasi

hiicre

siipernatant
ile ELISA

DPP-4 inhibitérii ilavesi <

20 dakika
santrifilj

Sekil. 3.6. GLP-1, PYY ve cAMP duzeylerinin belirlenmesiyle ilgili protokoli
Ozetleyen sema.
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3.13. ELISA ile GLP-1 Duzeyinin Tayini
Reaktiflerin Hazirlanmast

Tiim reaktifler kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi. Kit icerigindeki
standart solisyon (192 pmol/l), standart seyreltici ile yariya sulandirarak 96 pmol/I’lik
stok standart soliisyonu olusturuldu (120 pl 192 pmol/l kit standart1 + 120 pl standart
seyreltici). Seyreltmeler yapmadan Once standart hafifce calkalandi. 48 pmol/l, 24
pmol/l, 12 pmol/l ve 6 pmol/l ¢ozeltileri elde etmek i¢in standart stok sollisyonu (96
pmol/l) standart seyreltici ile seri olarak seyreltildi (Sekil 3.7. ve Tablo 3.1.).

120 ul 120 ul 120 ul 120 ul 120 ul

/—\/—\ /-\ /‘\/‘\ Sifir standart

THLE

Sekil 3.7. ELISA ile GLP-1 dl¢liminde standart soliisyonun seyreltilme islemleri.

Tablo 3.1. ELISA ile GLP-1 6l¢iimiinde seyreltmeler ile elde edilen konsantrasyonlar.

Standart Standart Standart Standart Standart Standart
konsantrasyon No.5 No.4 No.3 No.2 No.1
192 pmol/l 96 pmol/l 48 pmol/l 24 pmol/l 12 pmol/l 6 pmol/l

Yikama tamponu icin 20 ml yikama tamponu konsantresi 25 kez deiyonize
veya damitilmis suda seyreltilerek 500 ml 1x yikama tamponu elde edildi.

Konsantrede kristaller olusmussa, kristaller tamamen eriyene kadar hafifge karistirildi.

Deney Prosediri

Tim reaktifler, standart solusyonlar ve numuneler kullanilan Kkitlerin
talimatlarina gére hazirlandi. Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi

ve deney oda sicakliginda gerceklestirildi. Standart kuyucuklarina 50 pl olacak sekilde
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standartlar eklendi. Ornek kuyucuklarma 40 pl olacak sekilde numuneler eklendi.
Ardindan numune kuyucuklarina 10 pl olacak sekilde Insan GCG antikoru eklendi.
Daha sonra numune kuyucuklarina ve standart kuyucuklara 50 ul olacak sekilde
streptavidin-yaban turpu peroksidaz (HRP) eklendi ve iyice karistirilarak plakanin
tizeri kapatildi. 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi. Kapatici ¢ikarildiktan sonra plaka 5
kez yikama tamponuyla yikandi. Kuyular her yikama i¢in 30 saniye ila 1 dakika
siireyle 300 pul olacak sekilde yikama tamponu ile islatildi. Her yikamadan sonra
yikama tamponu bosaltild1 ve plaka kagit havlu iizerinde kurulandi. Her kuyucuga 50
ul olacak sekilde substrat soliisyonu A eklendi ve ardindan her kuyucuga 50 pul olacak
sekilde substrat soliisyonu B eklendi. Karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca yeni bir
kapatici ile kaph vaziyette inklbe edildi. Her kuyucuga 50 ul olacak sekilde durdurma
(Stop) soliisyonu eklendi ve mavi rengin hemen sariya dondiigii gézlendi. Durdurma
(Stop) soliisyonu ekledikten sonra 10 dakika iginde 450 nm'ye ayarlanmis bir
mikroplaka okuyucu (Allsheng AMR-100, Cin) kullanarak hemen her kuyucugun
optik yogunlugu (OD degeri) belirlendi (Sekil 3.8.).

1.40 Absorbans Linear: y = 0.007 » x + 0.168
T R2: 0.991 +

0.84
0.56
0.28
Konsantrasyon
0.00 I I I I I
5.90 44.72 83.54 122.36 161.18 200.00

Sekil 3.8. GLP-1 6l¢iimiiniin kalibrasyon egrisi.

3.14. ELISA ile PYY Dizeyinin Tayini

Reaktiflerin Hazirlanmast

Tiim reaktifler kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi. Standart sollisyon
(960 pg/ml), standart seyreltici ile yariya sulandirarak 480 pg/ml’lik stok standart
soliisyonu olusturuldu (120 pl 960 pg/ml kit standartt + 120 pl standart seyreltici).
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Seyreltmeler yapmadan Once standart hafifce galkalandi. 240 pg/ml, 120 pg/ml, 60
pa/ml ve 30 pg/ml sollisyonlar Gretmek igin standart stok solisyonunu (480 pg/ml) 1:2
standart seyreltici ile seri olarak seyreltildi (Sekil 3.9. ve Tablo 3.2.).

120 ul 120 ul 120 ul 120 ul 120 pl

XN /TN TN /TN

THLE

Sekil 3.9. ELISA ile PYY 6lcimiinde standart soliisyonun seyreltilme islemleri.

Sifir standart

Tablo 3.2. ELISA ile PYY o6lcimiinde seyreltmeler ile elde edilen konsantrasyonlar.

Standart Standart Standart Standart Standart Standart
kons. No.5 No.4 No.3 No.2 No.1
960 pg/mi 480 pg/mi 240 pg/ml 120 pg/ml 60 pg/ml 30 pg/ml

Yikama tamponu igin 20 ml yikama tamponu konsantresi 25 kez deiyonize
veya damitilmis suda seyreltilerek 500 ml 1x yikama tamponu elde edildi.

Konsantrede kristaller olusmussa, kristaller tamamen eriyene kadar hafif¢e karistirildi.

Deney Prosediri

Tim reaktifler, standart solisyonlar ve numuneler kullanilan kitin talimatlarina
gore hazirlandi. Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi ve deney
oda sicakliginda gerceklestirildi. Standart kuyucuklarma 50 upl olacak sekilde
standartlar eklendi. Ornek kuyucuklarma 40 pl olacak sekilde numuneler eklendi.
Ardindan numune kuyucuklarina 10 pl olacak sekilde insan PYY antikoru eklendi.
Daha sonra numune kuyucuklarmma ve standart kuyucuklara 50 pl olacak sekilde
streptavidin-HRP eklendi ve iyice karistirilarak plakanin iizeri kapatildi. 37°C'de 60
dakika inkibe edildi. Kapatici ¢ikarildiktan sonra plaka 5 kez yikama tamponuyla
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yikandi. Kuyular her yikama i¢in 30 saniye ila 1 dakika siireyle 300 pl olacak sekilde
yikama tamponu ile 1slatildi. Her yikamadan sonra yikama tamponu bosaltildi ve plaka
kagit havlu iizerinde kurulandi. Her kuyucuga 50 pl olacak sekilde substrat soliisyonu
A eklendi ve ardindan her kuyucuga 50 pul olacak sekilde substrat soliisyonu B eklendi.
Karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca yeni bir kapatici ile kapli vaziyette inkibe
edildi. Her kuyucuga 50 ul olacak sekilde durdurma (Stop) sollisyonu eklendi ve mavi
rengin hemen sariya dondiigii gézlendi. Durdurma (Stop) sollisyonu ekledikten sonra
10 dakika i¢inde 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanarak hemen her

kuyucugun optik yogunlugu (OD degeri) belirlendi (Sekil 3.10.).

1.80 Absorbans Linear: y = 0.002 = x + 0.148

’ 7] R2: 0.984 +
1.44 -
1.08 -
0.72 4
0.36

r+ Konsantrasyon
0.00 I I I I I
30.00 218.00 406 .00 594.00 782.00 970.00

Sekil 3.10. PYY Ol¢limiiniin kalibrasyon egrisi.

3.15. ELISA ile cAMP Diizeyinin Tayini

GLP-1 ve PYY hormonlarinin salgisinda hangi yolagin etkili oldugunu tespit
etmek amaciyla hiicre icindeki sinyal mekanizmalarina yonelik olarak bir ikinci

mesajc1 olan cAMP diizeyi dl¢limleri yapildi.

Reaktiflerin Hazirlanmast

Kullanmadan 6nce tiim kit bilesenleri ve numuneleri oda sicakligina (18-25°C)
getirildi. Standart 0,5 ml standart seyreltici ile sulandirildi, 10 dakika oda sicakliginda
tutuldu ve kopiirmemesi i¢in hafifce calkalandi. Standardin stok soliisyondaki
konsantrasyonu 20.000 pg/ml idi. 0,6 ml standart seyreltici i¢eren 5 tlip hazirlandi ve

asagida gosterilen resme gore {Uglii seyreltme serisi olusturuldu. Bir sonraki
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transferden dnce her tiip iyice karistirildi. 20.000 pg/ml, 6.666,7 pg/ml, 2.222.2 pg/ml,
740,7 pg/ml, 246,9 pg/ml gibi 5 nokta seyreltilmis standart ayarlandi ve standart
seyrelticili son tiipii 0 pg/ml olarak bostu (Sekil 3.11.).

300uL 300pL 300pL 300pL

Y A

= ‘ 1. Smi
Stock .
Standard 2
1 2 3 4 5 6

Tlp

pg/ml 20.000 | 6.666,7 | 2.222,2 740,7 246,9 0

Sekil 3.11. ELISA ile cAMP 6l¢iimiinde standart soliisyonun seyreltilme islemleri.

Saptama reaktifi A 150 ul olacak sekilde reaktif seyreltici ile sulandirildi, 10
dakika oda sicakliginda tutuldu, hafifce calkalandi. Assay diluent A (1:100) ile
caligma Kkonsantrasyonuna seyreltildi. Saptama reaktifi B kullanilmadan ©nce
santrifiijlendi ve assay diluent B (1:100) ile ¢calisma konsantrasyonuna seyreltildi. 20
mL yikama soliisyonu konsantresini (30x) 580 ml deiyonize veya damitilmis suyla

seyreltilerek 600 ml yikama soliisyonu (1x) hazirlandu.

Deney Prosediri

Standart noktalar i¢in 5 kuyu, kor i¢in 1 kuyu hazirland1 ve sirasiyla standart
diliisyonlarin, koriin ve numunelerin her birini uygun kuyulara 50 pl olacak sekilde
eklendi. Ardindan her kuyucuga hemen 50 pl saptama reaktifi A eklendi. Plaka nazikge
calkalandi ve tizeri kapatilarak 37°C'de 1 saat inkiibe edildi. Soliisyon uzaklastirildi ve
cok kanall1 pipet kullanilarak her kuyucuga 350 pl 1X yikama soliisyonu ile yikanarak
1-2 dakika bekletildi. Plaka emici kagit lizerine oturtularak kalan siv1 tim kuyulardan
tamamen c¢ikarild1 ve bu islem 3 kez tekrarlandi. Son yikamadan sonra kalan yikama

tamponu bosaltild1 ve plaka ters ¢evrilerek emici kagit ile kurulandi. Her kuyucuga
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100 pl saptama reaktifi B ¢aligma soliisyonu eklendi ve plakanin tizeri kapatildiktan
sonra 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi. Yikama islemi 6nceden yapildig: gibi toplam
5 kez tekrarlandi. Her kuyucuga 90 ul substrat soliisyonu eklendi ve tizeri kapatilarak
10-20 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Isiktan korundu ve substrate soliisyonu
eklendiginde s1vi maviye dondii. Her bir kuyucuga 50 pl durdurma (Stop) soliisyonu
eklendi ve stvinin sartya dondiigii goriildii. Plakanin kenarina vurarak sivi karigtirildi.

Ardindan mikroplaka okuyucuda hemen 450 nm'de 6l¢tim yapildr (Sekil 3.12.).

1,8

1,6 ? 2

y =0,3198In(x) - 1,7677

1,4 >

1,2
1

0,8
0,6
’ ¢
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Absorbans

00

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 3.12. cAMP 0Ol¢liminiin kalibrasyon egrisi.

3.16. Protein Miktarlarinin Tayini

Bisinkoninik asit yontemi (BCA) temeline dayali deterjanlarla uyumlu protein
Olcuim kitleri kullanildi. BCA igin dogrusal c¢alisma araligi 20-2000 pg/ml olarak
belirtildi. Biitliin ¢alismalarda protein standardi olarak sigir serum albiimini (BSA)

kullanildi (Tablo 3.3.).

Mikroplaka Protokol

Her bir standart veya bilinmeyen 6rnek uygun mikroplaka kuyularina 20 pl
olarak pipetlendi. Her bir kuyuya 200 pul BCA ¢alisma reaktifi eklendi ve 30 saniye
boyunca plaka calkalayicisiyla karistirildi ve kapatildi. 37°C'de 30 dakika boyunca
inklibe edildi ve plaka oda sicakliginda sogutuldu. Plaka okuyucuyla 562 nm'de
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emilim Olgldl. Diger tiim standart ve bilinmeyen 6rnek tekrarlarinin 562 nm emilim
Olcimlerinden, Kkor tekrarlarinin 562 nm emilim Ol¢iimleri ¢ikarildi. Her BSA
standard1r icin, ortalama diizeltilmis 562 nm Olglimlerini pug/ml cinsinden
konsantrasyona karsi bir standart egrisi olusturuldu. Standart egrisini kullanarak her

bir bilinmeyen 6rnegin protein konsantrasyonu belirlendi (Sekil 3.13.).

Tablo 3.3. Seyreltilmis BSA standartlarinin hazirlanmasi.

Vial | Seyreltici Hacmi BSA Hacmi ve Kaynagi Nihai BSA Konsantrasyonu
A 0 300 pl Stok 2000 pg/ml
B 125 ul 375 ul Stok 1500 pg/ml
Cc 325 ul 325 ul Stok 1000 pg/ml
D 175wl 175 ul Vial B seyreltmesinden 750 pg/ml
E 325 ul 325 pl Vial C seyreltmesinden 500 pg/ml
F 325 ul 325 pl Vial E seyreltmesinden 250 pg/ml
G 325wl 325 ul Vial F seyreltmesinden 125 pg/ml
H 400 wl 100 pl Vial G seyreltmesinden 25 ug/ml
I 400 pl 0 0 pg/ml (Kor)

(30 |APSODANS  Linear: y = 0,001 % x + 0.011

T R2: 0.998

1.02 |

0.7 -

0.46 |

0.18 —

Konsantrasyon
010 T T T T T
25.00 440.00 855.00 1220.00  1685.00  2100.00

Sekil 3.13. BCA protein 6lglimuniin kalibrasyon egrisi.
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3.17. Sitozolik Ca*? Yogunlugunun Belirlenmesi

GLP-1 ve PYY hormonlarinin salgisinda rol alan ve CaSR aktivitesine aracilik
etmesi muhtemel ikinci mesajcilar1 belirleyebilmek amaciyla gruplarin hiicre igi
kalsiyum yogunluklar1 olgiildii. Kalsiyuma spesifik floresan boya olan Fura-2AM
(Cayman) DMSO icerisinde ¢Ozilerek 10 mM stok hazirlandi. Stok ¢ozelti 5 uM
konsantrasyonda kullanilmak {izere DMSO ile seyreltildi. Hiicreler farklilagtirildiktan
sonra iki kez kalsiyum icermeyen DPBS (Biowest) ile yikandi. 5 uM Fura-2AM
floresan boya 96 kuyulu plakalarin her birine 100 ul eklendi. 37°C’de 1 saat inkibe
edildikten sonra hiicreler iki kez daha yikandi. Daha sonra 37°C’de DPBS ile
karanlikta 30 dakika daha inkiibe edildi. Tekrar DPBS ile yikama yapildiktan sonra
uzaklastirildi. Uygulama i¢in agmatin ve L-arjininin daha yuksek konsantrasyonu olan
40 mM secildi ve bu konsantrasyon ile birlikte kombinasyonlar hiicrelere uygulanda.
0., 30., 60., 90., ve 120. dakikalarda Olympus IX73 floresan mikroskobunda (Evident,
Tokyo, Japonya) goriintiilendi. Tutunmus olan hiicrelerden hiicre sinirlar1 net olarak
secilen tek tek dagilmis hiicreler fotograflanarak Image J programinda floresan

yogunluk 6l¢iimleri yapilarak ortalama degerleri alindi.

3.18. Immiinfloresan isaretleme Yontemi ile CaSR Diizeyinin Belirlenmesi

CaSR diizeyini belirlemek amaciyla yapilacak olan immiinfloresan isaretleme
icin 8’li chamber slide (Millipore) kullanilarak her bir kuyucuga 50 pl matrijel
eklendikten sonra hiicreler ekildi (her bir kuyucuga 100 ul’de 5x10% hiicre). Hucreler
farklilastirilma protokolleri geregi 2 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast hiicreler DPBS ile iki kez yikandi. Hiicreler oda sicakliginda 10 dakika %4’ lik
paraformaldehit ile tespit edildi. Fiksasyon sonrasi 3 kez 5’er dakika DPBS ile yikama
yapildi. Permeabilizasyon igin, 10 pl Triton X ve 0,01 gram sitrat 10 ml distile su
icerisinde ¢Ozuldi ve hicreler bu ¢ozeltide 3-5 dakika bekletildi. Tekrar 3 kez S5’er
dakika DPBS ile hiicreler yikandi. %5°lik ke¢i serumu her kuyucuga 100 pl olacak
sekilde hiicrelere uyguland: ve 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi serum
uzaklastirildi ve 1:200 oraninda %2 BSA ile hazirlanan primer antikor (tavsan anti-
CaSR STJ92031, St. John’s Laboratory, Londra, Ingiltere) hiicrelere 100 ul olacak

sekilde uyguland1 ve +4°C’de bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras: hiicreler
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tekrar 3 kez 5’er dakika DPBS ile yikandi. 1:500 oraninda %2 BSA ile hazirlanan
sekonder antikor (Goat Anti-Mouse 1gG1, Alexa Fluor® 647, Biolegend, San Diego,
ABD) ile hiicreler oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler
tekrar 3 kez 5’er dakika DPBS ile yikandi. DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) iceren
kapama mediumu ile kapatildi. Leica DM6 B floresan mikroskobunda (Leica, Wetzlar,
Almanya) goriintiilendi. Tutunmus olan hiicrelerden hiicre sinirlart net olarak secilen
tek tek dagilmis hiicreler fotograflanarak Image J programinda floresan yogunluk

Olctimleri yapilarak ortalama degerleri alindi.

3.19. istatistik

Deneylerde gruplar arasinda farkin olup olmadigi GraphPad Prism 8 programi
kullanilarak tek yonlii varyans analizi ile belirlendi. Ayrica gruplar arasi ikili
karsilagtirmalar Tukey post-hoc testi ile degerlendirildi. Zaman faktoriiniin 6nemli
oldugu degiskenlerde (kalsiyum diizeyi) zaman ve grup etkilesiminin incelenmesi
amaciyla tekrarl 6lgimlerde iki yonlii varyans analizi kullanildi. Kalsiyum diizeyi igin
egri altinda kalan alan (EAA) degerleri trapezoid yontemiyle hesaplandi ve gruplar
arasindaki fark tek yonlii varyans analizi ile degerlendirildi. Degiskenler arasindaki
korelasyonlarin degerlendirilmesinde Pearson korelasyon analizi kullanildi. Sonuglar
3 tekrar seklinde verildi ve veriler ortalama + standart hata olarak sunuldu. P < 0,05

olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.20. Etik Kurul izni

Bu tez calismasi Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik  Kurul’'nun 29.06.2021 tarih ve 2022/08-03 izni ile
gerceklestirilmistir (Ek 1).
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canhihgi

Insan kolonundan elde edilmis enteroendokrin hiicre hatt1 olan NCI-H716
hicreleri L-arjinin, agmatin, NPS 2143 ve R568’in farkli konsantrasyonlart ile 2 saat

boyunca inkiibe edilerek hiicre canliligit MTT testi ile % cinsinden belirlendi.

NCI-H716 hiicrelerine 10, 20, 40, 60 ve 80 mM olacak sekilde farkli L-arjinin
konsantrasyonlarinin 2 saatlik inkibasyonundan sonra, 10 mM L-Arj
konsantrasyonunun hiicre canliligini kontrole gore azalttigi goriildii (P<0,01). 20 mM
L-Arj uygulanan grupta ise kontrole gore hiicre canliligi arttt (P<0,001). Hiicre
canliliginin en fazla arttig1 grup ise 40 mM olarak belirlendi (P<0,0001). Bu nedenle
L-arjininin hiicre canliligin1 en fazla artiran iki dozu olan 20 ve 40 mM ¢alisma i¢in

uygun dozlar olarak segildi (Sekil 4.1. ve tablo 4.1.).
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Sekil 4.1. Farkli L-arjinin konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkisi (**P<0,01;
*** P<0,001; **** P <0,0001, kontrol grubuna gore).
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Tablo 4.1. L-arjinin uygulamasindan sonra NCI-H716 canli hiicre orani (%) (ortalama
+ standart hata, **P<0,01, *** P<0,001, **** P <0,0001; kontrol grubuna

gore).
L-arjinin Hiicre canhlik orani (%)

Kontrol 100+ 0

10 mM 90 + 2™

20 mM 112 + 1™

40 mM 148 + 2

60 mM 90+6

80 mM 94+ 10

NCI-H716 hicrelerinin 10, 20, 40, 60 ve 80 mM olacak sekilde farkli agmatin
konsantrasyonlar1 ile 2 saat inkiibasyonundan sonra, 10, 20 ve 60 mM’lik
konsantrasyonlarin hiicre canliligin1 kontrole gore belirgin olarak azalttigi bulundu
(P<0,001). Hiicre canliliginda en fazla azalma 80 mM agmatin uygulanan grupta
gorildi (P <0,0001). NCI-H716 hucrelerine 40 mM agmatin uygulanan grupta ise
diger dozlara gore hiicre canliliginin daha yiiksek oldugu ancak kontrole gore hiicre
canliliginda azalma oldugu belirlendi (P<0,05). Buna gore hormon salgis1 agisindan
hiicrelerin canliligini en az etkileyecegi diisiiniilen dozlar olan 20 ve 40 mM’lik
agmatin dozlar ¢alisma i¢in uygun dozlar olarak secildi (Sekil 4.2 ve tablo 4.2).

Hucre Canlilik Orani (%)
ul
o
lIllIlIIIIIIIIIIIII

0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Agmatin (mM)

Sekil 4.2. Farkli agmatin konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkisi (*P<0,05;
*** P<0,001; **** P <0,0001, kontrol grubuna gore).
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Tablo 4.2. Agmatin uygulamasindan sonra NCI-H716 canli hiicre orani (%) (ortalama
+ standart hata, *P<0,05; *** P<0,001; **** P <0,0001; kontrol grubuna

gore).
Agmatin Hiicre canhihik oram (%)

Kontrol 100+ 0

10 mM 60+4 "

20 mM 74+2™

40 mM 78+6°

60 mM 62+2""

80 mM 30£27

NCI-H716 hcrelerinin CaSR’nin negatif allosterik modiilatorii olan NPS
2143’tin 5, 10, 20, 40 ve 80 pM’lik farkli konsantrasyonlari ile 2 saatlik

inklibasyonundan sonra, 5 UM NPS 2143’iin hiicre canliligin1 kontrole gore artirdigi

bulundu (P<0,001). 10 ve 40 uM NPS 2143 uygulanan grupta da kontrole gore hiicre

canliliginin arttig1 belirlendi (P<0,05). Hiicre canliliginin en fazla arttigi grup ise 20
MM olarak belirlendi (P<0,0001). Bu nedenle NPS 2143’(in hiicre canliligin1 en fazla

artiran dozu olan 20 M, deneylerimiz igin uygun doz olarak segildi (Sekil 4.3 ve tablo

4.3).

150+

100 *

50+

Hucre Canlilik Orani (%)

0

*kkk

rrrrrriri

NPS 2143 (uM)

Sekil 4.3. Farkli NPS 2143 konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkisi (*P<0,05;
*** P<0,001; **** P <0,0001, kontrol grubuna gore).
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Tablo 4.3. NPS 2143 uygulamasindan sonra NCI-H716 canli hiicre orant (%)
(ortalama + standart hata, *P<0,05; *** P<0,001; **** P <0,0001;

kontrol grubuna gore).

NPS 2143 Hiicre canhilik oram (%)
Kontrol 100+ 0
SuM 118 + 17
10 uM 114 + 4"
20 uM 154 + 17
40 uM 114 + 4"
80 uM 95+5

NCI-H716 hicrelerinin CaSR’nin pozitif allosterik modiilatorii olan R568’in

5, 10, 20, 40 ve 80 pM’lik farkli konsantrasyonlari ile 2 saatlik inkiibasyonu

sonrasinda, 5 ve 10 uM R568 uygulanan gruplarda kontrole gore anlamli bir fark

bulunamadi. 40 uM R568 uygulanan grupta ise kontrole gore hiicre canliliginda

azalma belirlendi (P<0,001). Hiicre canliliginin en fazla azaldigi grup 80 pM olarak

belirlendi (P<0,01). 20 puM olarak uygulanan grupta ise kontrole godre hicre

canliliginda artis oldugu goriildi (P <0,0001). Bdylece R568’in 20 uM olan dozu

deneylerimiz i¢in uygun doz olarak ¢alismaya dahil edildi (Sekil 4.4 ve tablo 4.4).

150

100

Hucre Canlilik Orani (%)
a1
o
|

0

*%*

UL
O 2PPLPPEPOLOL PO

R568 (UM)

Sekil 4.4. Farkli R568 konsantrasyonlarmin hiicre canliigina etkisi (**P<0,01,
*** P<0,001, kontrol grubuna gore).



45

Tablo 4.4. R568 uygulamasindan sonra NCI-H716 canli hiicre oran1 (%) (ortalama
standart hata, **P<0,01; *** P<0,001; kontrol grubuna gore).

R568 Hiicre canlilik oram (%)
Kontrol 100+ 0
5uM 100+ 1
10 uM 100+1
20 uM 123+ 4"
40 uM 90+1™"
80 uM 59 + 4™

Deneylerde kullanilacak konsantrasyonlar belirlendikten sonra hiicrelere farkli
konsantrasyonlardaki agmatin ve L-arjinin, NPS 2143 veya R568 ile birlikte

uygulanarak 2 saat sureyle inkibe edildi ve hiicre canliliklari belirlendi.

NCI-H716 hucrelerine 20 ve 40 mM L-arjinin ve kombinasyonlarinin
uygulanmasi sonrasinda, NPS 2143 grubunda hiicre canliliginin diger tim gruplardan
daha yiiksek oldugu goriildii (P <0,0001). Ayrica R568 grubundaki hiicre canlilig
L-Arj 20 mM’nin kombinasyonlarindan daha yiiksekti (P<0,05). Agmatin ve
kombinasyonlarinin  uygulandigi  gruplardan  farkli olarak, L-arjinin ve
kombinasyonlarinin uygulandigi gruplardan L-Arj 40 mM grubundaki hiicre canlilig:
kontrole gore anlaml sekilde daha yiiksekti (P<0,001). L-Arj ve kombinasyonlarinin
uygulandig1 diger gruplarda ise kontrole gore anlamli bir fark bulunamadi. Ayrica
R568 grubundaki hiicre canliligi, 40 mM L-Arj ve 40 mM L-Arj ile NPS 2143
kombinasyonundan daha ytiksekti (P<0,05). L-Arj 40 mM grubundaki hiicre canliligi
kombinasyonlarina gore anlamli sekilde daha yiiksekti (P<0,01). 40 mM L-Arj + NPS
2143 ile 40 mM L-Arj + R568 gruplar karsilastirildiginda ise, NPS 2143 iceren grupta
canliligin daha diisiik oldugu goriildii (P<0,01) (Sekil 4.5. ve tablo 4.5.).
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Sekil 4.5. L-arjinin, NPS 2143 ve R568 kombinasyonlarmin hiicre canliligina etkisi
(*P<0,05; **P<0,01; *** P<0,001; **** P <0,0001).

Tablo 4.5. L-arjinin ve kombinasyonlarin uygulamasindan sonra NCI-H716 canli
hiicre oran1 (%) (ortalama * standart hata, *** P<0,001; **** P <0,0001;
kontrol grubuna gore).

Gruplar Hiicre canhlik oram (%)
Kontrol 100 £ 0
NPS 2143 158 +1 ™
R568 120+ 5
L-Arj 20 mM 107 £5
L-Arj 20 mM + NPS 2143 87+8
L-Arj 20 mM + R568 93+4
L-Arj 40 mM 148 + 27
L-Arj 40 mM + NPS 2143 86 + 10
L-Arj 40 mM + R568 116 £ 5
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Agmatin 20 mM ve kombinasyonlarin uygulandigi gruplarda ise hiicre canlilig
kontrole gére anlamli sekilde diisiik diizeydeydi (P<0,001). Ayrica NPS 2143 ve R568
grubunun hiicre canliligi kontrole gére anlamli sekilde yiiksekti (P<0,05) (Sekil 4.6.
ve tablo 4.6.).

Agmatin 40 mM grubu ve 40 mM agmatin ile 20 pM R568’in birlikte
uygulandigi gruptaki hiicre canliligi kontrole gore daha disiiktii (P<0,01). Ayrica 40
mM agmatin ile 20 uM NPS 2143’{in birlikte uygulandig1 gruptaki hiicre canlilig
kontrole gore azalmist1 (P <0,0001) (Sekil 4.6. ve tablo 4.6.). Kontrol olarak hiicrelere
uygulanan Krebs-Ringer soliisyonu ve %1 oraninda DMSO’nun hiicre canliligini

diistirmedigi gorulda.
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Sekil 4.6. Agmatin, NPS 2143 ve R568 kombinasyonlarinin hiicre canliligina etkisi
(*P<0,05; **P<0,01; *** P<0,001; **** P <0,0001, kontrol grubuna gore).
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Tablo 4.6. Agmatin ve kombinasyonlarin uygulamasindan sonra NCI-H716 canli
hiicre oranm1 (%) (ortalama + standart hata, *P<0,05; **P<0,01; ***
P<0,001; **** P <0,0001; kontrol grubuna gore).

Gruplar Hiicre canhlik oram (%)
Kontrol 100+ 0
NPS 2143 158 + 17"
R568 120 +5"
Agm 20 mM 67+6
Agm 20 mM + NPS 2143 64+6
Agm 20 mM + R568 63+27
Agm 40 mM 71+8"
Agm 40 mM + NPS 2143 52+5
Agm 40 mM + R568 68 +4"

4.2. GLP-1 Diizeyi

NCI-H716 hicrelerine agmatinin 2 farkli konsantrasyonu ile NPS 2143 ve
R568 kombinasyonlart uygulandiktan sonra ELISA yontemiyle GLP-1 duzeyleri
6lculdi ve sonuglar BCA yontemiyle belirlenen total protein miktarina gére oranlandi.
Ayrica enteroendokrin L hicrelerinde GLP-1 salgisina yol acan en kuvvetli uyaran
oldugu bilinen glukoz, pozitif kontrol olarak kullanildi. 30 mM glukoz uygulanan
hucrelerin GLP-1 salgis1 kontrolden ve diger tiim gruplardan beklendigi tizere yiiksek
bulundu (P<0,01).

NCI-H716 hucrelerine L-arjininin iki farkli konsantrasyonu ve NPS 2143 ile
R568’in kombinasyonlar1 uygulandiktan sonra GLP-1 diizeyleri incelendiginde, 30
mM glukoz uygulanan hicrelerin NPS 2143, R568 ve L-arjinin 20 mM + NPS 2143
uygulanan gruplara goére GLP-1 diizeyinin yiiksek oldugu bulundu (P<0,01). 40 mM
L-arjinin ve 20 uM NPS 2143’{in birlikte uygulandig1 grupta kontrole gére GLP-1
diizeyinde azalma oldugu goriildii (P<0,05). Benzer sekilde 40 mM L-arjinin ve 20
uM NPS 2143’iin birlikte uygulandigi grupta 40 mM L-arjinin grubuna gore GLP-1
diizeyinin azaldig1 saptandi1 (P<0,05) (Sekil 4.7 ve tablo 4.7). Boylece 6zellikle 40 mM
L-arjinin ile NPS 2143 birlikte uygulandiginda sadece 40 mM L-arjinin uygulamasina
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gore GLP-1 diizeyinde anlamli bir diisiis olmasi sebebiyle CaSR’lerin bu

mekanizmada rolii olabilecegi diisiiniildii.
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Sekil 4.7. L-arjinin, NPS 2143 ve R568 kombinasyonlar1 ile elde edilen GLP-1

duzeyleri (*P<0,05).

Tablo 4.7. L-arjinin ve kombinasyonlarin uygulamasindan sonra NCI-H716
hlcrelerinin GLP-1 diizeyi (pmol/g total protein) (ortalama + standart hata,
*P<0,05; **P<0,01; kontrol grubuna gore).

GLP-1 duzeyi (pmol/g

Gruplar total protein)

Kontrol 15,78 + 1,99

Glukoz 30 mM 21,49 £ 0,28

NPS 2143 11,93+ 0,33

R568 13,06 £ 1,02

L-Arj 20 mM 17,57 £ 0,93

L-Arj 20 mM + NPS 2143 14,69 + 0,78
L-Arj 20 mM + R568 16,87 + 2,39
L-Arj 40 mM 15,83 + 2,47
L-Arj 40 mM + NPS 2143 8,90 + 0,53"
L-Arj 40 mM + R568 12,61+ 1,47
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Agmatin ve kombinasyonlarin uygulandigi gruplarda ise; 20 mM agmatin +
NPS 2143 grubunda kontrole gére GLP-1 diizeyinde azalma oldugu goriildi (P<0,01).
Ayrica 20 mM agmatin + NPS 2143 grubunda 20 mM agmatin + R568 grubuna gore
GLP-1 diizeyinde azalma saptandi (P<0,01) (Sekil 4.8).

40 mM agmatin ve 20 uM NPS 2143’{in birlikte uygulandig1 grupta da benzer
sekilde kontrole gére GLP-1 diizeyinde azalma oldugu goriildii (P<0,01). Ayrica 40
mM agmatin + NPS 2143 grubunda, 40 mM agmatin + R568 grubuna goére GLP-1
dizeyinin azaldig1 goriildii (P<0,05) (Sekil 4.8 ve tablo 4.8). Boylece hem 20 mM hem
de 40 mM agmatin uygulanan gruplarin GLP-1 dizeyinin NPS 2143 ile
kombinasyonuna bagli olarak azalmasi ve R568 ile kombinasyonu sonucu artisi

sebebiyle bu hormonun salgisinda CaSR’lerin aracilik ediyor olabilecegi diisiiniildii.
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Sekil 4.8. Agmatin, NPS 2143 ve R568 kombinasyonlar1 ile elde edilen GLP-1
duzeyleri (*P<0,05; **P<0,01).
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Tablo 4.8. Agmatin ve kombinasyonlarin uygulamasindan sonra NCI-H716
hlcrelerinin GLP-1 duzeyi (pmol/g total protein) (ortalama + standart
hata, *P<0,05; **P<0,01; kontrol grubuna gore).

GLP-1 dizeyi (pmol/g

Gruplar total protein)
Kontrol 15,78 + 1,99

Glukoz 30 mM 21,49+0,28 "
NPS 2143 11,93+ 0,33
R568 13,06 + 1,02
Agm 20 mM 12,34 + 0,69

Agm 20 mM + NPS 2143 8,77+0,94
Agm 20 mM + R568 15,93 + 1,02
Agm 40 mM 11,11 £ 0,78

Agm 40 mM + NPS 2143 859 +157"
Agm 40 mM + R568 13,87 + 0,47

4.3. PYY Duzeyi

NCI-H716 hcrelerine L-arjinin uygulanmast sonucu PYY diizeyleri
incelendiginde; NPS 2143 grubunun kontrole, R568 grubuna ve 20 mM L-arjinin ile
R568’in birlikte uygulandigi gruba gore diisiik diizeyde oldugu goriildii (P<0,05).
Glukoz 30 mM uygulanan grubun PYY diizeyi diger tiim gruplardan anlaml sekilde
yuksekti (P<0,01). 40 mM L-arjinin uygulanan grupta ise kontrole ve R568 grubuna
gore PYY diizeyi azalmisti (P<0,05) (Sekil 4.9 ve tablo 4.9). 40 mM L-arjinin
uygulamasi ile 20 mM L-arjinin’e kiyasla daha diisiik PYY diizeyi gozlendi. Ayrica
40 mM L-arjinin ile NPS’nin birlikte uygulandigi grubun PYY seviyesi, NPS 2143
grubuna gore daha yuksekti (P<0,05). Agmatinden farkli olarak L-arjinin
uygulamasinin NPS 2143 ile kombinasyonu PYY diizeyinde anlamli bir diisiise neden

olmadi.
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PYY Seviyeleri

*%

1507 | w
T
*% *

=

o

o
1

(ng/gram)
_‘

al
o
1

Sekil 4.9. L-arjinin, NPS 2143 ve R568 kombinasyonlart ile elde edilen PY'Y duzeyleri

(*P<0,05, **P<0,01).

Tablo 4.9. L-arjinin ve kombinasyonlarin uygulamasindan sonra NCI-H716
hlcrelerinin PYY duzeyi (ng/g total protein) (ortalama + standart hata,
*P<0,05, **P<0,01; kontrol grubuna gore).

PYY dizeyi (ng/g total
Gruplar protein)
Kontrol 101,80 + 2,37
Glukoz 30 mM 127,50 + 4,85
NPS 2143 60,23 +5,84
R568 96,47 + 7,44
L-Arj 20 mM 85,03+ 1,72
L-Arj 20 mM + NPS 2143 89,30 + 10,27
L-Arj 20 mM + R568 107,10 + 5,40
L-Arj 40 mM 65,17 +593 ™
L-Arj 40 mM + NPS 2143 89,77 £ 7,23
L-Arj 40 mM + R568 82,50 + 6,10

NCI-H716 hucrelerine agmatinin konsantrasyonlart ve kombinasyonlari

uygulandiktan sonra PYY diizeyleri incelendiginde, glukoz 30 mM grubunda tim

gruplara gore anlamli bir artis oldugu belirlendi (P<0,05). Ayrica NPS 2143 grubu ve
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20 mM agmatin ile 20 uM NPS 2143’iin birlikte uygulandigi grupta kontrole gore bir
azalma oldugu goriildii (P<0,01). R568 grubu ve 20 mM agmatin ile 20 uM R568’in
birlikte uygulandigi gruptaki PYY dlzeyleri NPS 2143 grubuna gore daha yuksekti
(P<0,01). Ayrica 20 mM agmatin ile 20 uM NPS 2143’iin birlikte uygulandigi
gruptaki PYY dlzeyi, R568 grubu ve 20 mM agmatin ile 20 uM R568’in birlikte
uygulandigr gruba gore daha diisiik bulundu (P<0,001) (Sekil 4.10.). 20 mM agmatin
ile NPS 2143’iin birlikte uygulandig1 gruptaki PYY dlzeyinin kontrole ve R568 ile
kombinasyona gore diisiik bulunmasi PYY salgisinda CaSR’lerin rolii olabilecegini
diistindiirdii. 40 mM agmatin uygulanan gruptaki PY'Y dizeyi 20 mM dozundan farkli
olarak, kontrole gore daha diisiik seviyedeydi (P<0,05). Ayrica 40 mM agmatin ile
birlikte NPS 2143’(in uygulandigi grubun da kontrole gore diisiik oldugu goriildi
(P<0,01). R568 grubunun PYY diizeyi 40 mM agmatin ve 40 mM agmatin ile 20 uM
NPS 2143’in birlikte uygulandigi gruplardan daha yiksek bulundu (P<0,05).
Agmatinin 20 mM gibi 40 mM konsantrasyonunun iki kombinasyonu arasinda da
anlamli fark bulundu ve 40 mM agmatin diizeyinin 20 mM konsantrasyona gore PYY
diizeyini daha fazla diistirdiigii gortildi (P<0,05) (Sekil 4.10. ve tablo 4.10.).
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Sekil 4.10. Agmatin, NPS 2143 ve R568 kombinasyonlar: ile elde edilen PYY
dizeyleri (*P<0,05; **P<0,01; *** P<0,001).
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Tablo 4.10. Agmatin ve kombinasyonlarin uygulamasindan sonra NCI-H716
hiicrelerinin PYY dizeyi (ng/g total protein) (ortalama + standart hata,
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; kontrol grubuna gore).

PYY dizeyi (ng/g
Gruplar total protein)
Kontrol 101,80 + 2,37
Glukoz 30 mM 127,50 +4,85 "
NPS 2143 60,23 + 5,84
R568 96,47 + 7,44
Agm 20 mM 80,43 + 2,93
Agm 20 mM-+NPS 2143 65,90 +577
Agm 20 mM+R568 97,27 £ 4,14
Agm 40 mM 62,60 + 6,58
Agm 40 mM+NPS 2143 53,40 +1,97™
Agm 40 mM+R568 85,57 + 11,7

Tiim gruplarda salgilanan GLP-1 ve PYY hormon diizeyleri arasindaki iligki
incelendiginde, GLP-1 ve PYY arasinda poziitif korelasyon oldugu saptandi (r=0,379,
P<0,01).

4.4. cAMP Duzeyi

NCI-H716 hicrelerine L-arjinin uygulamasina bagli olarak cAMP diizeyinin
degisimi incelendiginde; NPS 2143 grubunun kontrol, glukoz, R568 ve 20 mM L-
arjinin uygulanan iki kombinasyon gruplarina gére daha diisik seviyede oldugu
goruldi (P<0,01). Glukoz grubunun cAMP diizeyi, NPS 2143 ve L-arjinin 20 mM
gruplarindan daha yiiksekti (P<0,01). Ayrica L-arjinin 20 mM grubunun R568 ve ayni
konsantrasyonun R568 ile kombinasyonundan daha diisiik diizeyde oldugu belirlendi
(P<0,05).

40 mM L-arjinin uygulanan gruplara bakildiginda, R568 ile kombinasyonun
NPS 2143 grubuna gore daha yiiksek oldugu goriildi (P<0,05) (Sekil 4.11. ve tablo
4.11.). Sonuglar incelendiginde, L-arjinin 20 mM ve kombinasyonlari arasinda anlamli
fark olmadig1, cAMP diizeyini etkilemedigi ancak 40 mM L-arjinin ile NPS 2143’{in

birlikte uygulandig1 grupta diisiis olsa da anlamli bir fark olmadig1 goriildi.
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Sekil 4.11. L-arjinin, NPS 2143 ve R568 kombinasyonlari ile elde edilen cAMP
dizeyleri (*P<0,05; **P<0,01; *** P<0,001; **** P <0,0001).

Tablo 4.11.

L-arjinin ve kombinasyonlarin uygulamasindan sonra NCI-H716
hiicrelerinin cAMP diizeyi (ng/g total protein) (ortalama + standart hata,
*P<0,05, **P<0,01; kontrol grubuna gore).

CAMP duzeyi (ng/g total
Gruplar protein)

Kontrol 0,77 £0,01
Glukoz 30 MM 0,84 +£0,02

NPS 2143 0,64 +0,01™
R568 0,81 +0,02
L-Arj 20 mM 0,70+ 0,01
L-Arj 20 mM + NPS 2143 0,80+ 0,04
L-Arj 20 mM + R568 0,84 + 0,02
L-Arj 40 mM 0,82 £ 0,04
L-Arj 40 mM + NPS 2143 0,72+ 0,09
L-Arj 40 mM + R568 0,84 +0,02




56

NCI-H716 hicrelerine 20 mM agmatin uygulamasina bagli olarak cAMP
diizeyinin degisimi incelendiginde, NPS 2143 grubunun kontrole, R568 grubuna ve 20
MM agmatin ile kombinasyonun oldugu gruplara gére cAMP diizeyi anlamhi sekilde
diisiik bulundu (P<0,01). NPS 2143 ve agmatin 20 mM gruplarmin cAMP diizeyi,
glukoz grubuna gore diistiktii (P<0,05). Ayrica agmatin 20 mM grubundaki cAMP
diizeyinin 20 mM agmatin ile NPS 2143’iin birlikte uygulandig1 gruptan diisiik oldugu
bulundu (P<0,05). 40 mM agmatin uygulamasina bagli olarak cAMP diizeyinin
degisimi incelendiginde ise, 40 mM agmatin ile kombinasyonlarin uygulandigi her iki
grupta da kontrole gore anlamli fark oldugu goriildi. Buna gore NPS 2143 ile
kombinasyonda diisiis, R568 ile kombinasyonda artis gozlendi (P<0,05). Glukoz
grubuna gore 40 mM agmatin ile NPS 2143’{in birlikte uygulandigi grupta cAMP
diizeyi daha diisiiktii (P<0,001). NPS 2143 grubunun R568, agmatin 40 mM ve 40 mM
agmatin + R568 gruplardan daha diisiik diizeyde oldugu goriildii (P<0,0001). 40 mM
agmatin + NPS 2143 grubunda cAMP diizeyinin, R568, agmatin 40 mM ve 40 mM
agmatin + R568 gruplarindan daha diisiik oldugu saptandi ve NPS 2143’{in cAMP
diizeyini diistiriici yonde etki ediyor olabilecegi diisiinlildi (P<0,0001) (Sekil 4.12. ve
tablo 4.12.).
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Sekil 4.12. Agmatin, NPS 2143 ve R568 kombinasyonlar ile elde edilen cAMP
dizeyleri (*P<0,05; **P<0,01; *** P<0,001; **** P <0,0001).
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Tablo 4.12. Agmatin ve kombinasyonlarin uygulamasindan sonra NCI-H716
hlcrelerinin cAMP duzeyi (ng/g total protein) (ortalama + standart hata,
*P<0,05; **P<0,01; kontrol grubuna gore).

CAMP duzeyi (ng/g total
Gruplar protein)
Kontrol 0,77 £0,01
Glukoz 30 mM 0,84 + 0,02
NPS 2143 0,64 + 0,01
R568 0,81+ 0,02
Agm 20 mM 0,73 +0,02
Agm 20 mM + NPS 2143 0,85+ 0,04
Agm 20 mM + R568 0,80 + 0,02
Agm 40 mM 0,84 +0,01
Agm 40 mM + NPS 2143 0,66 +0,03"
Agm 40 mM + R568 0,86 +0,02"

4.5. Protein Duzeyi

Tim gruplarin uygulamalarindan sonra NCI-H716 hcrelerinin total protein
duzeyleri olclldi ve GLP-1, PYY ve cAMP dizeyleri belirlenirken total protein
dizeyi ile orantilandi. Tablo 4.13’te tiim gruplarin total protein dlizeyi ortalama +
standart hata olarak verilmistir. Total protein diizeyi pg/ml olarak 6l¢iildi ve gruplar

karsilastirildiginda total protein agisindan anlamli bir fark bulunamadi.
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Tablo 4.13. Gruplarin total protein dizeyleri (ug/ml) (ortalama * standart hata).

Gruplar Total protein diizeyi (ng/ml)
Kontrol 1860 £ 12
Glukoz 30 mM 1661 + 21
NPS 2143 2427 £ 60
R568 1887 +9
L-Arj 20 mM 2066 + 102
L-Arj 20 mM + NPS 2143 1683 + 25
L-Arj 20 mM + R568 1815 + 32
L-Arj 40 mM 1809 + 39
L-Arj 40 mM + NPS 2143 1761+ 8
L-Arj 40 mM + R568 1849 + 18
Agm 20 mM 1890 + 30
Agm 20 mM + NPS 2143 1753 + 16
Agm 20 mM + R568 1824 + 10
Agm 40 mM 1887 £ 21
Agm 40 mM + NPS 2143 2207 £ 237
Agm 40 mM + R568 1781 + 48

4.6. Kalsiyum Yogunlugu

NCI-H716 hiicrelerindeki kalsiyum yogunlugunu daha net bir sekilde
belirlemek adma L-arjinin ve agmatinin en yuksek dozu olan 40 mM ve
kombinasyonlar1 ile c¢aligildi. 40 mM L-arjinin  ve kombinasyonlarinin
uygulanmasindan sonra kalsiyum yogunlugu incelendiginde; 0. dakikada Arj 40 mM
grubu kalsiyum yogunlugunun glukoz grubundan anlamli sekilde yiiksek oldugu
goruldu (P<0,05). 30. dakikada da Arj 40 mM grubundaki kalsiyum yogunlugu
kontrole gdre daha yiksekti (P<0,05). 60. dakikada da 0. dakikada oldugu gibi Arj 40
mM grubunda glukoza gore kalsiyum yogunlugu daha yuksekti (P<0,05). Ayrica 40
mM L-Arj + NPS 2143 grubunun kalsiyum yogunlugunun hem Arj 40 mM hem de 40
mM Arj + R568 gruplarindan daha diistik oldugu goriildi (P<0,05) (Sekil 4.13.). 90.
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dakikada 40 mM L-Arj + NPS 2143 grubunda kalsiyum yogunlugu hem kontrolden
hem de 40 mM Arj + R568 grubundan daha diisiik seviyedeydi (P<0,05). 120.
dakikada ise glukoz grubundaki kalsiyum yogunlugu, kontrole ve Arj 40 mM grubuna
gbre daha disiik diizeydeydi (P<0,05). Ayrica Arj 40 mM grubunun kontrole ve
kombinasyonlarina gore daha yiiksek kalsiyum yogunluguna sahip oldugu gozlendi
(P<0,05). Arj 40 mM grubunda hticre i¢i kalsiyum yogunlugunun fazla olmasi ve 40
mM Arj + NPS 2143 grubunda 6zellikle 30. dakikadan sonra hicre i¢i kalsiyum
yogunlugunun en diisiik seviyede seyretmesi CaSR aracili aktivasyonun ikinci mesajci
olarak kalsiyumu kullandigini diisiindiirmektedir (P<0,05) (Sekil 4.14.).

Kalsiyum Duzeyleri

25 3

N

€@ Kontrol

B Glu30omMm

¥ Arj40mM

9 Arj 40 mM+NPS 2143
Arj 40 mM+R568

Kalsiyum yogunlugu (Unite)

I
0 30 60 90 120
Zaman (dakika)

Sekil 4.13. L-arjinin, NPS 2143 ve R568 kombinasyonlari ile elde edilen kalsiyum
yogunluklari.
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Sekil 4.14. A) L-arjinin 40 mM ve B) L-arjinin 40 mM + NPS 2143 gruplarinin 60.
dakikadaki kalsiyum yogunluklari, 20x biyltme.

NCI-H716 hucrelerine agmatin ve kombinasyonlarinin uygulanmasidan
sonra kalsiyum yogunlugu incelendiginde; 0. dakikada Agm 40 mM grubunda, glukoz
ve diger 40 mM Agm igeren gruplardan daha yiiksek kalsiyum yogunlugu oldugu
gozlendi (P<0,05). 30. dakikada gruplar arasinda hiicre i¢i kalsiyum yogunlugu
acisindan anlamli bir fark bulunamadi. 60. dakikada Agm 40 mM grubundaki
kalsiyum yogunlugu; kontrol, glukoz ve 40 mM Agm + NPS 2143 gruplarindan daha
fazlaydi (P<0,05). Ayrica 40 mM Agm + NPS 2143 grubunda yogunlugun kontrolden
diisiik seviyede oldugu gozlendi (P<0,01). 90. dakikadaki 6l¢imlerde anlamli bir fark
bulunmadi ancak 120. dakikada glu 30 mM grubu kalsiyum yogunlugunun, Agm 40
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mM ve kontrol gruplarina gore anlamli diizeyde diisiik oldugu saptandi (P<0,05)
(Sekil 4.15.). 40 mM Agm uygulanan grupta da 40 mM L-Arj grubunda oldugu gibi
diger gruplara gore kalsiyum yogunlugunun yiiksek olusu ve NPS 2143 ile
kombinasyonu sonucu kalsiyum yogunlugunun diismesi, agmatinin CaSR’ler

aracilifiyla etki gosterebilecegini diisiindiirdii.

Kalsiyum Duizeyleri
35+ y Y

€@ Kontrol

B Glusomm

2 Agm 40 mM

W Agm 40 mM+NPS 2143
Agm 40 mM+R568

Kalsiyum yogunlugu (Unite)

Zaman (dakika)

Sekil 4.15. Agmatin, NPS 2143 ve R568 kombinasyonlar ile elde edilen kalsiyum
yogunluklari.

0, 30, 60, 90 ve 120., dakikalardaki kalsiyum dl¢iimleri kullanilarak egri altinda
kalan alanlar (EAA) hesaplandi ve 2 saatlik slire sonundaki toplam kalsiyum
yogunluklarma gore kiyaslama yapildi. L-arjinin uygulanan gruplarin EAA
degerlerine gore; L-Arj 40 mM grubu kalsiyum yogunlugunun kontrole, glu 30 mM
grubuna ve 40 mM L-Arj ile kombinasyonlarin uygulandigi gruba gore yiiksek oldugu
goruldi (P<0,001). 40 mM L-Arj + NPS 2143 grubunun kalsiyum yogunlugu;
kontrolden, glukoz grubundan ve 40 mM L-Arj + R568 grubundan daha diisiiktii
(P<0,05) (Sekil 4.16. ve tablo 4.14). L-Arj 40 mM grubunun toplam kalsiyum
yogunlugunun en fazla ve 40 mM L-Arj + NPS 2143 grubunun en diisiik olmas1 CaSR

islevleri ile kalsiyumun iligkili olabilecegini gosterdi.
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Sekil 4.16. L-arjinin, NPS 2143 ve R568 kombinasyonlar ile elde edilen EAAca+2
degerleri (*P<0,05; *** P<0,001; **** P <0,0001).

Agmatin uygulanan gruplarin EAAca+2 degerlerine bakildiginda, kontrol grubu
kalsiyum yogunlugunun Agm 40 mM grubu ve 40 mM Agm + R568 grubundan daha
diisiik oldugu goriildi (P<0,05). 40 mM Agm + R568 grubunun kalsiyum yogunlugu,
Glu 30 mM grubu ve 40 mM Agm + NPS 2143 grubundan daha yilksekti (P<0,05)
(Sekil 4.17. ve tablo 4.14.). Agmatin 40 mM grubunun EAA degerinin yiiksek olmasi
ve NPS 2143 ile kombinasyonu sonucu yogunlugun azalip, R568 ile birlikte
artmasindan dolayr agmatinin kalsiyum araciligiyla etki gOsteriyor olabilecegi

disiinuldi.
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Sekil 4.17. Agmatin, NPS 2143 ve R568 kombinasyonlar ile elde edilen EAAca+2
degerleri (*P<0,05; ** P<0,01).

Tablo 4.14. L-arjinin, Agmatin, NPS 2143 ve R568 kombinasyonlari ile NCI-H716
hlcrelerinin EAAca* degerleri (ortalama + standart hata) (*P<0,05, ****
P <0,0001; kontrol grubuna gore).

Gruplar EAAca+2
Kontrol 43,53 +1,75
Glu 30 mM 46,30 £ 1,77
L-Arj 40 mM 72,78 +1,067"
L-Arj 40 mM + NPS 2143 32,75 +2,92"
L-Arj 40 mM + R568 54,21 +0,91"
Agm 40 mM 57,23 £ 2,25
Agm 40 mM + NPS 2143 40,03 £ 2,25
Agm 40 mM + R568 61,61 + 543
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4.7. CaSR immiinreaktivitesi

Agmatin, L-arjinin ve kombinasyonlarinin uygulandigi gruplarin CaSR
immunreaktivitelerine  bakildiginda, R568 grubundaki hicrelerde CaSR
immunreaktivitesi gorilmedi. Bu durum CaSR’nin pozitif allosterik modiilatorii olan
R568’in tek basina CaSR diizeyine etkisi olmadigint ancak kalsiyum veya agonist
varligima bagl olarak reseptoriin aktivitesini artirict yonde etkilemekte oldugunu

diistindiirdi.

L-arjinin uygulanan gruplar incelendiginde, 20 mM Arj + R568 grubunda
R568 grubunda oldugu gibi CaSR immiinreaktivitesi gozlenmedi (Sekil 4.18.). 20 mM
L-arjinin + NPS grubunda, 20 mM L-arjinin grubuna gore daha diistik seviyede CaSR
immunreaktivitesi gorildi ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (Sekil
4.19. ve tablo 4.15.).

60 60

CaSR yogunlugu
N H
T T T
g

Sekil 4.18. L-arjinin, NPS 2143 ve R568 kombinasyonlari ile elde edilen CaSR
immunreaktivite siddeti.
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Sekil 4.19. A) L-arjinin 20 mM ve B) L-arjinin 20 mM + NPS 2143 gruplarinin CaSR
immiinreaktivite siddeti, 40x biiylitme (mor renk CaSR varhigini
gostermektedir).
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Tablo 4.15. L-arjinin ve kombinasyonlarin uygulamasindan sonra NCI-H716
hicrelerinin CaSR immdnreaktivite siddeti (ortalama * standart hata,
*P<0,05; *** P<0,001; kontrol grubuna gore).

Gruplar CaSR immunreaktivite siddeti
Kontrol 45,59 + 8,34
Glukoz 30 mM 27,89 + 5,40
NPS 2143 41,76 £ 4,03
R568 0"
L-Arj 20 mM 40,16 + 5,15
L-Arj 20 mM + NPS 2143 25,53 + 2,96
L-Arj 20 mM + R568 0
L-Arj 40 mM 31,83+ 3,41
L-Arj 40 mM + NPS 2143 40,61 + 0,53
L-Arj 40 mM + R568 2191+0,47"

Agmatin uygulanan gruplar incelendiginde ise, CaSR immiinreaktivitesi 20
mM Agm + R568 grubunda glukoz grubundan daha yuksek bulundu (P<0,05).
Agmatin ile birlikte R568 uygulandiginda CaSR immiinreaktivitesinin arttig1 goriildii.
40 mM agmatinin tek basina uygulandig: grupta ise anlamli bir fark bulunamadi (Sekil
4.20. ve tablo 4.16.). Ayrica 20 mM agmatin ile NPS 2143’iin birlikte uygulandig:
gruptaki hiicrelerde immiinreaktivitenin, 20 mM agmatin grubuna gore daha disiik

seviyede oldugu gozlense de istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 4.21.).
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Sekil 4.20. Agmatin, NPS 2143 ve R568 kombinasyonlar ile elde edilen CaSR
immunreaktivite siddeti.



67

Sekil 4.21. A) Agmatin 20 mM ve B) Agmatin 20 mM + NPS 2143 gruplarinin CaSR
immiinreaktivite siddeti, 40x buyltme (mor renk CaSR varligini
goOstermektedir).
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Tablo 4.16. Agmatin ve kombinasyonlarin uygulamasindan sonra NCI-H716
hicrelerinin CaSR imminreaktivite siddeti (ortalama * standart hata, **P<0,01;
kontrol grubuna gore).

Gruplar CaSR immunreaktivite siddeti
Kontrol 45,59 + 8,34
Glukoz 30 mM 27,89 +5,40
NPS 2143 41,76 £ 4,03
R568 0"
Agm 20 mM 51,03 + 7,81
Agm 20 mM + NPS 2143 43,81 +4,73
Agm 20 mM + R568 60,83 + 8,24
Agm 40 mM 42,23 + 3,74
Agm 40 mM + NPS 2143 44,84 + 1,39
Agm 40 mM + R568 44,00 £ 4,24
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5. TARTISMA

Bagirsaktan salgilanan hormonlar enerji homeostazi ve istahin diizenlenmesi
gibi bircok fizyolojik etkiye sahiptir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, bagirsaktan
salgilanan hormonlarin obezite ve diyabet tedavisinde kullanilacak yeni hedef molekul
ve stratejilerin gelistirilmesine katkida bulunabilecegini gdstermektedir (126). Bu
nedenle bagirsaktan salgilanan GLP-1 ve PYY gibi hormonlarin, istah1 azaltic1 ve
enerji metabolizmasini diizenleyici etkilerinin nasil gergeklestiginin arastirilmasi

onem arz etmektedir.

Diyabet tedavisinde 6nemli bir rol oynamaya baslayan GLP-1 ile iliskili
farmakoterapiler, yemek sonrasi insiilin salgisini artirirken, istahi da baskilayarak kilo
kaybina neden olmaktadir (127). GLP-1 hormonunun diyabet tedavisinde ila¢ olarak
kullanilmasit giindeme gelmis olmasina ragmen, DPP-IV enzimi tarafindan hizli bir
sekilde (1-2 dakika icinde) parcalaniyor olmasi etkinligini sinirlamigtir (128). Son
yillarda GLP-1 analoglar1 diyabet tedavisinde yaygin olarak kullanilsa da 6zellikle
ilacin baslangic donemlerinde bulanti ve kusma gibi yan etkilerin gortlmesi
kullanimlarini zorlagtirmaktadir (129). Bu nedenle GLP-1 analoglarinin yerine, GLP-
1 hormonunun viicutta dogal yollardan salgilanmasini saglayacak mekanizmalarmn
arastirtlmasi ve anlasilmasi1 6nemli hale gelmektedir. Bu sekilde, tedavi siirecinin daha
organik ve etkili bir sekilde gerceklestirilmesi ile potansiyel yan etkilerin ve tedavi

uyumsuzlugunun 6niine gegilebilir.

Ozellikle karbonhidrat ve yag igeren besinlerin aliminin GLP-1 salgisini
artirdigr bilinse de son yillarda yapilan ¢alismalar proteinlerin de GLP-1 salgisinda
etkili oldugunu gostermistir (130-133). Bu sebeple ¢alismamizda hiicre kiiltiirtinde L-
arjinin uygulamasma bagli olarak GLP-1 salgisindaki degisim incelenmistir.
Enteroendokrin L hucrelerinden birlikte salinan GLP-1 ve PYY hormonlarinin,
metabolizma agisindan benzer ya da birbirini tamamlayan etkiler gosterdigi
diistiniilmektedir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda her iki hormonun da salgisi ile aract

reseptOr ve sinyal yolaklari hakkinda bilgi elde edinilmeye caligilmistir.

L-arjinin takviyesinin hayvanlarda ve insanlarda olumlu metabolik etkilere

sahip oldugu gosterilmistir (64-67). Diyabetik sicanlarda yapilan bir ¢alismada, 10
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mM L-arjinin enjeksiyonunun, 24 saatten itibaren glisemiyi dizelttigi ve benzer
sekilde hiperlipidemiyi de azalttig1 gosterilmistir (134). Farelerle yapilan bagka bir
calismada, L-arjinin kullanimindan 1-2 dakika sonra insiilin ve glukagon salgisinin
maksimum seviyeye ulastig1 ve bunun hizli bir siire¢ oldugu tespit edilmistir (135,
136). Obez ergenlere sabit dozlu bir 6giin ile L-arjinin, L-16sin, L-glutamin ve L-
triptofan uygulandiginda, L hiicreleri tarafindan dolasima salgilanan GLP-1'deki
artisgin aracilik ettigi bir anoreksijenik yanitin olustugu belirlenmistir (137).
Hayvanlarda yapilan ¢alismalar, L-arjininin gida alimim azalttigin1 ve dolasimdaki
GLP-1 ile PYY diizeylerini artirdigimi gostermistir (55, 72, 109, 138). Insan
caligmalar1 da L-arjininin PYY ve GLP-1 salgisini artirdigini ortaya koymustur (131).
Hiicre kiiltiiriiyle yapilan ¢aligmalarda da L-arjinin uygulamasi ile GLP-1 duzeyinin
artti@1 gosterilmistir. Miirin primer kolonik L hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada da L-
arjininin GLP-1 ve PYYY salgisini uyardigi ve 2 saat siireyle 100 mM L-Arj'ye maruz
kalmanin kolonik kiiltiirlerden PYY salgisin1 uyardigi ancak GLP-1 yanitinin farelere
kiyasla kiiltiirde daha zayif sekilde oldugu goriilmiistiir (138).

Goruldigi gibi yapilan ¢alismalar L-arjininin inkretin hormon salgisina yol
actigini ortaya koymaktadir. Bizim ¢alismamizda da bir insan enteroendokrin L hiicre
kaltird modeli (NCI-H716 hicreleri) kullanilarak L-arjininin GLP-1 ve PYY salgist
tizerine etkisi incelenmistir. Calismamizin sonucunda NCI-H716 hiicrelerinde 20 ve
40 mM L-arjinin uygulamasmin kontrole kiyasla GLP-1 salgisinda herhangi bir
degisiklige yol agmadig1 goriilmiistiir. Ayni sekilde 20 ve 40 mM L-arjinin uygulamasi
PYY salgisinda da bir artisa sebep olmamistir. Hatta 40 mM L-arjinin uygulamasi, 20
mM L-arjinine kiyasla daha diisiik PYY diizeylerine neden olmustur. Bu sonucun
birka¢ sebebi olabilir. Bunlardan ilki uyguladigimiz L-arjinin dozlarmin GLP-1 ve
PYY salgisina yol acacak optimum dozlar olmamasi olabilir. Diger sebep GLP-1 ve
PYY diizeylerinin 2 saatlik inkiibasyon sirasinda zamansal degisiminin incelenemeyisi
olabilir. Alamshah ve ark. tarafindan yapilan bir hiicre kiltiirii ¢aligmasinda 100 mM
L-Arj ile GLP-1 ve PYY sekresyonlarinin gergeklestigi, GLP-1 ve PYY
diizeylerindeki bu artigin 2 saatlik inkiibasyonun 30. dakikasinda belirgin olarak arttig1
bulunmustur (138). Hiicre canliliklar1 dikkate alinmadan daha genis araliktaki
L-arjinin dozlar1 denenerek ve hormon salgisindaki zamansal degisimler incelenerek

bu sorularin cevaplart bulunabilir.
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Calismamizda L-arjininin yanisira bu amino asitin dekarboksilasyonu sonucu
olusan agmatinin de GLP-1 ve PYY salgisi tlizerine etkileri arastirilmistir.
Norotransmiter ve néromodiilator 6zellige sahip olan agmatin hicrelerde endojen
olarak {iretilebildigi gibi diyet yoluyla ekzojen olarak da alinmaktadir. Agmatinin
glukoz metabolizmasini diizenleyici etkileri ile ilgili pek ¢ok ¢aligma bulunmaktadir.
Fruktozdan zengin yemle beslenen sicanlara agmatinin damar igine enjeksiyonundan
30 dakika sonra plazma glukoz seviyesinin azaldigi gosterilmistir (139).
Streptozotosin (STZ) ile diyabetik olan si¢anlarda yapilan baska bir ¢alismada,
intraserebroventrikiuler — agmatin  enjeksiyonunun  ortalama arter basincini
degistirmeden konsantrasyona bagli bir sekilde plazma glukoz seviyesini diigtirdiigii
goriilmistiir (140). Hwang ve arkadaslar tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada ise,
STZ ile diyabetik olan si¢anlara agken 30 dakika boyunca intravenéz agmatin
enjeksiyonundan sonra, sistolik kan basincit degismeden doz bagimli bir sekilde
plazma glukozunun diistiigii gézlenmistir (141). Yine ayni sekilde diyabetik siganlara
uzun siireli agmatin uygulamasinin, kan sekeri diizeylerini 6nemli dl¢iide azalttig ve
endotelyal disfonksiyonu tersine gevirdigi goriilmiistiir (142). Diyabetik farelerde
yapilan bagka bir ¢alismada, agmatinin plazma glukoz dizeyini diisiiriicti etkisinin,
adrenal bezde bulunan imidazolin 12AR'nin aktivasyonu yoluyla tetiklendigi
bulunmustur (143). Diyabetik siganlarla yapilan baska bir ¢alismada, yine agmatinin
kan glukoz seviyesini diislirdigii ve insiilin salgisin1 artirdigi goriilmistiir (144).
Ayrica agmatinin intraserebroventrikiler STZ enjeksiyonu tarafindan tetiklenen
biligsel gerilemeyi, beyinde insilin sinyal yolaklarini aktive ederek onledigi de

gosterilmistir (145).

Agmatinin insiilin duyarliligini artirict ve kan glukoz seviyesini diisiiriicii etkisi
oldugu iyi bilinmesine ragmen, bu etkinin bagirsaklardan salgilanan inkretin
hormonlar ile iligkisi bilinmemektedir. Agmatinin glukoz metabolizmasindaki olumlu
etkilerine insiilin salgisin1 uyarici etki gosteren GLP-1 salgisinin aracilik edip etmedigi
de bilinmemektedir. Bildigimiz kadariyla ilk kez bu ¢alisma ile agmatin ve GLP-1 ile
PYY hormonlar arasindaki iligki incelenmistir. Sonuglarimiz incelendiginde, NCI-
H716 hucrelerine tek basina uygulanan 20 ve 40 mM dozlarindaki agmatinin GLP-1
salgisinda kontrole kiyasla bir artisa yol agmadig: goriilmiistiir. Benzer sekilde tek

basina uygulanan agmatinin de PYY salgisinda artisa yol agmadigi, hatta 40 mM
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agmatin uygulamasimin kontrol grubuna kiyasla PYY dizeylerini anlamli derecede
diistirdiigii bulunmustur. Agmatin dozlari ile elde edilen diislik hiicre canlilik oranlari
da bu sonuglar ile birlikte degerlendirildiginde ileride yapilacak ¢alismalarda daha

diisiik agmatin dozlarinin denenmesi uygun olabilir.

G proteini ile eslesmis reseptorler (GPCR'ler), en buyik hticre zar reseptorleri
ailesini olusturmaktadir. Bu reseptorlerin birgogu dogrudan besinler tarafindan uyarilir
veya dizenlenir. GPCR'ler arasinda, kalsiyum algilayan reseptér (CaSR), hem
kalsiyum hem de amino asitler tarafindan ve ayni zamanda farkli katyonlar,
poliaminler, polipeptitler gibi endojen ve eksojen bilesikler tarafindan aktive veya
modiile edilen tipik bir besin algilayan reseptdrdiir. CaSR’nin ana ligandi olan
kalsiyum iyonu pek cok hiicresel islev i¢in gereklidir. Kalsiyum, sinyal iletimi
slirecinde ikinci haberci gorevi gérmenin yani sira, hiicre zar1 tizerindeki reseptorler
tarafindan dogrudan algilanan birinci haberci olarak da gorev yapabilir. Genel olarak,
hiicre dis1 Ca*? konsantrasyonundaki ince degisiklikler, basta paratiroid bezi olmak
tizere kemik, bobrek ve bagirsaklardaki ¢ok sayida CaSR tarafindan algilanir ve

kalsiyum homeostazi bu sayede siirdiirtiliir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar CaSR’nin molekiiler yapist ve ¢alisma sekli
hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmamizi saglamistir. Liu ve ark. tarafindan 2020
yilinda yapilan bir ¢alisma Ca*?nin tek basina CaSR’nin aktif konformasyonunu
tamamen stabilize edebildigini ancak amino asitlerin saf pozitif allosterik modulatorler
gibi davrandigini ortaya koymustur (146). Dolayistyla Ca*?’nin etkisi amino asitlerin
varliginda gii¢lenmektedir. Bir baska calisma (protein agisindan zengin bir 6giinden
sonra olacagi sekilde) plazma amino asit konsantrasyonundaki artiglarin Ca*?’nin
CaSR iizerindeki etkisini artirdigin1 gostermistir (147). Gergekten de yemeklerden
sonra fizyolojik olarak plazma PTH konsantrasyonunda azalma goriiliiyor olmasi bu

sonuglar1 destekler mahiyettedir.

CaSR’ler araciligiyla L-amino asitlerin inkretin hormon salgisina yol agtigina
dair g¢aligmalar mevcuttur. CaSR'nin siganlarda intraduodenal L-triptofan
uygulamasia akut yanitta, GLP-1 salgisina aracilik ettigi daha once tarafimizdan
gosterilmistir (116). Kemirgenlerde L-fenilalaninin (L-Phe) etkisinin degerlendirildigi

bir bagka calismada, L-Phe'nin GLP-1, PYY ve insiilin salgisin1 uyardigi ve glukoz
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toleransini artirdigi bulunmustur. Ayrica farelerde CaSR'nin farmakolojik olarak
blokajimin intra-ileal L-Phe'nin anorektik etkisini hafiflettigi ve STC-1 ve birincil L
hlcrelerinden L-Phe kaynakli GLP-1 salgisinin azaldigi tespit edilmistir. Bu veriler
sonucunda, L-Phe'nin anorektik etkilerine CaSR’lerin aracilik ettigi ve gastrointestinal
kanalindaki L-Phe ve CaSR sisteminin obezite ve diyabet tedavisinde terapotik faydasi
olabilecegi diistiniilmistiir (117). Ayrica, CaSR'nin L-amino asitlerle uyarilarak,
duodenumdan kolesistokinin salgisina aracilik edebildigi gosterilmistir (118, 119). Bu
bulgular L-amino asitlerin, inkretin salgisin1 uyarmak icin CaSR’leri uyardigini
gOstermektedir.

L-amino asitlerden biri olan L-arjininin bagirsak hormonlarinin salgisini
CaSR’ler aracilifiyla gerceklestirdigine dair calismalar da bulunmaktadir. Gida
allmim ve kan glukoz seviyelerini diizenlemede potansiyel bir role sahip olan
L-arjinin, CaSR yoluyla kolesistokinin (CCK) ve GIP salgisini uyardigi gosterilmistir
(148). Mace ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada, L-Arj’nin, sigcanlarin ince
bagirsaginda GIP, GLP-1 ve PYY salgisini indiikleyen giiclii bir CaSR aktivatorii
oldugu gosterilmis ve oral L-arjininin in vitro bir GLP-1 sekretagogu olarak gorev
yaptigl bulunmustur. Bu ¢alismada izole sigan ince bagirsaklarinda L-Arj ile
indlklenen GLP-1 ve PYY salgisinin, bir CaSR antagonisti tarafindan zayiflatildigi

bu nedenle bu duruma kismen CaSR'nin aracilik ettigi diistiniilmiistiir (3).

Calismamizda L-arjinin ve agmatin uygulamalarina bagli GLP-1 ve PYY
salgisinda CaSR’lerin araci olup olmadigi da arastirilmistir. Bu amagla sirasiyla
CaSR’nin pozitif ve negatif allosterik modulatorleri olan R568 ve NPS 2143
kullanilmistir. Calismamizda her ne kadar agmatin ve L-arjininin tek baslarina
uygulanmalar1 GLP-1 ve PYY salgisina yol agmamis olsa da NPS 2143 ile birlikte
uygulandiklari gruplarda hormon salgisinda azalma tespit edilmistir. Ozellikle 40 mM
L-arjinin ile NPS 2143’in birlikte uygulandigi grupta, tek bagina 40 mM L-arjinin
uygulamasina gore GLP-1 ve PYY dizeylerinde anlamli azalma goriilmiis ve bu
nedenle NCI-H716 hicrelerinde L-arjinin uygulanmasina bagli GLP-1 ve PYY
hormonlarinin salgisinda CaSR’lerin aracilik ediyor olabilecegi diistiniilmiistiir. Yine
GLP-1 duzeyinin NPS 2143 ile azalirken, pozitif allosterik modulator olan R568 ile

artmasi bu hormonun salgisinda CaSR’lerin etkisi olabilecegi fikrini desteklemektedir.
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L-arjinin uygulamasinin hormon salgisint bekledigimiz kadar artirmamasi,
L-arjininin CaSR icin en etkin amino asit olmamasi ile agiklanabilir. L-fenilalanin ve
L-triptofan gibi aromatik amino asitler CaSR’yi uyaran en kuvvetli amino asitlerdir.
Aromatik amino asitlerin hormon salgisi agisindan daha etkili oldugu ayrica CaSR
agonist ve antagonistlerine karsi daha hassas oldugu bilinmektedir (3). Amino asitlerin
aslinda CaSR i¢in agonist olmaktan ¢ok, pozitif allosterik modulator gibi davraniyor
olmasi1 ve kalsiyumsuz ortamda reseptor aktivitesinin bozuluyor olmasi da bir neden
olabilir (146).

Agmatinin yag metabolizmasi ile iliskili oldugu da bilinmektedir. Yiksek yagli
diyetle beslenen siganlarda agmatinin kronik uygulamasi ile viicut agirligi artisinda ve
yag depolarinda azalma oldugu goriilmiistiir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, bu ¢alisma
ayrica uzun siireli agmatin tliketiminin viicut agirh@ ve yaglanma {izerindeki
etkilerinin yag oksidasyonu ve glukoneogenezin diizenlenmesine bagli olabilecegini
gdstermistir (97). Insanlarda PYY'nin periferik infiizyonunun enerji harcamasini ve
yag oksidasyonunu artirdigr bilindiginden, agmatinin bu etkisinde PY'Y hormonunun
rol aliyor olmas1 miimkiindiir (149). Ancak calismamizda NCI-H716 hiicrelerine 20
ve 40 mM konsantrasyonlarinda agmatin uygulandiginda, PYY dzeyinde kontrole
gore anlamli bir artis saptanamamuistir. 20 ve 40 mM agmatin ile NPS 2143’{in birlikte
uygulandigr gruplardaki PYY dizeyinin kontrole goére anlamli sekilde diistik
bulunmas1 agmatin uygulamasina bagli olarak PYY salgisinda CaSR’lerin rolil

olabilecegini diistindliirmiistiir.

Literatiir incelendiginde bizim ¢alismamiz disinda agmatinin GLP-1 ve PYY
salgisina yol a¢ip agmadigini, yol agiyorsa aracilik eden reseptorii arastiran herhangi
bir ¢alismaya rastlanmamustir. Hatta literatirde agmatin ve CaSR arasindaki iliskiyi
arastiran sadece tek bir c¢alisma bulunmustur. Sibirya yer sincaplarinin
kardiyomiyositlerinde agmatinin  hiicre ici Ca™ diizeyi (zerindeki etki
mekanizmasmin arastirildigi bu ¢alismada, agmatinin diisiik dozlarinin (500 uM'ye
kadar) etkili oldugu ve ilk kez agmatin tarafindan Ca*? diizenlenmesi ve
kardiyomiyosit kasilmasinin CaSR modiilasyonuyla gerceklestigi gosterilmistir (115).
Bu ¢alisma diger dokularda da agmatinin CaSR iizerinden etkiler gergeklestirebilecegi
fikrini glindeme getirmektedir. Bizim g¢alismamizda da agmatin-CaSR iliskisinin

arastirilmasi amaciyla agmatin ile birlikte CaSR’nin sirastyla pozitif ve negatif
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allosterik modulatorleri olan R568 ve NPS 2143 kullanilmis ve L-arjinin gibi agmatin
grubunda da NPS 2143 ile birlikte hormon salgisinin azaldigi tespit edilmistir.
Dolayisiyla agmatinin CaSR’ler araciligiyla hormon salgisini gergeklestiriyor olmasi
muhtemeldir. Deneylerimizin sonucunda agmatinin dogrudan hormon salgilatici
etkisini gosterememis olmamiz ya da bazi tutarsiz sonuglar elde etmis olmamiz
agmatin konsantrasyonlarini yliksek tutmus olmamizdan kaynaklaniyor olabilir.
Calismamizda arjinin ve agmatinin GLP-1 ve PYY hormonlarinin salgisina
etkisi incelenirken, bu hormonlarin salgisinda en glcli uyaran oldugu bilinen glukoz,
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Glukoz alimina bagli olarak enteroendokrin L
hlcrelerinden gii¢lii bir sekilde GLP-1 ve PYY salgilandigi bilinmektedir (150-153).
Literatiirle uyumlu sekilde bizim ¢alismamizda da 30 mM glukoz uygulanan gruptaki

GLP-1 ve PYY dizeylerinin diger gruplara nazaran yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Glukozun GLP-1 ve PYY salgisina yol agtig1 ancak bu etkiyi CaSR disinda
baska reseptorler aracilifiyla gerceklestirdigi bilinmektedir. Insan bagirsaginda
yapilan bir ¢alismada, glukozla uyarilmig GLP-1 ve PYY'nin salgisinin, bir tath tat
antagonisti tarafindan azaltildig1 ve bu insanlarda her iki peptitin glukozla uyarilmig
salgisinda bagirsakta ifade edilen tath tat reseptorlerinin gorev aldigi bulunmustur
(152). Ayrica insanlarda glukozun, enterik endokrin hiicrelerdeki tatli tat reseptorii
(TIR2/T1R3) araciligiyla gastrointestinal  tokluk  hormonlarinin  salgisini
tetikleyebildigi gosterilmistir (154).

Caligmamizda L-arjinin ve agmatin uygulamasiyla ortaya cikacak CaSR
aktivitesinin hiicre i¢i sinyal mekanizmalaria yonelik olarak hiicre ici cAMP diizeyi
ve kalsiyum yogunlugu da oOlciilmiistiir. CaSR uyarilmasi ile aktive olan ikinci
mesajcilar ve sinyal yolaklari, CaSR ifade eden dokularin tipine gore degiskenlik
goOstermektedir. L-arjinin uygulamasina bagh olarak hiicrelerde kalsiyum dizeyinde
artig oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. 20 mM L-Arj’nin uygulandigi bir
calismada, CCK ve GIP salgilamast artan hiicre dis1 Ca*? konsantrasyonlarryla énemli
ol¢iide artmistir. Bu ¢alisma, hiicre dis1 Ca*2 konsantrasyonunun L-Avrj ile indiiklenen
CCK ve GIP salgisi igin gerekli oldugunu gostermistir (114). Fare instilinom 6 (MING
hiicre hatt1) hlcrelerine 10 mM L-arjininin uygulandigi baska bir ¢alismada, hem
inositol-1,4,5-trifosfat (IPs) hem de Ca*?nin serbest hiicre igi konsantrasyonlarinda
artisa neden oldugu bulunmustur (155). Insan beta hiicrelerine (EndoC-BH1 hiicre
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hatt1) 20 mM olacak sekilde L-arjininin uygulandig1 baska bir calismada, hiicre ici
kalsiyum konsantrasyonunun arttig1 ancak GLP-1 salgisinin Ca*? artisimin biiyiikliigii
veya zamani ile degismedigi gdsterilmistir (156). Insan bébrek hiicrelerinde (HK-2
hiicre hatt1) yapilan baska bir calismada da, L-arjininin CaSR ile etkileserek Ca*?

sinyallemesini aktive ettigi belirlenmistir (157).

Literatirdeki bilgiler gbz oniine alinarak ¢alismamizda NCI-H716 hiicrelerine
L-arjinin uygulamasinin Ca*? diizeyini degistirip degistirmedigi arastirilmistir. Sonug
olarak 40 mM L-Arj grubunda kalsiyum yogunlugunun yiiksek oldugu ve 40 mM
L-Arj + NPS 2143 grubunda kontrole gore daha diisiik diizeyde oldugu goriilmiistiir.
40 mM L-Arj grubunun NPS 2143 ile kombinasyonuna bagli olarak EAAca+2 degerinin
diisiik ¢ikmasi, enteroendokrin L hicrelerinde CaSR aktivasyonunun kalsiyum

diizeyindeki degisiklikler ile iliskili olabilecegini géstermektedir.

Literatiire bakildiginda agmatinin de hiicre igi Ca*? diizeyini artiric1 yonde etki
ettigi gortlmektedir. Agmatinin, endotel hicrelerinde nitrik oksit (NO) son (riin
olusumunu ve hiicre i¢i Ca*? gegislerini artirdig1 bilinmektedir. NO ve agmatinin,
kiiltiirdeki hiicrelerde ryanodin reseptdr aracili Ca*? salgisin1 uyarmak igin sinerjistik
bir sekilde etki gosterebildigi bulunmustur (158). Kardiyomiyositler tizerinde yapilan
baska bir ¢alismada ise, agmatinin kendiliginden aktif kardiyomiyositlerde hiicre i¢i
Ca*?konsantrasyonu degisikliklerinin dinamiklerini etkiledigi gosterilmistir. Ortalama
hiicre ici Ca*? konsantrasyonu, agmatin dozuna bagli olarak farkli sekillerde degisim
gOstermistir: 1-500 uM arasindaki agmatin dozlarinin hiicre ici Ca*2 konsantrasyonunu
azaltig, 500 pM - 2 mM arasindaki agmatin dozlarinm hiicre ic¢i Ca'
konsantrasyonunu degistirmedigi ve 2 mM'nin Uzerindeki konsantrasyonlarda

agmatinin hiicre ici Ca*2 konsantrasyonunu arttigi gosterilmistir (159).

Agmatinin, o2-adrenerjik veya imidazolin reseptorlerine baglanmasindan
bagimsiz olarak gergeklestirdigi bazi diger etkileri de vardir. Agmatinin, kalp ve sinir
dokusunda hicrelere kalsiyumun girigini azaltmak igin voltaj bagimli kalsiyum
kanallarini inhibe ettigi gosterilmistir (160). Ventrikiiler kardiyomiyositlerde yapilan
baska bir calismada agmatinin, gerilime bagimli Ca*2 girisini engelleyebildigi ve hiicre
ici Ca* seviyelerini azaltabildigi de gosterilmistir (115). Calismamizda 40 mM Agm
uygulanan grupta, 40 mM L-Arj grubunda oldugu gibi diger gruplara kiyasla kalsiyum
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yogunlugunun yiiksek olusu ve NPS 2143 ile kombinasyonu sonrasi kalsiyum
diizeyinin diismesi, L-arjinin ile benzer sekilde agmatin 40 mM grubunun EAAca+
degerinin yiiksek olmas1 ve NPS 2143 ile kombinasyonu sonucu degerin azalip R568
ile birlikte artmasi, agmatinin CaSR’ler araciligiyla kalsiyum diizeyini degistiriyor

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda agmatin ile birlikte CaSR nin pozitif allosterik modiilatorii olan
R568 uygulandiginda CaSR immuinreaktivite siddetinin arttigi gbzlenmistir. Bu
durumda R568’in tek basina CaSR immunreaktivite siddetine etkisi olmadig1 ancak
kalsiyum veya bir bagka agonist varligina bagl olarak reseptoriin aktivitesini artirici
yonde etkileyebildigi sdylenebilir. 20 mM Atrj ile R568’in birlikte uygulandig1 grupta
ise R568 grubunda oldugu gibi CaSR immiinreaktivite siddeti olan hiicre
goriilmemistir. Agmatin uygulanan dozlarla benzer sekilde, 20 mM L-arjinin ile
NPS’nin birlikte uygulandigi grubun, 20 mM L-arjinin grubuna goére daha diisiik

immunreaktivite siddeti oldugu goriilse de istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Kalsiyum duzeyleri ile CaSR immdinreaktivite siddetinin benzer oranlarda
olmadig1 da tespit edilmistir. Bu durum artan kalsiyum konsantrasyonunun CaSR’ler
disinda  bagka reseptOrler ve sinyal yolaklart aracilifiyla olabilecegini
diistindurmektedir. Ayrica ortamda CaSR ’nin esas ligand1 olan kalsiyumun varliginda,
L-arjinin ve agmatin ile NPS 2143 ve R568’in kombinasyonunun uygulanmasi
sonucunda CaSR’lerin immunreaktivite siddetinin daha net bir sekilde goriilebilecegi

ongorulebilir.

Literatiirde CaSR stimiilasyonunun ayni1 zamanda azalmis hiicresel cAMP'ye
yol actig1 gosterilmistir (161). CaSR stimiilasyonunun hem cAMP seviyesini hem de
cAMP bagimli protein kinaz A (PKA) aktivitesini azalttigi bilinmektedir (162).
CaSR'nin, hiicre ici Ca?* konsantrasyonunda artisa yol acan Gg-PI-PLC yolak
aktivasyonuna aracilik ettigi bildirilmis ve birkag hiicre tipinde Gi-cAMP sinyaliyle
cAMP birikiminin inhibisyonuna neden oldugu goriilmistiir (163). CaSR aktivasyonu
ve kalsimimetik R568 uygulamas: ile Ca*™? konsantrasyonunda énemli bir artisin
oldugu, R568 uygulamasinin hicresel cAMP'yi onemli olgiide azalttigi tespit
edilmistir (164). CaSR agonistlerinin insan embriyo bobrek hucrelerinde (HEK293
hiicre hatt1) CAMP birikimini inhibe ettigi de gosterilmistir (165).
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Agmatinin de cCAMP duzeylerini etkiledigi literatiirde gosterilmistir. Siganlara
uzun sdreli agmatin tedavisi uygulanan bir ¢alismada, agmatinin cAMP diizeyini
artirdigi, agmatinin metabolizma Uzerindeki etkilerine CAMP-PKA’nin aracilik
edebildigi ve obezite ile iliskili metabolik ve hormonal bozukluklar1 azaltabildigi
gosterilmistir (166). Bizim c¢alismamizda 40 mM agmatin + NPS 2143 grubunda,
R568, 40 mM agmatin ve 40 mM agmatin + R568 gruplarina kiyasla daha diisiik
cAMP diizeyi oldugu, 20 mM L-arjinin ve kombinasyonlarinin arasinda anlaml fark
olmadig1 ve cAMP diizeyini etkilemedigi ancak 40 mM L-arjinin ile NPS 2143’iin
birlikte uygulandig1 grupta diislis goriilmesine ragmen anlamli bir fark olmadigi
bulunmustur. Literatiirdeki veriler goz oniine alindiginda, cAMP diizeyinin CaSR

disinda bagka reseptorler iizerinden etkilenmis olmasi olasidir.

Calismamizda NCI-H716 hiicrelerine 20 uM olacak sekilde NPS 2143
uygulanmasi sonucu hiicre canliliginin kontrole goére arttig1 tespit edilmistir.
Literatiirde yapilan bazi ¢aligmalarda da benzer sekilde NPS 2143 uygulamasina bagl
olarak hiicrelerde proliferasyonun arttigi gosterilmistir. insan akciger kanseri
hicrelerine (A549 hiicre hatt1) 24 saat boyunca NPS 2143’tiin uygulandigi bir
calismada, hiicre proliferasyonunda degisiklikler gozlemlenmis ve uygulama
yapilmamis gruba kiyasla, tim NPS 2143 uygulamalarinin (0,025, 0,05, 0,1 ve 1 uM)
A549 hiicre biiyiimesini tesvik ettigi gosterilmistir (167). Insan kolon kanseri
hucrelerine (HT29 hiicre hattt) NPS 2143’in uygulandigi bagka bir caligmada,
CaSR’nin ithmal edilebilir diizeyde ifadesi olan durumlarda hiicre ¢ogalmasini artirdigt
ve apoptozu engelledigi gosterilmistir. Bu beklenmedik sonuglar, NPS 2143’{in CaSR
aktivitesini diizenleme disinda ilave etkilerinin oldugunu diisiindiirmektedir. {lging bir
sekilde, 1 uM NPS 2143’iin, HT29 hiicrelerinde CaSR ifadesini hem mRNA hem de
protein duizeyinde artirdig1 gosterilmistir. Fonksiyonel verilerde goriilen etkilerin, NPS
2143’iin yeni sentezlenen CaSR'yi hedeflemesinden kaynaklanip kaynaklanmadigi, ya
da yan etkiler mi (veya her ikisi birden) oldugu net bir sekilde bilinmemektedir (168).
Zhao ve arkadaslari tarafindan yapilan bir bagka ¢aligmada da, CaSR’nin negatif
allosterik modulatori olan NPS 2143'Un AC-V/cCAMP/RAS vyolu aktivasyonu
araciligiyla SHR vaskdler diiz kas hiicrelerinde ¢ogalmayi tesvik ettigi ve apoptozu

engelledigi gosterilmistir (169).



79

Calismamizda hiicrelere uyguladigimiz NPS 2143’iin hiicre canliligin1 artirict
etkisinde DMSO’nun da uyarici etkisi olabilecegi diistiniilmustiir. NPS 2143, literattr
bilgileri 1s138inda DMSO igerisinde ¢6ziinerek hazirlanmistir. DMSO ve hiicre
cogalmas1 ile iliskili yapilan c¢alismalara bakildiginda, DMSO'nun diisiik
konsantrasyonlarinin bazi hiicre tiplerinin ¢ogalmasini uyarabildigi goriilmiistiir.
%0,05-0,2 DMSO’nun uygulandig bir ¢alismada, DMSO’nun RPMI-8226 miyeloma
hiicrelerinin canli hiicre sayilar1 ve hiicre ¢ogalma analizi ile tespit edilen hiicre
blylmesini énemli 6lglde artirdigr gosterilmistir (170). Ayrica DMSO’nun %2'ye
kadar olan konsantrasyonlarinin sitotoksisiteye neden olmadigi da bilinmektedir
(171).
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Hiicre Canlilig1

NCI-H716 hucrelerinin 10, 20, 40, 60 ve 80 mM agmatin ve L-arjinin
konsantrasyonlari ile 2 saatlik inkiibasyonu sonrasi, her ikisinde de 40 mM’lik
konsantrasyonda hiicre canliliginin en fazla oldugu bulundu.

NCI-H716 hucrelerinin 5, 10, 20, 40 ve 80 pM NPS 2143 ve R568
konsantrasyonlari ile 2 saatlik inkiibasyonu sonrasi, her ikisinde de 20 uM’lik
konsantrasyonda hiicre canliliginin en fazla oldugu bulundu.

NCI-H716 hiicrelerine agmatin uygulamasi kontrole gore hiicre canliliginda
azalmaya yol agti.

NCI-H716 hicrelerine L-arjinin uygulamasi hiicre canliligini artirdi; en

belirgin artis 40 mM L-arjinin uygulanan grupta goruldi.

Hormon Diizeyleri

NCI-H716 htcrelerine 20 mM ve 40 mM agmatin ve L-arjinin uygulamalari
GLP-1 ve PYY hormonlarinin salgisinda belirgin bir artisa yol agmadi.
Agmatin ve L-arjininin CaSR’nin negatif allosterik modiilatori olan NPS 2143

ile birlikte uygulanmas1 GLP-1 ve PY'Y salgisinda azalmaya yol acti.

Ikinci Mesajcilar

NCI-H716 hiicrelerinde GLP-1 ve PYY salgisinda hiicre igi ikinci mesajcilari
belirlemeye yonelik calismalarin sonucunda 40 mM agmatin + NPS 2143
grubunda cAMP seviyesinde diisiis, 40 mM agmatin + R568 grubunda ise
CAMP seviyesinde artis goriildii.

40 mM L-arjinin ile hiicre ici kalsiyum yogunlugunun arttig1 ve NPS 2143 ile
birlikte uygulandiginda da azaldigi bulundu.

CaSR immunreaktivite siddeti degerlendirildiginde ise gruplar arasinda fark

bulunamad:.
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ONERILER

e Deneylerin CaSR’nin esas ligand1 olan kalsiyumun varhiginda tekrar edilmesi
ile L-arjinin ve agmatinin GLP-1 ve PYY salgisindaki rolleri (agonist veya

allosterik modiilator olarak) netlestirilebilir.

e NCI-H716 hucrelerinin L-arjinin ve agmatin ile daha uzun streler inkibe
edilmesiyle ya da daha disiik/yiiksek konsantrasyonlarin denenmesiyle
GLP-1 ve PYY hormonlarmin salgisindaki degisiklikler daha dogru

degerlendirilebilir.

e GLP-1 ve PYY salgisindaki degisikliklerin zaman igerisindeki seyrinin
incelenmesiyle (6rnegin 30 dk. ara ile) NCI-H716 hiicrelerinden hormon

salgisina yonelik dinamikler daha dogru olarak belirlenebilir.

Sonug olarak, insan enteroendokrin L-hiicre hatt1 olan NCI-H716 hicrelerinde
L-arjinin ve agmatinin bu ¢calismada denenen dozlar1 belirgin bir hormon salgisina yol
acmazken, NPS 2143 uygulamasina bagli olarak hem hormon hem de cAMP/kalsiyum
diizeylerinde degisiklikler meydana geliyor olmasi GLP-1 ve PYY salgisinda
CaSR’lerin rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu fikri destekleyecek daha detayli

caligmalara ihtiyag vardir.
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