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OZET

Calisma 10 haftalik 60 adet yumurtaci tavukta gergeklestirildi. Deneme grubunu
olusturan 30 adet tavuga giin asir1 subkutan yolla 75 pg/kg dozda amylin enjekte edildi. Geri
kalanlar kontrol grubunu olusturdu. 14, 16, 18 ve 20. haftalarda 5’1 kontrol ve 5’1 deneme
grubundan olmak iizere 10’ar hayvan kesilerek kanlar1 alindi. Serum kalsiyum ve fosfor
konsantrasyonlar spektrofotometre ile, plazma amylin, PTHrP (parathyroid hormone related
peptid), kalsitonin, 1,25 (OH), vitamin D (1,25 dihidroksikolekalsiferol), serum osteokalsin
konsantrasyonlart ELISA ile 6l¢iildii. Tibiotarsusun kortikal kalinlig1, agirligi, uzunlugu ve
total hacmi hesaplandi. Kemik kalsiyum o6lctimleri spektrofotometrik yontemle yapildi. 40
hayvan kesildikten sonra deneme ve kontrol grubundan kalan 10’ar hayvan amylin
enjeksiyonu yapilmadan 35. haftaya kadar beslendi. Bu siirecte elde edilen yumurtalarda
kabuk kalinlig1 ve yumurta agirliklarn 6l¢iildii, yumurta sayis1 belirlendi. 35. hafta sonunda bu
hayvanlar da kesilerek serum ve kemik parametreleri degerlendirildi.

Serum kalsiyum konsantrasyonlari 14 (p<0.05), 16, 18 ve 20. (p<0.01) haftalarda deneme
gruplarinda kontrollerden daha diisiiktii. Kalsitonin konsantrasyonlar1 18 ve 20. haftalarda
deneme gruplarinda kontrollerden yiiksekti (p<0.05). Plazma amylin, PTHrP, osteokalsin ve
1,25 (OH), vitamin D konsantrasyonlarinda istatistiki acidan 6énemli bir fark bulunmamakla
birlikte deneme gruplarinda kontrollere gore daha yiiksek degerler gozlendi. Kemik kalsiyum
diizeyleri 14, 16 ve 18. haftalarda (p<0.05) ve 20. haftada (p<0.01) deneme gruplarinda
kontrollerden yiiksek bulundu. Tibiotarsusun kortikal kalinlig1 16 (p<0.05), 18 ve 20.
(p<0.01) haftalarda deneme gruplarinda kontrollerden daha yiiksekti, agirligi, uzunlugu ve
total hacminde ise onemli bir fark belirlenmedi.

35. haftada yapilan incelemelerde tibiotarsusun kortikal kalinlig1 (p<0.05) disindaki
parametrelerde 6nemli bir fark bulunmadi. 20. haftadan 35. haftaya kadar bakilan tavuklarda
yumurta agirligi deneme grubunda kontrol grubundan yiiksek bulunmakla birlikte istatistiki
acidan onemli degildi. Deneme grubunda yumurta kabuk kalinliklar1 kontrol grubuna gére
daha yiiksek bulundu (p<0.05). Bu siirecte hayvan basina diisen giinliikk yumurta sayisi
deneme grubunda (0.85) kontrol grubuna (0.82) gore daha fazlaydi.

Sonug olarak ¢alismada amylin uygulanan grupta incelenen parametrelerdeki olumlu
degisiklikler amylinin yumurtaci tavuklarda kemik gelisimini uyarici yonde etki gosterdigini
ortaya koymus ve verim kalitesiyle siiresini artiracaginm diistindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Amylin; yumurtaci tavuk; kemik; kalsiyum
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SUMMARY

The effects of amylin on calcium metabolism and bone development in laying hens

The study was performed in 60 laying hens with 10 weeks old age. Thirty hens
constituting treatment group were subcutaneously injected amylin at 75 pg/kg dose every
other day. The remaining hens were used as control. Five animals from treatment and
control groups were slaughtered at 14, 16, 18 and 20™ weeks of age and blood samples
were collected from all slaughtered animals. Serum calcium and phosphorus
concentrations were measured by a spectrophotometer, while plasma amylin, PTHrP
(parathyroid hormone related peptid), calcitonin, 1,25 (OH), vitamin D (1,25
dihydroxycholecalciferol) and serum osteocalcin concentrations were determined by
ELISA. Cortical width, weight, length and total volume of tibiotarsus were determined.
After slaughtering 40 hens, remaining 10 hens from treatment and control groups were fed
until 35" week without any amylin injection. Shell thickness and weights of eggs obtained
during this period were measured and numbers of eggs were determined. All hens at the
end of the 35" week were slaughtered and then parameters of serum and bone were
evaluated.

Serum calcium concentrations were lower in treatment groups than in control groups
at 14 (p<0.05), 16, 18 and 20™ (p<0.01) weeks of ages. Calcitonin concentrations were
significantly higher in treatment groups than in control groups at 18 and 20" weeks
(p<0.05). Though statistically insignificant, values of plasma amylin, PTHrP, osteocalcin
and 1,25 (OH), vitamin D were observed higher in treatment groups than in control groups.
Bone calcium levels were higher in treatment groups than in control groups at 14, 16 and
18"™ weeks (p<0.05) and 20™ (p<0.01) week. While cortical widths of tibiotarsuses were
higher in treatment groups than in control groups at 16 (p<0.05), 18 and 20" (p<0.01)
weeks of ages, no significant differences were observed in weights, lengths and total
volumes of tibiotarsuses between treatment and control groups.

No significant difference was observed at 35" week except cortical width of
tibiotarsus (p<0.05). Egg weights of hens fed from the 20" through 35" week of age were
higher in treatment group than control group, albeit with no statistical significance.

Eggshell thickness was found thicker in treatment group than in control group (p<0.05).

I



During this period mean egg numbers per animal per a day was higher in treatment group
(0.85) than in control group (0.82).

As a result it might be concluded that, based on observed positive effects of amylin on
parametes measured, amylin stimulates the bone development positively and may increase

the quality and sustainability of yield in laying hens.

Key words: Amylin; laying hen; bone; calcium
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GIRiS

Amylin molekiil agirligi 4 kDA olan, 37 aminoasitten olusmus, dogal polipeptid
yapida noroendokrin bir hormondur (1-3). IAPP (Islet amyloid polypeptide) olarak da
bilinen amylin insiilinle birlikte pankreasin f hiicrelerinde sentezlenir ve depo edilir. Gida
alimindan sonra yine insiilinle birlikte buradan salgilanir (4, 5). Cok az miktarlarda
akciger, mide bagirsak kanali ve hipotalamustan da salgilanir. Bagirsakta pankreastan % 1
daha az oranda bulunur. Ancak tavuklarda amylin salinimi pankreasa gore bagirsakta ve
beyinde daha fazla olmaktadir. Insiilinoma, osteoblastoma, pankreatik tiimorler gibi
tiimorlerden de amylin salinimi olabilir. Buna ek olarak midede antrum ve fundus
bolgelerinde somatostatinle birlikte lokalize olmaktadir ve burada amylin icin spesifik
baglanma yerleri bulunmaktadir. Bu bilgilere dayanarak amylinin gastrik fonksiyonlarda
otokrin veya parakrin hormon olarak rol aldig1, ayrica gastrik asit sekresyonunu da inhibe
edici 6zelligi nedeniyle gastrik iilserlerin tedavisinde kullanilabilecegi belirtilmistir (6, 7).

Amylin i¢in 6zellikle beynin belirgin bolgelerinde yiiksek affiniteli baglanma yerleri
bulunmaktadir. Bu bolgeler area postrema, nucleus accumbens ve dorsal raphe
bolgeleridir. Area postrema, dorsal vagal kompleksin bir pargasidir ve 5 6nemli beyin
bolgesinden biridir ve amylinin glukoregulator etkisinin olusumunda kritik 6neme sahiptir
(8,9). Bu bolgelerdeki reseptorler araciligi ile glukoz homeostazisinin saglanmasinda yeni
bir pankreatik ada hormonu olarak 6nemli role sahiptir (10). Gida alim1 sonras1 glukagon
konsantrasyonunu baskilayarak karacigerden kana glukoz akisini hafifletir (11). Gida
alimi sonrasi insiilinle birlikte dolasimdan ¢ikan glukoz oranim yiikseltip, dolasima giren
glukoz oranini azaltarak plazma glukozunu kontrol eder (9).

Beyinden baska; kemik yapisinda, osteoblast ve osteoklastlarin yiizeyinde ve bobrek
korteksinde amylin reseptorleri bulunmaktadir. Bu bolgelerdeki reseptorler araciligiyla
kemikler iizerinde 6nemli etkiler olusturur. Amylin, kalsitonin ailesinin bir iiyesi oldugu
icin yapisal olarak CGRP (calcitonin-gene related peptide) adrenomediillin ve kalsitonine
benzemektedir. 37 aminoasitlik olgun formdaki amylin peptidinin 2. ve 7. pozisyondaki
sistin aminoasitleri arasinda bir disiilfit bag1 vardir. Bu disiilfit bagi amylinin kemikler
tizerindeki etkilerinin meydana gelmesinde rol oynar (3). Amylin molekiiliiniin
indirgenmesi bu disiilfit baginin bozulmasina neden olur. Bu nedenle indirgenmis amylin

molekiilii kemikler iizerinde 6nemli bir etki olusturmaz (10).



Amylin, kalsitonin gen ailesinden olan kalsitonin ve CGRP ile yapisal olarak
benzedigi i¢in viicutta olusturdugu etkiler de bu peptidlerinki ile benzerdir. Amylin ve
CGRP in vivo olarak kalsitonin benzeri bir hipokalsemik aktiviteye sahiptir. insan amylini
ve CGRP, 1,25 (OH), vitamin D (1,25 dihidroksikolekalsiferol)’nin neden oldugu kemik
rezorpsiyonunu inhibe eder. Osteoblast proliferasyonunu artirirken, osteoklast
proliferasyonunu da inhibe eder (12). Cornish ve arkadaslar (13) erkek farelere amylin
(1-8) oktapeptidinin sistemik olarak ilavesinin kemik hacmini artirdigini belirtmisler, buna
dayanarak amylin ve analoglarinin osteoporozisin tedavisinde uygulanabilecegini
bildirmiglerdir. Yine Cornish ve arkadaslar1 (14) erkek farelere amylinin sistemik olarak
ilavesinin total kemik hacmini, kortikal kalinlig, tibial uzunlugu ve viicut agirligini
artirdigini vurgulamiglardir. Bir bagka ¢alismada fotal rat osteoblastlarinda tam bir amylin
molekiiliiniin (1-37), amylinin (1-8)’lik fragmentinin hiicre proliferasyonunu uyardigi,
amylinin (8-37)’lik fragmenti, amid grubu olmayan amylin, indirgenmis amylin ve
indirgenmis (1-8)’lik amylin fragmentinin ise herhangi bir etki gostermedigi
vurgulanmistir (15). Bronsky ve arkadaslari (3) insanlar iizerinde yaptiklar1 ¢calismada
osteoporozisli hastalarda amylinin aglik plazma diizeylerinin diisiik oldugunu ve amylin
eksikliginin osteoporozisin olusumunda katkisinin olabilecegini 6ne stirmiiglerdir.

Yumurtaci tavuk yetistiriciliginde kalsiyum metabolizmasi ve kemik gelisimi 6zel bir
oneme sahiptir. Midede hidroklorik asidin etkisiyle kalsiyum iyonlar1 haline gecen
kalsiyum bagirsaklara gecer ve orada serbest yag asitleriyle birleserek kalsiyum sabunlar
seklinde emilir. Bu sekilde kandan emilen kalsiyum ile metabolizma olaylar1 neticesinde
olusan karbondioksitin su ile tepkimeye girmesi sonucu meydana gelen bikarbonat iyonlar
birleserek kalsiyum karbonattan olusan yumurta kabugunu olustururlar (16). Tavuk,
yumurtladigl her yumurta ile beraber 2 gramdan fazla kalsiyumu viicudundan kaybeder.
Uterusta gerceklesen kabuk sentezi i¢in gerekli olan kalsiyumun 6nemli bir kism1 yemdeki
kalsiyum kaynaklarindan gelirken % 30 kadar da kemiklerden rezorbe edilir. Hayvanlarin
seksiiel olgunluga ulastiklar1 donem ile ilk yumurtanin alindig1 dénem arasindaki devre
kemik gelisimi a¢isindan en hizli ve son derece 6nemli bir zamandir (17, 18).

Bu calismada yeni bir hormon olan ve yumurtaci tavuklarda heniiz ¢calisilmamis olan
amylinin, iyi bir kemik olusumunun 6nemli oldugu yumurtaci tavuklara uygulanmasiyla
kemik gelisimi, kalsiyum metabolizmas1 ve yumurta ile ilgili baz1 parametreler lizerine

etkilerinin incelenmesi amaglandi.



GENEL BiLGILER

1987 yilinda tam olarak tanimlanan amylin esas olarak pankreasin f hiicreleri
tarafindan sentezlenen peptid yapida bir hormondur. Amylinin kesfinden 6nce yapilan
calismalarda diyabetli hastalarin Langerhans adaciklarinda homojen cam goriiniimlii bir
hiyalinin varlig1 kesfedilmistir (19). Karakteristik boyanma 6zellikleri olan ekstraselliiler
protein yapili bu hiyalin maddesi diyabeti olan hastalarin pankreasinda amiloid olarak
isimlendirilmistir (20). Amiloid molekiiliiniin 6zelliklerini tanimlamak i¢in yapilan
denemeler diisiik konsantrasyonu ve suda erimemesi gibi 6zelliklerinden dolay1 bosa
cikmigtir. Yapilan bazi calismalarda insiilin ya da insiilin fragmentleri igeren adacik
amiloidlerinin i¢inde baz1 maddelerin varligi ileri siiriilmiistiir. Ancak bunlarin ne oldugu
ve yapisi ile ilgili herhangi bir a¢iklama yapilamamistir (21, 22).

Insiilinomali dokulardan elde edilen amiloidler ile ilgili ¢alisan Westermark ve
arkadaslar (23) Kasim 1986°da IAPP olarak isimlendirdikleri kismi bir yapinin varligin
ortaya koymuslardir.

Cooper ve arkadaglar1 (24) 1987°de tip 2 diyabetli hastalarin pankreasinda amiloid
iceren yapilardan ekstrakte edilen 37 aminoasitli bir peptidin tam yapisin tanimlamislardir.
1988°de Cooper baska bir grup arastirmaci ile birlikte (25) 37 aminoasitlik bu peptidin
saglikli bireylerde bulunan bir hormon olabilecegini ileri siirmiistiir. Cooper’1n ilk
tanimlamasinda diyabet iliskili peptid olarak adlandirdigi bu peptid histolojik orijinini
(amiloid) yansitmak amaciyla bu calismada Cooper tarafindan amylin olarak
degistirilmistir. Calismada sulu soliisyonlarda oksidasyon ile disiilfit baginin sekillenmesi
saglanmis ve liyofilizasyon ile geri kazandirilarak solid faz teknikleriyle amylin biitiin
halinde sentezlenmistir.

Westermark ve arkadaslar (26) daha sonraki yayinlarinda ilk bulduklarina gére daha
kompleks olan tam yapiy1 ortaya koymuslar ve daha 6nceden yaptiklar: IAP
isimlendirmesini IAPP olarak degistirmislerdir. Bugiinkii literatiirlerde ise sadece amylin
ve IAPP terimleri kullanilmaktadir (7, 27).

Sanke ve arkadaslar1 (28) IAPP’nin proteolitik yontemlerle 89 aminoasitli bir
prekiirsdrden koken aldigini ortaya koymuslardir. Sonugta olugan 37 aminoasitli peptid,
amino ve karboksil uclarindan lys-arg ve gly-lys-arg ile desteklenmistir. Bu amiloid peptid
proinsiilin ve diger adacik prohormonlarina benzer proteolitik yontemlerle meydana

getirilmistir. Ayrica bu peptidler karboksi uclarindan amidlenmislerdir.



Mosselman ve arkadaslar1 (29) 1988 yilinda insan IAPP genini izole etmislerdir.
1989°da yaklasik 5 kb ve prekiirsoriin amino ucunda ard arda oldugu varsayilan bir sinyal
dizisi ile sentezlenen bir protein olan 89 aminoasitli prepro IAPP’yi kodlayan 2 tane ekson
bulmuslardir (30). 1989 yilinda Robert ve arkadaslar1 (31) bu peptidin proamylin olarak
isimlendirilen prokiirsor peptid olarak sentezlendigini ortaya koymuslardir. Amylin ve
CGRP icin gen yapisi ¢ok fazla benzerlik gostermektedir. Ozellikle intramolekiiler disiilfit
bagi igeren ilk bes kodlanma bolgesi ve CGRP gibi karboksi terminalinde glisin kodonlart
iceren ilk iic kodlanma bolgesi amidlenmistir. Disiilfit kopriisii ve amidlenme olan ya da
olmadan sentezlenen amylinin biyolojik aktivitesi iizerinde yapilan caligmalarda Roberts
ve arkadaslar1 (31) tam biyolojik aktivite icin gerekli olan 6zellikleri gdstermisler ve
molekiildeki bu bolgelerin fonksiyonel 6nemini dogrulamislardir.

Johnson ve arkadaglar (32) 1989 yilinda adacik amiloid ve diyabetes mellitus
arasindaki iliskiyi kesfetmisler ve buna gore adacik amiloid depolar ve diabetogenezis
arasinda iliski oldugunu ortaya koymuslardir. TAPP molekiiliiniin 20 ve 29. pozisyonlar
arasindaki bolgesi insan, kedi ve rakun gibi bazi tiirlerde amiloidojeniktir (amiloid
sekillenmesinden sorumludur). TAPP’nin artan B hiicre tiretimi amiloid depolarini
etkileyebilir ve periferal dokularda insiilinin roliine kars1 koyarak insiilin rezistansina
neden olabilir. Amiloid sekillendirmek i¢cin IAPP’nin polimerizasyonu, adacik hiicrelerini
hasara ugratarak ve glukozun gegcisini bozarak tip 2 diyabetes mellitusun gelisimine
katkida bulunabilmektedir.

Westermark ve arkadaslar (33) 1990 yilinda ala-ile-leu-ser-ser yapisini ve insan
IAPP’sinde 25-29. aminoasitler arasina denk gelen bolgenin kuvvetli bir sekilde
amiloidojenik oldugunu gostermislerdir. 28. pozisyondaki serin prolin substitiisyonu bazi
rodentlerde normal olarak meydana gelmektedir, bu nedenle IAPP kaynakli amiloid

olusmamaktadir. Amiloid fibrilleri sekillenmesini de tamamen inhibe etmektedir.

Amylinin Yapisi

Amylin kromozom 12 de gen ekspresyonu ile iiretilmektedir. Ilk olarak 89
aminoasitli preproamylin olarak kopya edilmekte, sonra 67 aminoasitli proamyline
doniismektedir. Bu daha sonra pankreasin f hiicrelerinde prohormon konvertaz 2 ve 3

enzimleri ile olgun forma ¢evrilip, insiilin ve C peptid ile ayn1 graniillerde depolanmaktadir



(6). Olgun formdaki bu amylin peptidi, 37 aminoasitten (H-Lys-Cys-Asn-Thr-Ala-Thr-
Cys-Ala-Thr-Gln-Arg-Leu-Ala-Asn-Phe-Leu-Val-His-Ser-Ser-Asn-Asn-Phe-Gly-Ala-Ile-
Leu-Ser-Ser-Thr-Asn-Val-Gly-Ser-Asn-Thr-Tyr-NH,) olusmaktadir (Sekil-1). Bunlardan
2. ve 7. pozisyondaki sistin aminoasitleri arasinda bir disiilfit bagi bulunmaktadir. Bu
disiilfit bagi amylinin kemikler iizerindeki 6nemli etkilerinin meydana gelmesinde rol
oynar ve osteoblast proliferasyonunun uyarilmasi bakimindan da énemlidir (3). Amylin
molekiiliiniin indirgenmesi bu disiilfit baginin bozulmasina neden olmaktadir. Amylin
molekiiliinde peptidin karboksi ucunda amid molekiilii baglhidir. Amid molekiilii olmayan
amylin, amylin asit olarak adlandirilmaktadir. Insanlarda 25, 28, 29. pozisyondaki
aminoasitlerin yerine 3 prolin eklenerek insan amylin analogu olan pramlintid iiretilmistir.
20. ve 29. aminoasitler arasindaki bolge ise insan ve kedilerde amiloid sekillenmesinden

sorumludur (8).

Sekil-1 Amylin molekiiliiniin yapisi

Amylin, kalsitonin ailesinin bir iiyesi oldugu i¢in yapisal olarak CGRP (% 43-49),
adrenomediillin (% 20) ve kalsitonine (% 13) benzemektedir (34). Insan ve diger memeli
tiirleri arasinda amylin % 85-90 homoloji gosterirken, insan ve tavuk amylini arasinda ise

bu oran % 76-82 arasindadir (7).

Amylinin Salgilanmasi ve Kontrolii

Amylin biyosentezinin gerceklestigi baslica yer pankreasin f hiicreleri olmasina

ragmen kiiciik miktarlarda akciger, mide bagirsak kanali ve hipotalamustan da



salgilanmaktadir. Ayrica insiilinoma, osteoblastoma ve pankreatik tiimorlerden de
salgilandig1 gozlenmistir (6). Tavuklarda ise memelilerdekinin aksine beyin ve bagirsakta
pankreastan 10 kat daha yiiksek diizeylerde iiretilmektedir (7).

Insanlarda tip 1 ve tip 2 diyabetes mellitusun son safhalarinda insiilin ve amylin
eksikligi ortaya ¢ikmaktadir. Amylin eksikliginin siddetinin insiilin eksikliginin siddeti ile
orantil oldugu goriilmektedir. Amylin ve insiilin salgilanmasindaki eksikligin bu uyumu
diyabetin gelisimi ile birlikte incelenmistir. Amylin bobreklerde proteolitik bir indirgenme
ile temizlenmektedir. Amylinin yar1 omrii ratlarda 13 dakika ve insanlarda pramlintide
icin 20-45 dakikadir (35).

Amylin molekiiliiniin koken aldig1 amiloid materyalin kaynag1 pankreatik adaciklar
olarak belirlendiginden beri (24) yapilan diger calismalarda da bu bolgelere odaklanilmigtir
(36). Adaciklarin icerdigi immiinreaktivitenin dagilimi insiilininki ile uyusmaktadir.
Dagilimin bu uygunlugu sadece f hiicrelerinde degil, ayn1 zamanda [ hiicre sekretor
graniillerinde de gozlenmistir (37, 38).

Rat, fare ve insanda amylin immiinreaktivitesi bagirsakta bazi bolgelerde, 6zellikle
pilorik antrumun belirli bolgelerinde de tanimlanmistir. Amylinin mRNA’s1 da benzer bir
dagilim gostermektedir. Immiinreaktivite midede daha az gozlenmekte ve seyrek olarak
duodenumdan kolona yayilmaktadir (39). Filogenetik bir ¢calismada balik harig biitiin
vertebrali tiirlerin duodenum ve midesinde amylin immiinreaktivitesi saptanmistir (40).
Midede amylinin varligi insiilin ile iligkili degildir (41). Fakat rat ve insanda G (gastrin)
hiicreleri ile benzemektedir. Somatostatin, peptid Y'Y, serotonin ve kromograninler gibi
diger cesitli ndyropeptidlerle de iligkili bulunmustur (39, 40, 42, 43).

Amylin immiinreaktivitesi dorsal ndyronlarda, trigeminal gangliyonda, jugular nodos
ve dorsal kok gangliyonlarindaki kiiciik ve orta biiyiikliikteki sinir hiicresi cisimcikleri
popiilasyonunda tanimlanmistir. Burada adenilat siklaz1 aktive eden polipeptid, substans
P, CGRP iceren iplik¢iklerle birlikte yerlesmistir. Uyarilar alan periferal dokularda da
daha az miktarda bulunmaktadir (44). Spesifik amylin immiinreaktivitesi ayrica amigdala
(45) ve diger merkezi beyin bolgelerinde de bulunmaktadir (46). Amylin ayrica
osteoblastlar tarafindan da tiretilmekte ve kemiklerde lokal faktor olarak rol oynamaktadir
(47).

Insan ve hayvanlarda amylin ve insiilin salgilanmasinin seyrindeki uyum ile ilgili
yapilan ¢alismalar, birlikte salgilandiklarinin bir delili olmustur (5, 48, 49). Yapilan iki
calisma amylin ve insiilin genlerinin paralel regiilasyonunu ortaya koymaktadir (50, 51).

Amylin ve insiilin pankreatik B hiicrelerinde birlikte lokalize olmuslardir ve buradan



birlikte salgilanmaktadirlar. Insiilin salgilanmasim diizenleyen faktorler amylin
salgilanmasinin zorunlu olarak ayarlanmasina neden olmaktadir. Bu salgilanma glukoz,
arjinin ve karbakol tarafindan uyarilirken somatostatin tarafindan inhibe edilmektedir

(5, 52). Amylin ve insiilinin plazma konsantrasyon profilinde dnemli bir benzerlik
bulunmaktadir. Baz1 ¢aligmalarda arastirmacilardan bir kismi salgilanan insiilin ve
amylinin molar oraninda bir tutarsizlik oldugunu belirtirken, diger arastirmacilar ise
amylin/insiilin oraninda fark bulunmadigini ve bu tutarsizligin klerens yerlerindeki ya da
oranlarindaki farkliliktan kaynaklanabilecegini savunmaktadirlar. Insiilinin klerens oran1
amylininkinden daha hizlidir ve insiilin i¢in baslica karacigerde meydana gelirken amylin

icin bobreklerde meydana gelir (53-55).

Amylin Reseptorleri

Amylin i¢in 6zellikle beynin belirgin bolgelerinde yiiksek affiniteli baglanma yerleri
bulunmaktadir. Bunlar area postrema, nucleus accumbens ve dorsal raphe bolgeleridir.
Kan-beyin bariyerinden yoksun olan area postrema, dorsal vagal kompleksin bir parcasidir
ve bes onemli beyin bolgesinden biridir. Bu bolge amylinin glukoregulator etkisinde kritik
oneme sahiptir (56, 57). Beyinden baska kemik yapisinda, osteoblast ve osteoklastlarin
yiizeyinde ve bobrekte, 6zellikle de bobrek korteksinde amylin reseptorleri bulunmaktadir
(58).

En biiyiik ve ilk tanimlanan amylin baglanma bolgesi nucleus accumbenstedir. Yogun
amylin baglanmas1 subfornical organ, organum vasculosum lateralis terminalis ve area
postremayi1 kapsayan sirkiimventrikiiler organlarda mevcuttur. Bu yapilarda diffiizyonel
(kan-beyin) bariyer yoktur, bu nedenle dolagimdaki B hiicre kaynakli amyline karsilik
verebilmektedirler. Bazi periferal dokularda amylin duyarlilig ile ilgili farmakolojik
delillere ragmen beynin digindaki se¢ici amylin baglanmasi sadece bobrek korteksinde
incelenmistir (57, 58).

Amylin reseptorleri ile iliskili olan bolgelerin dagilimi ilk olarak Sexton ve arkadaslari
(59) tarafindan 1988’de ortaya koyulmustur. Bu bolgeler ilk olarak C3 baglanma bolgeleri
olarak adlandirilmiglar ve ayn1 zamanda sCT (salmon calcitonin) ve CGRP’ye de yiiksek
affiniteleri oldugu icin kalsitonin baglanma bdolgeleri olarak tanimlanmiglardir. Fakat

amylin daha sonralan kesfedildigi i¢in yazarlar C3 bolgelerinin ayrica yiiksek affinite ile



amyline baglandiginin farkina varamamislardir. Bu bolgelerin amylin reseptorlerini
icerdiginin kesfi 1990 yi1linda Beaumont ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir ve 1993
yilinda aciklanmistir (57).

Beyinde yiiksek affiniteli amylin baglanma yerleri tanimlanmistir. Rat beyninde en
yiiksek baglanma yogunlugundaki bolgeler otoradyografik calismalarla belirlenmistir (56,
57). Bu bolgeler nucleus accumbens ve fundus striati, area postrema, subfornical organ,
lamina terminalisin vascular organ ve locus coeruleustur (60). Amylin reseptorlerinin
dagilimi area postrema, tractus solitariusun nucleusu, locus coeruleus ve dorsal raphe
bolgelerinde daha yiiksek yogunluktadir (61).

Amylin reseptorlerinin molekiiler olarak tanimlanmasina onciiliikk eden gecitler
karisiktir. Bunlarin tanimlanmasindan once bazi ¢alismalar amylin reseptorleri ve
kalsitonin gen iiriinii arasinda bir iliski oldugunu ortaya koymustur. MCF-7 (Human breast
adenocarcinoma cell line) hiicrelerinde amylin i¢in yiiksek affiniteli baglanma yerleri
bulunmustur. MCEF-7 hiicrelerinde kalsitonin reseptor geninin iki izoformu tanimlanmistir.
Hiicre sinirlarinda bu kalsitonin reseptor izoformlarindan birinin ekspresyonu yiiksek
affiniteli kiiciik bir amylin baglanma yeri kadar tipik bir kalsitonin reseptoril yaratmigtir
(62).

Yiiksek affiniteli amylin baglanma yeri ayrica fare tirotrop hiicrelerinde de
tanimlanmistir. MCF-7 hiicreleri gibi bu tirotrop hiicreler de kalsitonin reseptor geninin en
az iki izoformunu eksprese etmisler, yiiksek affiniteli amylin bolgeleri olusturmuglar ve
tipik kalsitonin reseptorlerini kapsamislardir. Fakat amylin reseptorleri tirotrop
hiicrelerindeki baslica kalsitonin reseptorlerinden biyokimyasal olarak farkliliklar
gostermektedirler (63).

Amylin tizerine de etki yapan kalsitonin reseptorlerinin birka¢ formu ortaya
koyulmustur. Bunlardan bir tanesi insan MCF-7 hiicrelerinde bulunan kalsitonin
reseptoriiniin degisik bir cesididir (64). Ek olarak aminoasit yapisi kalsitonin reseptorii ile
% 55 ayni olan CRLR (calcitonin receptor-like receptor) tanimlanmistir (65).

CGRP ve adrenomediillin reseptorlerinin ekspresyonu i¢in aksessor protein ailesi olan
RAMP’lere (receptor activity modifying protein) gerek vardir. RAMP’ler CRLR’lerin
tasinmast i¢in gerekmektedirler (66). Ug tane belirgin RAMP tanimlanmustir. Bunlardan
RAMP1 ve RAMP2’nin CRLR geni ile birlikte sentezlenmesi farkli farmakolojik etkilerin
olusumuna yol agmaktadir. RAMP1’in CRLR geni ile birlikte salgilanmas1t CGRP
reseptoriiniin farmakolojik etkilerine benzer bir reseptor kompleksinin olusumu ile

sonuclanmaktadir. RAMP2’ nin CRLR geni ile birlikte sentezlenmesi ise



adrenomediillinin farmakolojik etkilerine benzer bir reseptor olusumuyla
sonuclanmaktadir. Boylece tek bir gen iiriinii (CRLR), RAMP aksessor proteinleri ile
iliskili olarak ya CGRP ya da adrenomediillin reseptoriine cevrilmektedir. Ilging olarak
RAMP3 ayrica kalsitonin reseptorii ile iliskiye girerek farkli farmakolojik etkiye sahip olan
diger bir amylin reseptoriinii iiretmektedir. Bu reseptor amylin ve sCT’ye esit sekilde
duyarliyken CGRP’ye duyarli degildir ve reseptdr memeli kalsitoninine CTR (calcitonin
receptor)+RAMP1 yapisindan daha az duyarlidir (67). RAMP2, hCTRy; (ayrica hCT,
olarak da bilinir) ile iligkili olarak bir amylin reseptor subtipi olusturmaz fakat hCTRy,
+kalsitonin reseptor varyanti ile iliskili oldugunda olusturabilir (68).

Muff ve arkadaslar1 (69) RAMP1’in kalsitonin reseptorii ile uzun siire birlikte
salgilanmasinin nucleus accumbensteki amylin baglanma bolgesine benzer farmakolojik
etki ile bir reseptor kompleksi olusumu ile sonuglandigini ortaya koymuslardir. RAMP1
ile kalsitonin reseptorlerinin birlikte salgilanmasi transfektanlarda amylin baglanmasini
artirmaktadir. RAMP1, amylin ve CGRP icin eksprese edilen reseptorlerin duyarliliini
artirirken memeli kalsitoninine duyarliligimi diisiirmektedir. Bu islemi kalsitonin
reseptorlerini amylin reseptorlerine doniistiirerek gerceklestirmektedir. Bu nedenle amylin
reseptori kalsitonin reseptOriiniin bir veya daha fazla RAMP ile etkilesimi sonucu da
olusabilmektedir (67, 69).

Yiiksek CGRP affiniteli amylin reseptorii, CTR+RAMP1 yapisi nucleus accumbens ve
amigdalada bulunan baglanma yerlerinin farmakolojik etkileri ile uyusuyor gibi
goriinmektedir (67). Bu bolgelerde RAMP1 mRNA’sinin fazla bulunmasi nucleus
accumbenste amylin reseptoriiniin predominant subtipinin CTR+RAMP1 oldugunu
diisiindiirmektedir (70). CTR+RAMP3 formu daha diisiik CGRP affinitesi ile dorsomedial
ve arcuate hipotalamic nucleusta bulunan amylin baglanma yerleri ile iliskili
goriinmektedir (67).

Kalsitonin reseptoriiniin baslica 2 formu bulunmaktadir. Bunlardan amylin icin
onemli olan birinci formu Goldring ve arkadaslar1 (71) tarafindan tammmlanmistir ve T47D
akciger karsinomasindaki kalsitonin reseptorleri ile benzerlik gostermektedir. Bir varyant
sekli ilk intraselliiler lobun icinde 16 aminoasit icermektedir ve ilk ekstraselliiler lopta 37
aminoasit bulunmaktadir (72). Bunlar CTRy;. ve CTRy;, veya daha basit olarak CT (a) ve
CT(b) olarak isimlendirilmektedirler. Bunlarin her birinin 3 RAMP subtipinin her biri ile
kombinasyonu 66 miimkiin dimerik form tiretmektedir ve prensipte 6 farkli farmakolojik
etki olusmaktadir. Miimkiin olan fenotipler sirasiyla CTR ve RAMP komponentlerine
dayandirlarak amylin 1 (a), 2 (a), 3 (a), 1 (b), 2 (b), 3 (b) reseptorleri olarak dizayn



edilmistir (73). Aslinda bunlardan 2 tanesi en énemli amylin duyarh dokularda (nucleus
accumbens, subfornical organlar ve area postrema/nucleus tractus solitarius) predominant
gibi goriinmektedir. Ornegin CT (b) area postremada ve RAMP3 ise subfornical
organlarda bulunmamaktadir (74). Nucleus accumbensteki asil kombinasyon amylin (a)
[CT (a) + RAMPI1 dimeri] gibi goriinmektedir (70). Affinitelerin sirasiyla iliskili olarak
sCT>amylin>CGRP>>hCT seklinde oldugu ortaya koyulmustur (57). Subfornical
organlarin benzer formu da amylin 1 (a)’dir. Ratlar da iskelet kasinda amyline, amylin 1
(a) benzeri farmakolojik etki ile cevap vermektedir fakat bu bolgedeki baglanma heniiz
incelenmemistir (74).

Metabolik kontrolde 6nemli olan area postrema amylin 3 (a) [ CTa+ RAMP3
dimer]’y1 icerir gibi goriinmektedir. Sonucta olusan farmakolojik etki amylin ve sCT
baglanmasi ile esit giicte olmasina ragmen CGRP ve memeli kalsitonin baglanmasi i¢in

daha diisiik affiniteye sahiptir (74).

Amylinin Etki Alanlan

Cesitli tiirlerde amylin ya da pramlintide kullanilarak yapilan ¢alismalarda amylinin
bir¢ok farkli etkisinin oldugu ileri siiriilmiistiir. Amylinin bugiine kadar agiklanmis
etkilerinden en 6nemlileri gida alimi, gidalarin mideden bagirsaklara salinimi, sindirim
salgilari, glukagon salinimi, glukoz homeostazisi ve kemik gelisimi iizerindeki etkileri

olarak siralanabilir.

Gida Alim Uzerine Etkisi

Amylinin gida alimin1 azaltici etkisi vardir ve yapilan ilk ¢calismalarda bu etki, diger
peptidlerle karsilastirildiginda olduk¢a énemli diizeylerde bulunmustur (75, 76). Amylin
uygulanmis farelerde % 53 ile 57 oranlarinda gida aliminda azalma gozlenmistir (77). 100
pg intravendz amylin enjeksiyonu ratlarda gida alimim azaltmistir (78). Yapilan bir baska
calismada ratlara 3 saat siireyle intravendz amylin infiizyonunun gida alimim % 78’e kadar

azalttig1 gozlenmistir (79). Amylinin anorektik etkisi merkezi olarak meydana
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gelmektedir. Amylin direkt beyne verildiginde intraperitonal enjeksiyona gore 50 kat daha
kuvvetli olarak gida alimin1 azaltmaktadir (80, 81). Periferal olarak amylinin anorektik
etkisi area postrema/nucleus tractus solitarius lizerindeki direkt rolii ile gerceklesmektedir.
Tanmimlanmis amylin reseptorlerinde cesitli ligandlarin gii¢ siras1 sCT>amylin
>CGRP>>memeli kalsitoninleri seklindedir (57). Aym ligandlar gida alimu iizerine
etkilerine bakildiginda benzer giic sirasina sahiptirler (82). Ornegin sCT, ICV
(intracerebroventricular) ilave edildiginde gida alimim azaltmaktadir (83). Amylin gida
alimini azaltmada merkezi ve periferal olarak verildiginde CGRP’den daha kuvvetli etkiye
sahiptir (84, 85). Bu etkilerin amylin reseptorleri araciligi ile olabilecegi diisiiniilmektedir
ve bu etkiler amylin aracilikli gida alimi diigmesini AC187 (amylin antagonisti) aracilii
ile durdurabilmektedir. Fakat AC187’nin aksine CGRP antagonisti CGRP (8-37) amylinin
anorektik etkisini bloke etmede etkili degildir. Sonug olarak bu role aracilik eden
reseptorler amylin/kalsitoninden daha ¢cok CGRP’ye yanit vermektedirler (77). Yash
hayvanlarda plazma amylin konsantrasyonu artma egilimindeyken, amylinin anorektik
etkisi ise zayiflama egilimindedir. Bu durum, yaslt hayvanlardaki amylin rezistansinin
olusma olasilig1 ile a¢iklanabilir (86).

Amylin akut olarak verildiginde doza bagl olarak gida alimini azaltici etkisi amylin
reseptorlerinin merkezi islevi ile gerceklesmektedir. Fakat bu etki vagal iletim ile iliskili
degildir. Amylinin gida alimini azaltic1 bu etkisi CCK-8 (cholecystokinin octapeptide)’e
benzemektedir. Gida alimini inhibe etmede amylin ve CCK-8 arasinda gii¢lii bir sinerji
ortaya koyulmustur. CCK-8 ve amylinin normalde bir etki olusturmayan dozlarda bile
birlikte verilmesi kuvvetli bir etki meydana getirmektedir. Amylin ve CCK-8 klinik olarak
birlikte 6nemlidir. Bu tokluk hormonlarinin karisimi gida aliminin tam bir inhibisyonu
icin gereklidir. (87).

Biiyiime hormonu salgilatan ghrelinin rodentlerde gida alimi ve yaglanmay1 artirdig
ortaya koyulmustur (88, 89). Insiilin ve amylin ghrelin sekresyonunun inhibisyonu iizerine
etkiye sahiptir. Amylin insiiline gore ghrelin sekresyonunun inhibisyonunda ¢ok daha
kuvvetli bir etkiye sahiptir. Amylin kuvvetli bir B hiicre ghrelin inhibitoriidiir. Diger bazi
etkiler gibi amylin ghrelin sekresyonunun inhibisyonunu da area postrema aracilig ile
yapar. Amylinin gida alimin1 ve yaglanmayi azaltici etkilerinin ne kadarinin ghrelin ile
iliskili olarak gerceklestigi bilinmemektedir (90).

Gida tiiketimini azaltan bir¢cok peptid beraberinde su tiiketimini de azaltmaktadir.
Periferal olarak amylin enjeksiyonu dipsojenik (su alimini uyaran) hormon angiotensin

Il’ye benzer sekilde su alimimi uyarmistir (91). Diger bir¢ok arastirmaci da amylinin su
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alimini inhibe etmeden gida alimini inhibe ettigini ortaya koymuslardir (92, 93). Pigme
kecilerde yapilan calismada amylin ve sCT’nin ikisinin de anoreksijenik oldugu
goriilmiistiir ve sCT nin de diisiik derecede dipsojenik oldugu ortaya koyulmustur (94).
Bir amylin agonisti olan CGRP de gida alimin1 azaltir fakat su alimini azaltmaz. Amylin
su i¢me icgiidiisii iizerine olan etkisini subfornical organlar tizerindeki rolii aracilig ile

gercgeklestirir (95).

Gidalarin Mideden Bagirsaklara Salimmu Uzerine Etkisi

Fizyolojik konsantrasyonlarda amylin, doza bagl olarak gidalarin mideden
bagirsaklara salintmini azaltmaktadir. Amylinin bu etkisi merkezi mekanizma ile
desteklenmektedir. Saglam bir vagus siniri ve area postrema bolgesi amylinin etkisini
gostermesi icin gereklidir. Bu etkiler reseptor baglanma yerleri vasitasiyla siirekli
kilinmaktadir. Amylin 6zellikle area postremadaki reseptorler aracilig ile roliinii
yapmaktadir. Boylece midenin vagal inervasyonu ile gida salinimi azaltilmaktadir.
Insiilinle birlikte pankreastan salgilandiktan sonra beynin merkezi bolgesindeki multipl
reseptorlere bir sinyal yollamakta ve bu sinyal daha sonra beynin cesitli bolgelerine ve
mide, pankreas gibi amylinin etkisini gosterecegi bolgelere ulastirilmaktadir. Amylin
vagus siniri araciliiyla dolasima giren ve dolagimdan cikip kas ve yag hiicrelerine taginan
glukozu insiilinle birlikte dengelemeye calisarak gida salinimi iizerine etkisini
gerceklestirmektedir (96). Ince barsaga gidalarin salinim orani yemek sonrasi glisemiyi
belirleyen baslica faktordiir. Eger gida salinimu insiilinin rolii ile beraber olmazsa yemek
sonrasi siirekli bir hiperglisemi olugabilir. Diyabetlilerde amylin eksikliginden dolay1
mideden gida salinimi1 ve buna baglh olarak dolasima giren glukoz oram siirekli
artmaktadir. Amylinle ilgili yapilan bir caligmada normal ve diyabetli ratlarda gida salinim
oran1 dl¢iilmiistiir. Diyabetli Wistar ratlarinin sadece insiilinle tedavisi sonucunda gida
saliniminin 6nemli derecede arttig1 goriilmiis ve bu da amylin eksikligine baglanmistir.
Gida saliniminin bu artan oranlart amylinin subkutan ilavesi ile normal degerlere ulagsmigtir
97).

Amylinin gida salinimi iizerindeki etkileri GLP-1 (Glucagon-like peptide-1), CCK-8,
GIP (Gastric inhibitory polypeptide ), glukagon ve PP (Pancreatic polypeptide) ile
karsilastirildiginda, bu peptidlerden amylin, GLP-1 ve CCK-8’in gida salinimini
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yavaslattigi, GIP, glukagon ve PP’in ise yavaslatmadig: goriilmektedir. Amylinin gida
salimimini yavaslatici etkisi GLP-1’den 15 ve CCK-8’den ise 20 kat daha kuvvetlidir.
Intraserebroventrikiiler olarak amylin infiizyonu 4. ventrikiile yapildiginda gida salinimini
subkutan ya da lateral ventrikiildeki infiizyona gore ii¢ kat daha kuvvetli inhibe etmektedir
(96).

Sindirim Salgilar1 Uzerine Etkisi

Kompleks yapida olan karbonhidrat, protein ve lipid ii¢c temel gida grubudur ve
bunlarin olusumu kondenzasyon reaksiyonlar ile gergeklesmektedir. Bu gidalarin
sindirilebilir daha kii¢iik yapitaslarina doniisiimii ise bu reaksiyonlarin tersine doniisiimii
ve hidroliz ile gerceklesmektedir. Gastrik asit de bu reaksiyonlarda etkilidir ve 6zellikle de
protein ile lipid sindriminden sorumludur (98). Amylin periferal ve merkezi olarak
verildiginde gastrik asit sekresyonu {izerine 6nemli bir inhibitor etki gdstermektedir.
Amylin memelilerde bugiine kadar tanimlanmis mide bosalmasinin en kuvvetli
inhibitoriidiir (96). Amylinin subkutan verilen her molar dozu sekretin, CCK, GLP-1 ve
PYY (peptid YY) gibi diger fizyolojik mide bosalmasi inhibitorlerine gore ¢ok daha
kuvvetlidir (99). Amylinin mide bosalmasi iizerine olan bu etkisi normal plazma
konsantrasyonlarinda meydana geldigi icin amylinin fizyolojik bir fonksiyonudur.
Fizyolojik dozlarda mide bosalmasini yavaslatan bagirsak peptidleri, sekretin, GLP-1 ve
PYY, CCK ayrica tipik olarak mide asit sekresyonunu da inhibe etmektedirler (100-102).
Bu iligkiden dolay1 ve gida kullanilabilirliginin kontroliinde asit sekresyonunun kuvvetli
rolii nedeniyle amylinin gastrik asit sekresyonundaki etkisi onemli yer tutmaktadir.
Mekanizmas1 tam olarak bilinmemekle birlikte gastrik asit sekresyonunun merkezi
kontroliiniin nucleus tractus solitarius, area postrema, vagusun dorsal motor
nucleusundaki kolinerjik gecitlerle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Mide asit
sekresyonun kontroliindeki amylinin rolii merkezi amylin reseptorlerinin area postrema
/nucleus tractus solitariusda yogun dagilim ile desteklenmektedir (60).

Mide asit sekresyonunun inhibisyonunda amylinin merkezi etkilerinin midedeki
somatostatinin etkisine benzer bir mekanizmaya sahip oldugu diisiiniilmektedir (103). Bu
etki doza bagli olarak degismektedir ve peptid direkt olarak beyin ventrikiillerine enjekte

edildiginde perifere enjekte edilenden daha kuvvetli olmaktadir. Amylin gastrik endokrin
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hiicrelerde somatostatinle birlikte yer almasina ve rat mide antrumundan somatostatin
salgilanmasini uyarmasina ragmen, somatostatinin amylinin gastrik asit sekresyonundaki
inhibitor etkisi ile bir iliskisi bulunmamaktadir. Bazal asit sekresyonunun inhibisyonunun
yaninda amylin insiilinin uyardig: gastrik asit sekresyonunu da baskilamaktadir. Yiiksek
dozlarda amylin uygulandiginda gastrik asit sekresyonu % 93.4 oranlarinda inhibe
edilmektedir. Mide hasar1 % 67’ye kadar onarilabilmektedir (104).

Rat amylini CCK’nin uyardigi amilaz ve lipaz pankreatik enzimlerinin sekresyonunu
da % 60’a kadar inhibe etmektedir (105). Amylinin ayrica pankreatitisin siddetini de
hafiflettigi, rodentlerde yapilan caligmalarla ortaya koyulmustur (106). Bir amylin analogu
olan pramlintidin safra kesesindeki bosalmay1 inhibe ettigi tespit edilmistir (107).

Amylinin gastrik asit sekresyonunu, safra salgisim1 ve pankreatik enzim sekresyonunu
inhibe etmesi, gida akisini kontrol etmesini saglamaktadir. Sindirim fonksiyonlarim
ayarlamas1 amylinin gida alimini diizenlemesindeki genel rolii ile uyusmaktadir (104).

Amylinin indometasin ve etanol ile indiiklenen gastrik iilserlerde de koruyucu bir role
sahip oldugu ortaya koyulmustur. Peptidin bu antiiilser aktivitesi, peptid merkezi olarak

verildiginde ger¢eklesmekte fakat periferal olarak verildiginde gézlenmemektedir (108).

Glukagon Sahmmm Uzerine Etkisi

Glukagon sekresyonunun inhibisyonu iizerine amylinin fizyolojik etkilerinin oldugu
aciklanmistir. Saglikli bireylerde glukagon aclik periyodu boyunca, 6giin aralarinda ve
uyku siiresince glukoz konsantrasyonunu kabul edilebilir diizeylerde tutmaya
calismaktadir. Glukagon, ayrica hepatik glukoz depolarinin saliniminm uyararak ciddi
hipoglisemik olaylar karsisinda giivenlik mekanizmasi olarak rol oynamaktadir (11).
Glukagonun uygunsuz hipersekresyonu ve hepatik glukoz ¢ikisinin gida alimi siiresince
yeterli baskilanamamas: tip 1 ve tip 2 diabetli hastalarda biiyiik problem olusturmaktadir.
Bu iki anormaliligin bu hastalarda yemek sonrasi yetersiz glisemik kontrole neden olacagi
diisiiniilmektedir. Gida alimindan sonra glisemik kontroldeki bu eksiklik ekzojen olarak
ilave edilen insiilinin portal vendeki gida alimindan sonra normal insiilin konsantrasyonunu
yerine koyamamasina ve portal glukagon insiilin oraninin anormal yiikselmesine neden

olmaktadir (8, 109).
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Son yillara kadar amylinin glukagon konsantrasyonu iizerine bir etkisi oldugu
bilinmemekteydi. Bu etkisi son yillarda ratlar {izerinde yapilan ¢calismalarla ortaya
koyulmustur. Ratlarda glukoz konsantrasyonu normal diizeylerdeyken amylinin gida
alimini takiben doza bagli olarak glukagon sekresyonunu baskiladigi gozlenmistir. Fakat
ayni ratlar hipoglisemik duruma maruz kaldiklarinda amylinin glukagon iizerine
baskilayici etkisi gbzlenmemistir. Sadece insiilinle tedavi edilen tip 1 ve 2 diyabetli
hastalarda sik goriilen yemek sonrasi glukagondaki anormal yiikselme amylin eksikligine

baglanmistir (109, 110).

Amylin ve Glukoz Homeostazisi

Onceleri insiilinin kan sekerini diisiirdiigii ve glukagonun ise kan sekerini artirdig
bilindiginden glukoz homeostazisinin sadece bu iki hormon tarafindan kontrol edildigi
diistiniilmekteydi. Bir 6giin sonrasi, artan kan glukozuna cevap olarak pankreasin 3
hiicreleri insiilini salgilamaktadirlar. Insiilin de glukozu enerji olarak kullanan periferal
dokular veya glukozu daha sonra kullanilmak iizere glikojen olarak depolayan
karacigerden glukoz alimini uyarmaktadir. Ac¢lik boyunca glukagon kan glukoz
diizeylerini dengelemek icin gerekmektedir. Gidalar glukoz saglamak icin
kullanilmadiginda pankreatik alfa hiicrelerinden glukagon sekresyonu karaciger
glikojeninin glukoza dontisiimiinii uyarmaktadir. Son yillarda insiilin ve glukagona ek
olarak diger hormonlarin da glukoz homeostazisinde 6nemli bir role sahip oldugu
belirlenmistir. Pankreatik hormon amylin, GLP-1, GIP ve CCK hormonlarinin da glukoz
dengesinde rollerinin oldugu ortaya koyulmustur (111).

Amylinin glukoz homeostazisindeki mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemektedir.
Ancak amylinin iki farkl1 mekanizma ile glukoz metabolizmasi iizerine etki edebilecegi
diisiiniilmektedir. Bunlardan bir tanesinde glikojen iizerine cAMP (cyclic adenosine
monophosphate) araciligi ile, digerinde ise cAMP araciligi olmadan glikolizin
inhibisyonuna neden olarak ve G-6-P’1 artirarak etki ettigi ortaya koyulmustur. Amylin
glukoz alimini inhibe eder ve kan laktat diizeylerini artirir. Kasa glukoz alimim da azaltir.
Bunu glikojen sentezini inhibe ederek ve glikogenolizisi uyararak 3’-5" cAMP aracilidi ile
yapar. Bu durum hiicre i¢i glukoz-6-fosfat diizeylerini artirarak glukoz alimim

sinirlayabilir. Artan G-6-P, glukozun fosforilasyonu ve tasinan glukozun net
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retensiyonunun diismesi ile sonuclanarak, hekzokinazin inhibisyonuna neden olur (10).
Ayrica glukozun glikojene doniisiimiinii azaltarak da kasa glukoz alimini sinirlar. Amylin,
glikogenolizisi de kuvvetle uyarir. Amylin konsantrasyonunun yiikselmesi ile kas glikojen
konsantrasyonu gittikce azalir. Amylin insiilin yoklugunda glikojen konsantrasyonunu
azaltir ve kasta laktatin tiretimini artirir. Kas glikojenindeki bu azalma glikojen fosforilaz
a aktivitesinin artmasi ile saglanir. Amylin glikogenolizisi uyarmasinin yaninda glikojen
sentezini de inhibe ettigi i¢cin sadece glikojen fosforilaz a aktivitesini artirmaz, ayni
zamanda glikojen sentaz aktivitesini de inhibe eder. Amylin glikolizin relatif olarak
inhibisyonuna da neden olabilir. Amylinle glikolizin diizenlenmesindeki baslica basamak
fosfofruktokinaz basamagidir. Glikojenin pargalanmasi kas laktat konsantrasyonunda
yiikselme ve kas laktatinin ¢ikisi ile iligkilidir (112).

Yapilan calismalara gére amylin cAMP konsantrasyonunu artirarak da etkisini gosterir.
cAMP deki hiicre ici yiikselme glikojen fosforilazin aktivasyonu ve protein kinaz A’nin
aktivasyonu araciligi ile glikojen sentazin inhibisyonuna neden olur. Amylinin roliinii
yapabilmesi i¢in 2. haberci olarak cAMP gerekmektedir. cAMP artisina cevap olarak
glikojen fosforilaz a aktivitesi de artmakta, glikojen konsantrasyonu diismekte ve laktat
tiretimi yiikselmektedir. Amylin glikojen iizerindeki etkilerini CGRP reseptorii aracilif ile
de yapabilir. CGRP 37 aminoasitli peptiddir ve amylinden ¢ok az farklidir. Ciinkii yap1
olarak amylin de kalsitonin ailesinden gelmektedir. 2 tip CGRP reseptoriinden biri
adenilat siklaza baglanir ve amylin bu reseptorii aktive edebilir. Ancak CGRP
reseptorlerine ek olarak amylin spesifik reseptorler de vardir (10).

Sonu¢ olarak amylin gida alimindan sonra insiilinle birlikte, glukoz dengesinin
saglanmasinda 6nemli bir gorev iistlenir. Amylin gastrik bosalmay1 hafifletirken glukagon
sekresyonu ve gida alimini baskilar. Boylece dolasima giren (R,) glukoz oranini diizenler.
Insiilin ise dolasimdan cikan (Ry) ve dolayisiyla dokulara giren glukoz miktarini artirarak

kan glukozunu diizenler (Sekil 2) (112, 113).
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Gada Alvmamn
Baskilanmasi

MMide Bogalmasa
Glukagon Salmummn
Baslalanmasa

Pankreas Glukoz Cikis1

Sekil-2 Amylinle plazma glukozunun diizenlenmesi

Kemik Gelisimi Uzerine Etkisi

Amylinin kesfinden bu yana genelde diyabetin tedavisi ve patogenezi lizerine etkileri
ile ilgili calismalara odaklanilmistir. Diger taraftan kalsitonin, CGRP ve adrenomediillin
ile de iligkili oldugu icin kemik metabolizmasi iizerine de etkileri bulunmaktadir.
Amylinin kemik gelisimi iizerindeki etkileri ile ilgili calismalar giin gectik¢e artmaktadir.
Bugiine kadar yayinlanan bilgilerin biiyiik bir kismi insan ve rodentlerde yapilan
calismalardan elde edilmistir. Ozellikle kalsiyum ve kemik gelisiminin cok 6nemli oldugu
yumurtaci tavuklarda, amylinin kemik gelisimi iizerine etkileri ile ilgili bilgiye ise
rastlanmamaktadir (113, 114).

37 aminoasitten olugan olgun formdaki amylin peptidinin 2. ve 7. pozisyondaki sistin
aminoasitleri arasinda bulunan disiilfit bagi amylinin kemikler iizerinde 6nemli etkilerinin

meydana gelmesinde rol oynar ve osteoblast proliferasyonunun uyarilmasi bakimindan da

17



onemlidir. Amylin molekiiliiniin indirgenmesi bu disiilfit baginin bozulmasina neden olur.
Bu nedenle indirgenmis amylin molekiilii kemikler tizerinde énemli bir etki olusturmaz (3).

Amylinin kemik iizerindeki rolleri yapilan baz1 ¢aligmalarla incelenmistir (12, 115-
117). Maclntyre (118) amylinin ya da onun derivatlarinin veya agonistlerinin
osteoporozis, paget hastaligi, endokrin rahatsizliklar, otoimmun artiritler, kirik ya da
catlaklar, immobilite ya da hiperkalsemi ile sonuclanan kemik kayiplarinda tedavi
amaciyla kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Bazi calismalarda insan amylini (113, 119) rat amylini (96, 114) ve pramlintid (96)
gibi amylinomimetik ajanlarin serum kalsiyumunu diisiiriicii etkilerinin oldugu ortaya
koyulmustur. Insan amylini kalsitoninden sonra en kuvvetli kalsiyum diisiiriicii peptiddir.
Kalsitonin ile yap1 benzerligi % 13 oldugu icin bu iligki sasirticidir. Aksine kalsitoninle %
30 identikal olmasina ragmen CGRP’nin serum kalsiyumu diisiiriicii etkisi kalsitoninden
1000 kat daha azdir. Amylinin hipokalsemiye de neden olan bu etkisi kemik
rezorpsiyonunu inhibe eden osteoklastlar tizerindeki direkt etkisi ile agiklanabilir (120).
Amylinin kalsiiiretik etkisinin de oldugu ortaya koyulmus ancak bu etkinin plazma
kalsiyumundaki diigmenin nedeni olacak kadar yeterli olmadigr aciklanmistir (121).

Amylinin hipokalsemiyi indiiklemesine ek olarak osteoklastlar tarafindan
gercgeklestirilen kemik rezorpsiyonunu da durdurdugu bildirilmistir. Kemik kesiti bagina
rezorpsiyon alanlarinin direkt karsilastirilmasini 6l¢en bir baska osteoklast-kemik
rezorpsiyon deneyinde anti rezorptif etkiler yoniinden gii¢ farkliliklar1 su sekilde
bildirilmistir; amylin >B CGRP (10:1) ; sCT >>amylin (800:1) ve insan CT> amylin
(12:1) (120). Amid grubu ayrilmis amylinin giiciiniin amid grubuna sahip olan
amylininkinden daha az oldugu ve f CGRP’ye yakin oldugu ortaya koyulmustur.
Hipokalsemik potansiyelle birlikte rezorpsiyonu engelleyici etkileri yoniinden gii¢ sirasi
CT>amylin>CGRP olarak agiklanmistir. Kemik rezorpsiyonunun inhibisyonu sadece tam
amylin peptidi ile gerceklesir ve bu etkinin olusumu peptidin karboksi ucundaki amid
grubunun varligina baghdir. Amylin cAMP’yi artirarak ve osteoklast gelisimini azaltarak
osteoklastlarin aktivitesini inhibe eder. Yapilan bazi caligmalar amylinin cAMP {iiretimini
uyararak kemik rezorpsiyonunu inhibe ettigini dogrulamaktadir (15, 122).

Amylin osteoklast aktivitesini inhibe etmesinin yaninda osteoblastlarin
proliferasyonunu da uyararak kemiklerde biiyiime faktorii olarak rol alir. Fétal rat
osteoblastlarinda tam amylin molekiiliiniin ve amylin (1-8)’in hiicre proliferasyonunu
uyardigi gosterilmistir. Tam amylin molekiiliiniin olusturdugu etkiyi meydana getirmesi

icin amylin (1-8) fragmentinden yaklasik 10 kat daha yiiksek uygulanmasi gerekmektedir.
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Amylin (8-37), karboksi ucunda amid grup molekiilii bulunmayan amylin ve indirgenmis
amylin (disiilfit bag1 kirilmis amylin) tam amylin molekiiliine antagonistik etkiye sahiptir.
Osteoblastlarda amylin cAMP’yi artirarak ve mitojen aktif proteinkinazi ve proteinkinaz
C’yi aktive ederek rol alir. Amylinin kemik sekillenmesi ve kemik rezorpsiyonu
tizerindeki bu etkileri iki reseptor araciligi ile gerceklesmektedir. Bunlardan bir tanesi
osteoklastlar tizerinde (CTR ile RAMP 1 ve 3 kombinasyonu) ikincisi de osteoblastlar
tizerindedir (123).

Amylinin bu etkilerinin disinda, hipotalamik dopamin salinimin1 inhibe etme (124),
yag/protein oraninda diisme (125), merkezi olarak uygulandiginda viicut 1sisinda yiikselme
(126), aldosteron saliniminin uyarimini saglama (127), tubuler sodyum salgilanmasinda
yiikselme (128), iiriner sodyum atiliminda artma (129), kan basincinda azalma (114), yangi

giderilmesi (130), agr1 giderilmesi (131) gibi etkileri de bulunmaktadir.

Hormonlar ve Kemik Gelisimi Arasindaki iliski

Amylin, kalsitonin gen ailesinden olan kalsitonin ve CGRP ile yapisal olarak
benzedigi i¢in viicutta olusturdugu etkiler de bu peptidlerinki ile benzerdir. Amylin ve
CGRP in vivo olarak kalsitonin benzeri bir hipokalsemik aktiviteye sahiptir. insan amylini
ve CGRP, 1,25 (OH), vitamin D’nin neden oldugu kemik rezorpsiyonunu inhibe eder.
Osteoblast proliferasyonunu artirirken, osteoklast proliferasyonu ve kemik rezorpsiyonunu
da inhibe eder (117). Cornish ve arkadaslar (13) erkek farelere amylin (1-8)
oktapeptidinin sistemik olarak ilavesinin kemik hacmini artirdigim belirtmisler, buna
dayanarak amylin ve analoglarinin osteoporozisin tedavisinde uygulanabilecegini
bildirmiglerdir. Yine Cornish ve arkadaslar1 (14) erkek farelere amylinin sistemik olarak
ilavesinin total kemik hacmini, kortikal kalinlig, tibial uzunlugu ve ayrica viicut agirligim
artirdigini vurgulamiglardir. Bir bagka ¢alismada fotal rat osteoblastlarinda tam bir amylin
molekiiliiniin (1-37), amylinin (1-8)’lik fragmentinin hiicre proliferasyonunu uyardigi,
amylinin (8-37)’lik fragmenti, amid grubu olmayan amylin, indirgenmis amylin ve
indirgenmis (1-8)’lik amylin fragmentinin ise herhangi bir etki gostermedigi
vurgulanmistir (15). Bronsky ve Prusa (3) insanlar iizerinde yaptiklar1 calismada
osteoporozisli hastalarda amylinin aglik plazma diizeylerinin diisiik oldugunu ve amylin

eksikliginin osteoporozisin olusumunda katkisinin olabilecegini 6ne stirmiiglerdir.
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Baslica kalsiotropik polipeptid hormonlar olan kalsitonin ve PTH (parathyroid
hormone) kemik metabolizmas1 ve kalsifikasyon tizerine 6nemli etkilere sahiptirler.
Kalsitonin artan kan kalsiyumuna cevap olarak salgilanir ve osteoklastik kemik
rezorpsiyonunu inhibe eder (132). Bunun zit olarak PTH, diisiik kan kalsiyum diizeylerine
cevap olarak salgilanir ve dolasimdaki kalsiyumu ve inorganik fosfat1 diizenler. Kronik
olarak PTH ilavesi osteoklast hiicre sayisinda ve aktivitesinde artmaya neden olur (133).
Bu hiicreler araciligi ile kemikten kalsiyumun salinimina inorganik fosfor ve kollajen
fragmentleri gibi matriks komponentlerinin salinimi eslik eder (134). Bazi ¢alismalar
embriyonik kikirdagin kalsiotropik hormonlara duyarliigini ortaya koymuslardir. Ornegin
bir ¢alismada CT’nin embriyonik civciv pelvik kikirdaginda biiyiimeyi ve maturasyonu
uyardigi ortaya koyulmustur (135). Ay kisiler bir bagka ¢calismada PTH ve analoglarinin
embriyonik civciv pelvik ve domuz bilyiime plagi kikirdaginin proliferasyonunu uyardigini
gostermislerdir (136). Chin ve arkadaglar1 (137) ise sentetik human PTH (1-34) hipertrofik
civciv biiyiime plagi kondrositlerinin primer kiiltiiriiniin bitylimesini uyardigini
gostermislerdir. Elde edilen bilgilere gore hipertrofik tavuk biiyiime plagi kondrositlerinin
primer kiiltiirleri aracilig1 ile mineral depolart iizerine etkilerinin oldugu ortaya
koyulmustur. Ayrica bu hormonlarin hiicre boliinmesi ve biiyiimesi tizerine de etkileri
bulunmaktadir. Amylin ve kalsitoninin yapisal benzerliginden dolay1 ¢ok fazla benzer
etkileri mevcuttur. Fakat amylinden farkli olarak kalsitonin reseptorleri osteoklastlarin
tizerinde bulunmakta osteoblastlarin tizerinde ise bulunmamaktadir.

PTHrP (parathyroid hormone related peptid), normal endokondrial kemik
sekillenmesinde temel hormondur. Biiyiime plaginin gelisiminde ve endokondrial kemik
bilyiimesinde anahtar role sahiptir. Rollerinin bircogunu PTH/PTHrP reseptorleri araciligi
ile gerceklestirmektedir (138).

Kemik dokusu, metabolik yonden aktif ve dinamik bir doku olarak siirekli doniisiim
gosterir. Osteokalsin, kemigin yapilanmasindan sorumlu olan osteoblastlarda sentez edilir
ve bunun % 10 ile % 30 kadar1 dolagima salinir. Kemik yapilanmasinin ve osteoblastlar
tarafindan osteokalsin iiretiminin bir gostergesi olan serum osteokalsin diizeyi, bobrekler
tarafindan oldukga hizli bir sekilde dolagimdan temizlendiginden, kolaylikla izlenebilir.
Dolagimdaki yarilanma omrii yaklasik 5 dakikadir. Kemik yapilanmasindan sorumlu olan
ve protein matriks yapiminda kullanilan, kemige 6zgii ALP (alkalen phosphatase) ve
osteokalsin gibi dolasimda bulunan belirteclerin l¢iilmesi, kemik doniisiim hizinin bir
gostergesi olup tan1 ve tedavinin izlenmesinde yol gostericidir. Osteokalsin, 49

aminoasitten olusan kiiciik bir proteindir ve molekiil agirlig1 yaklasik 5669 Da’ dir. Bone
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GLA OC (gama carboxylated osteocalcin) proteini olarak da adlandirilir, nonkollajenoz
karakterdedir ve toplam kemik proteinlerinin % 1'ini olusturur. Osteokalsinin K
vitaminine bagl enzimatik karboksilasyonu sonucu olusan 6zel bir aminoasit, kalsiyum
iyonlarini baglar, kanin koagulasyon ve kalsiyum tasinma siirecinde rol alan proteinlerinin
yapisina girer. Osteokalsin, normal kemik mineralizasyonunun saglanmasinda gerekli olan
ve kalsiyum metabolizmasini diizenleyen hormonlar (kalsitonin, PTH, vitamin D)

tarafindan direkt olarak etkilenir (139, 140).
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GEREC VE YONTEM

A. Hayvan Gereci, Bakim ve Besleme

Calisma gereci olarak Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
ciftligine alinan 10 haftalik 60 adet Super Nick genotipli yumurtaci tavuk kullanildi. Aym

bakim ve besleme sartlar altinda bulunan yumurtaci tavuklara ad libitum yemleme yapildi.

B. Kan Alim1 ve Laboratuvar Analizleri

Yumurtaci tavuklar iki gruba boliindii. 30 adet tavuk deneme grubu olarak ayrildi ve
bu hayvanlara giin asir1 subkutan yolla 75 pg/kg dozda amylin enjekte edildi. Geri
kalanlar da kontrol grubunu olusturdu. Denemenin 14, 16, 18 ve 20. haftalarinda kontrol
ve deneme gruplarindan 5’er hayvan kesilerek EDTA’l1 ve antikoagulantsiz tiiplere kan
alindi. Kanlar 3000 rpm’de 10 dakika santrifuje (Hettich EBA 21) edilerek plazma ve
serumlar1 ayrildi, hemen serum kalsiyum ve fosfor analizleri yapildi. Amylin, kalsitonin,
PTHrP, 1,25-(OH), vitamin D, osteokalsin Ol¢iimleri i¢in plazma ve serumlar derin
dondurucuda -80°C’de analiz giiniine kadar saklandi. Kesim sonrasi elde edilen sag
tibiotarsuslar hemen cevre doku ve yaglarindan temizlendi, tibiotarsuslarin total kemik
hacmi, uzunlugu, kortikal kalinligi, kemik agirligi ve kemik kalsiyum diizeyleri 6l¢iildii.
Kalan 20 hayvan 20. haftadan sonra enjeksiyon yapilmaksizin yumurta verim
parametrelerinin incelenmesi acisindan 35. haftaya kadar bakildi. Giinliik olarak yumurta
verimleri kaydedildi. 15 giinde 1 kez toplanan yumurtalarda yumurta kabuk kalinlig1 ve
yumurta agirliklan ol¢iildii. 35. haftada bu 20 hayvan da kesilerek serum ve plazmada ayni

parametrelere bakildi ve kemik parametreleri degerlendirildi.

1. Serum Kalsiyum Olciimii

Serumda kalsiyum konsantrasyonu kalsiyum kiti (TECO DIAGNOSTICS, Cat. No
C503-480) kullanilarak spektrofotometrede (Schimadzu UV-1601) 6l¢iildii.
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Prensibi

Kalsiyum 8-hidroksiquinoline i¢inde kresolftalein kompleksi ile reaksiyona girer ve
570 nm (550-580 nm) de absorbe olan mor renkli bir komplekse doniisiir. Rengin

yogunlugu kalsiyum konsantrasyonu ile orantilidir.

Calisma Ayiracinin Bilesimi ve Hazirlanmasi

Kalsiyum Renk Ayiraci (A): O-kresoftalein kompleksi 0.14 mM, 8-hidroksiquinoline
13 mM.

Kalsiyum Tamponu : Dietilamid 363 mM, potasyum siyanid, 2mM, nonreaktif
ayiraglar, ayirag A ve B icin stabilizor.

Kalsiyum renk ayiraci (A) ve kalsiyum tamponu esit miktarda karistirildi ve

kullanmadan Once 10 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

Deney Prosediirii

Test Standart Blenk
Serum 20 ul - -
Standart - 20 ul -
Calisma Ayiraci 1 ml 1 ml 1 ml

Karistirildi ve standart ile testin absorbansi 570 nm’de blenke kars1 ol¢iildii.

Hesaplama

Kalsiyum konsantrasyonu (mg/dl) = ----------- xStandardin konsantrasyonu (10 mg/dl)

Astandan

2. Serum Fosfor Olciimii

Serumda fosfor konsantrasyonu fosfor kiti (TECO DIAGNOSTICS, Cat. No I515-
480) kullanilarak spektrofotometrede ol¢iildii.
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Prensibi

Inorganik fosfor asit ortamda amonyum molibdat ile reaksiyona girer ve fosfomolibdat
kompleksi sekillenir. Bu kompleks ferros amonyum siilfat tarafindan indirgenerek
molibden mavisi kompleksini olusturur. Olusan renk 675 nm’de okunur. Rengin

yogunlugu inorganik fosfor konsantrasyonu ile orantilidir.

Calisma Ayiracimin Bilesimi

Amonyum molibdat 2.4 mM
Siilfiirik asit 750 mM
Ferros amonyum siilfat 10.2 mM

Deney Prosediirii

Test Standart Blenk
Serum 20 ul - -
Standart - 20 ul -
Calisma Ayiraci 1 ml 1 ml 1 ml

Karigtirildi ve 10 dakika oda 1sisinda bekletildi. Standart ve testin absorbansi 675

nm’de blenke kars1 ol¢iildii.

Hesaplama

Fosfor konsantrasyonu (mg/dl) = ----------- x Standardin konsantrasyonu (5 mg/dl)

Astandart
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3. Plazma Amylin Ol¢iimii

Plazma amylin konsantrasyonu, insan amylin diizeylerini non-radyoaktif 6lcmek icin
gelistirilmis amylin kiti (LINCO, Human Amylin ELISA Kit, Cat. # EZHA-52K)
kullanilarak floresan ELISA okuyucu (Biotek FL,800) ile belirlendi.

Testin Prensibi

Human amylin ELISA insan plazmasinda amylin konsantrasyonlarinin belirlenmesi
icin kullanilan bir sandvi¢ immunoassaydir. Elde edilen antikorlar insan amylini, amylin
asit ve 1-20 amylin fragmentini tanirlar fakat indirgenmis amylini tamimazlar. Bulunan
antikorlar indirgenmis veya indirgenmemis human amyline baglanirlar fakat amylin
asidine baglanmazlar ve streptavidin ALP kompleksi ile karistirilirlar. Substrat, 4
metilumbeliferil fosfat, tam sandvi¢ modele uygulanir ve floresan sinyali 355/460 nm’de

izlenir. Bu da drnekteki amylin konsantrasyonu ile orantilidir.

Ayrraclarin Bilesimi

Konsantre Yikama Tamponu (10 X)

50 mM tween 20 ve sodyum azid ile TBS (tris buffered saline) icermektedir. 50 ml’lik

konsantre yikama tamponu 450 ml deiyonize su ile sulandirilarak kullanildi.
Standartlar
Standartlar deney tamponunda 1, 2, 5, 10, 40, 100 pM konsantrasyonlarinda
saflastirilmis insan amylini icerecek sekilde hazirlanmistir. Liyofilizedir, 250 pl’lik

siselerde bulunmaktadir. 250 pl deiyonize su ile sulandirilarak kullanima hazir hale

getirildi.
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Kalite Kontrol 1 ve 2 Soliisyonlari

Deneyin isleyisini kontrol edebilmek amaciyla deney tamponunda iki ayr1 diizeyde
saflastirilmis human amylin igeren kontrol soliisyonu hazirlanmistir. Her biri 250 ul’lik

siselerde liyofilize halde bulunmaktadir. 250 pl deiyonize su ile sulandirilarak kullanildi.

Deney Tamponu:

Tween 20

Proteaz inhibitorleri

Sodyum azid % 0.08

BSA (bovine serum albumin) % 1

iceren 0.05 M PBS (Phosphate buffered saline) tamponudur (pH 7.4). 6 ml’lik

siselerde kullanima hazirdir.

Antikor

11 mI’lik siselerde anti-human amylin-ALP konjugati seklinde kullanima hazir halde

bulunmaktadir.

Substrat Diliienti

21 ml’lik sisede kullanima hazir olarak bulunmaktadir.

Substrat

4 metilumbelliferil fosfat 10 mg’lik sisede bulunmaktadir. Kullanmadan 6nce 1ml

deiyonize su ile sulandirildi. Substrat diliientinde 1:200 diliisyon yapildi.

Stop Soliisyonu
6 ml’lik siselerde kullanima hazir olarak bulunmaktadir. Kullanmadan 6nce oda 1s1sina

getirilip presipitasyonu dnlemek i¢in iyi bir sekilde karistirildi.

Deney Prosediirii

26



1. Konsantre yikama tamponu 450 ml deiyonize su ile 10 kat sulandirildi.

2. Standartlar, QC1 ve QC2 250 ul deiyonize su ile sulandirildi. Yavasca karistirildi.
Tam bir karisim elde etmek i¢in ara sira hafif¢e karistirilarak en az 5 dakika bekletildi.

3. Deney pleytindeki her bir kuyucuga 300 ul diliie yikama tamponundan eklendi.
Oda 1s1sinda 10 dakika karistirmadan inkube edildi.

4. Yikama tamponu pleytten yavasca alindi ve her kuyucugun dibindeki kalintilar
dikkatli bir sekilde dokiildii. Bunun icin pleyt ters ¢evrildi ve emici bir havlunun iizerine
yerlestirilip birka¢ kez alt kismindan vuruldu. Daha sonraki basamaga gegmeden
kuyucuklarin kurumamasina dikkat edildi.

5. Her kuyucuga 50 pl deney tamponu eklendi.

6. Standart, kontrol ve numuneden her kuyucuga 50’ser pl ilave edildi. Pleyt
sabitlenip oda 1s1sinda 1 saat inkiibe edildi. Kuyucuklarin dibindeki kalintilar dikkatli bir
sekilde alindi.

7. Her kuyucuk 300 pl TBS yikama tamponu ile 3 kez yikandi. Kalan tamponu
tamamen almak i¢in her yikamadan sonra pleyt ters ¢evrilip hafifce altina vuruldu.

8. Her kuyucuga 100 ul antikor ilave edildi ve pleyt iyice kapatilarak sabitlendi.
Calkalayici iizerine koyularak oda 1s1sinda 2 saat inkube edildi.

9. Inkubasyon basamagi tamamlandiginda 10 mg’lik substrata 1 ml deiyonize su
eklenerek sulandirildi, iyice karigtirildi ve tam bir karisim elde etmek icin ara sira
karistirilarak 15 dakika bekletildi. Sulandirilmis substrattan 105 pl alindi ve 21 ml’lik
substrat diliienti sisesine eklendi, iyice karistirild.

10. Antikorlar pleytten dokiildii ve pleyt, emici bir havlunun tizerine ters cevrilerek
birkag kez vuruldu.

11. Her kuyucuk 300 pl TBS yikama tamponu ile 3 kez yikandi. Kalan tamponu
almak icin her yikamadan sonra peyt ters ¢evrilerek hafif¢e vuruldu.

12. Her kuyucuga 100 pl substrat soliisyonu ilave edildi. Oda 1si1sinda ve karanlikta,
karistirmadan 15 dakika inkiibe edildi.

13. Bir okuma yapildi. En iist seviyedeki standart noktasinin RFU (relative
fluorescence units) degeri kaydedildi. 2000 RFU degerde iken 50 pl stop soliisyonu ilave
edildi, hafifce karistirildi ve 5 dakika sonra floresan pleyt okuyucuda okuma yapildi.
Sonuglar cihaz tarafindan ¢izilen standart egriden (Sekil-3) yine cihaz tarafindan otomatik

olarak hesaplanarak elde edildi.
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Sekil-3 Amylin standart egrisi

4. Plazma Kalsitonin Olc¢iimii

Plazma kalsitonin konsantrasyonu, tavukta da calisilabilirligi kanitlanmis salmon I
kalsitonin EIA kiti (BACHEM, calcitonin (Salmon I) EIA kit, Cat no: S -1154)
kullanilarak ELISA (Biotek EL,808) ile belirlendi.

Testin Prensibi

Peptid antikoru, biyotinlenmemis peptid (standart ya da test) ve biyotinlenmis peptid
sirasiyla ayni1 kuyucuga yerlestirilir. Biyotinlenmis peptid antikor baglanma bolgeleri i¢in
standart peptid ya da bilinmeyen 6rnek peptidlerle yarisir. Inkubasyondan sonra
baglanmamuis biyotinlenmis peptid yikanarak atilir ve SA-HRP (streptavidin conjugated
horseradish peroxidase) ilave edilerek immobilize primer antikor-biyotinlenmis peptid
kompleksine baglanmasi saglanir. SA-HRP ile yikamadan sonra TMB (3,3°5,5’-
tetrametilbenzidin dihidroklorid)’ye bagli HRP ile reaksiyona girer. Rengin yogunlugu
immobilize antikorun baglandig biyotinlenmis peptidin miktarina bagh olarak degisir.
Biyotinlenmemis peptid sinirli sayida antikor i¢in yaristiginda az sayida biyotinlenmis

peptid-SA-HRP immobilize olabilir ve substrat tarafindan daha az renk {iretilebilir.
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peptid
Kapl pleyt—anti-peptid /
antikor
biyotinlenmis peptid—SA-HRP—TMB—renk
Ayrraclarin Bilesimi

Deney Tamponu

Konsantre deney tamponu 1000 ml steril deiyonize su ile sulandirild1 ve iyice

karistirilda.
Primer Antikor

Liyofilize peptid antikoruna (1 kutu) 6l¢iim tamponundan 10 ml ilave edildi ve iyice

karigtirildu.
Biyotinlenmis Peptid

Biyotinlenmis peptid sisesine deney tamponundan 5 ml ilave ederek sulandirildi ve

iyice karistirlldi. Kullanimdan hemen 6nce hazirlandi.

Streptavidin-HRP

SA-HRP konsantre soliisyonu (15 ul) 2 dakika siireyle santrifiije edildi ve hafifce
karistirilldi. 15 mI’lik bir tiipe 12 ml deney tamponu transfer edildi. 12 ml’lik deney
tamponuna 6 pl SA-HRP ilave edildi ve iyice karistirildi. SA-HRP 4°C ‘de karanhk

ortamda kullanima kadar bekletildi

Substrat Soliisyonu

11 ml TMB ve H,0, igermektedir.
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Stop Soliisyonu

2N HCl icermektedir. 15 ml’lik sisede kullanima hazir halde bulunmaktadir.

Standartlar

Liyofilize peptid standardinin kutusuna standart diliientinden 1ml eklendi ve iyice

karistirildi. Bu stok soliisyonda konsantrasyon 1000 ng/ml’dir.

Standartin sulandirilmasi i¢in 12x75°lik test tiipleri etiketlendi (S1,S2,...S9,0 doz).

Tablo 1’de gosterildigi sekilde sulandirma yapildi ve iyice karistirildi. Kros reaksiyonlar

onlemek icin pipet uclar1 her ilaveden sonra degistirildi.

Tablo-1 Kalsitonin Standartlarinin sulandirilmasi

Standart Numarasi | Standart Hacmi Standart Diliienti Konsantrasyon
Stok 1000 ul 1000 ng/ml
S1 25 ul stok 975 ul 25 ng/ml
S2 200 pl S1 800 ul 5.0 ng/ml
S3 500 pl S2 500 pl 2.5 ng/ml
S4 500 pl S3 500 pl 1.25 ng/ml
S5 500 ul S4 500 pl 0.63 ng/ml
S6 500 pl S5 500 pl 0.31 ng/ml
S7 500 ul S6 500 pl 0.16 ng/ml
S8 500 ul S7 500 pl 0.08 ng/ml
S9 500 pl S8 500 pl 0.04 ng/ml
0 Doz 1000 pl 0 ng/ml

Deney Prosediirii

1. Blenk i¢in 2 tane kuyucuk ayrildi.

Blenk kuyucuklari igine sadece 100 ul TMB ve 100 pl HCI soliisyonlar eklendi.

2. Her kuyucuga 25 pl primer antiserum ilave edildi. Oda 1sisinda 1 saat inkube edildi.
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3. Hazirlanan standartlar ve numuneler pleyt yikanmadan sirastyla kuyucuklara ilave
edildi. Oda 1s1sinda 2 saat inkube edildi.

4. Biyotinlenmis peptid sisesine deney tamponundan 5 ml ilave edilerek sulandirildi ve
iyice karistirildi.

5. Pleyt yikanmadan, her kuyucuga biyotinlenmis peptid soliisyonundan 25 pl ilave
edildi.

6. Yavascga karistirldi.

7. 2°-8°C ‘de 1 gece inkube edildi.

8. Kuyucuklarn igindekiler atild1 ve pleyt deney tamponu ile 5 kez yikandi ve
kurulandi.

9. Her kuyucuga 100 pl sulandirilmis streptavidin-HRP soliisyonundan eklendi.

10. Oda 1s1sinda 60 dakika inkube edildi.

11. Pleyt deney tamponu ile 5 kez yikandi ve kurutuldu.

12. Blenk kuyucugu da dahil olmak iizere her kuyucuga 100 ul TMB soliisyonu ilave
edildi. TMB 4°C’de ve karanlikta saklandi .

13. Pleyt 0.5-1 saat oda 1s1sinda inkube edildi.

14. Reaksiyonu sonlandirmak i¢in blenk dahil her kuyucuga 100 ul 2 N HCl ilave
edildi, soliisyonun rengi sartya dondii ve 10 dakika i¢inde sonraki basamaga gecildi.

15. Pleytin alt1 % 70’lik etanol ile temizlendi ve pleyt okuyucuya yerlestirildi.

16. Absorbans 450 nm’de 100 pul TMB soliisyonu ve 2N HCl ilave edilen blenke kars1
okundu. Sonuglar cihaz tarafindan ¢izilen standart egriden (Sekil-4) yine cihaz tarafindan

otomatik olarak hesaplanarak elde edildi.
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5. Plazma PTHrP Olciimii

Plazma PTHrP konsantrasyonu tavukta da ¢alisilabilirligi kanitlanmis EIA kiti
(BACHEM, parathyroid hormone related peptide EIA kit, cat no: S-1227) kullanilarak
ELISA ile belirlendi.

Testin Prensibi

Peptid antikoru, biyotinlenmemis peptid (standart ya da test) sirasiyla bir kuyucuga
yerlestirilir ve kanistirilir. Biyotinlenmemis peptid, peptid antikorlarina baglanir. Peptid
antikoru ve biyotinlenmemis (standart ya da test) peptidin preinkubasyon basamagindan
sonra biyotinlenmis peptid ilave edilir. Biyotinlenmis peptid, antikor baglanma bolgeleri
icin standart peptid ve bilinmeyen 6rnekteki peptidlerle yarisir. Inkubasyondan sonra
baglanmamuis biyotinlenmis peptid ve biyotinlenmemis peptid yikanarak atilir ve SA-HRP
ilave edilerek immobilize primer antikor/biyotinlenmis peptid kompleksine baglanmasi
saglanir. SA-HRP ile yikamadan sonra TMB bagli HRP ile reaksiyona girer. Rengin
yogunlugu immobilize antikorun baglandig biyotinlenmis peptidin miktarina bagli olarak

degisir. Biyotinlenmemis peptid sinirh sayida antikor i¢in yaristiginda az sayida
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biyotinlenmis peptid / SA-HRP immobilize olabilir ve substrat tarafindan daha az renk

tretilebilir.

peptid

Kapl pleyt—anti-peptid /

antikor \

biyotinlenmis peptid—SA-HRP—TMB—renk
Ayiraclarin Bilesimi
Deney Tamponu
Konsantre deney tamponu 1000 ml steril deiyonize su ile sulandirildi ve iyice
karistirilda.

Primer Antikor
Liyofilize antikor sisesine 5 ml deney tamponu ilave edildi ve iyice karistirildi.

Biyotinlenmis Peptid

Biyotinlenmis peptid sisesine 5 ml deney tamponu ilave edilerek sulandirildi ve iyice

karistirildi. Kullanimdan hemen 6nce hazirlandi.

Streptavidin-HRP

Konsantre soliisyonu SA-HRP soliisyonu (15 ul) 2 dakika siireyle santrifiije edildi ve
hafifce karistirildi. 15 ml’lik bir tiipe 12 ml deney tamponu transfer edildi. 12 ml’lik
deney tamponuna 6 ul SA-HRP ilave edildi ve iyice karistirildi. SA-HRP’1n 4°C *de ve
karanlikta depolandi.

Substrat Soliisyonu

11 ml TMB ve H,0, igermektedir.

33



Stop Soliisyonu

2N HClI icermektedir. 15 ml’lik sisede kullanima hazir halde bulunmaktadir.

Standartlar

Liyofilize standart peptid kutusuna 1ml deney tamponu eklendi ve iyice karistirildi.
Bu stok soliisyonda konsantrasyon 1000 ng/ml’dir.

Standardin sulandirilmasi icin 12x75’lik test tiipleri etiketlendi (S1,S2,...59,0 doz).
Tablo-2’de gosterildigi sekilde sulandirma yapildi ve iyice karistirildi. Kros reaksiyonlar

onlemek icin pipet uclar1 her ilaveden sonra degistirildi.

Tablo-2 PTHrP Standartlarinin sulandirilmasi

Standart Numarasi | Standart Hacmi Deney Tamponu Konsantrasyon
Stok 1000 pl 1000 ng/ml
S1 25 pl stok 975 ul 25 ng/ml
S2 200 ul S1 800 ul 5.0 ng/ml
S3 500 pl S2 500 pl 2.5 ng/ml
S4 500 pl S3 500 pl 1.25 ng/ml
S5 500 ul S4 500 pl 0.63 ng/ml
S6 500 pul S5 500 pl 0.31 ng/ml
S7 500 ul S6 500 pl 0.16 ng/ml
S8 500 ul S7 500 pl 0.08 ng/ml
S9 500 ul S8 500 pl 0.04 ng/ml
0 Doz 1000 pl 0 ng/ml

Deney Prosediirii
1. Blenk i¢in 2 tane kuyucuk ayrildi. Blenk kuyucuklar i¢in sadece 100 ul TMB

soliisyonu ve 100 ul HCI soliisyonu eklendi.

2. Hazirlanan standartlardan sirasiyla her kuyucuga 50 pl ilave edildi.
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3. Her kuyucuga 50 pl numune eklendi.

4. Her kuyucuga 25 pl primer antikor ilave edildi ve hafifce karistirildi.

5. Pleyt oda 1s1snda 1 saat inkube edildi.

6. Biyotinlenmis peptid sisesine 5 ml deney tamponu ilave ederek sulandirildi ve iyice
karistirildi.

7. Pleyt yikanmadan her kuyucuga biyotinlenmis peptid soliisyonundan 25 pl ilave
edildi ve yavasga karigtirldi.

8. Oda 1s1sinda 2 saat inkube edildi

9. Kuyucuklarin icindekiler atildi ve pleyt deney tamponu ile 5 kez yikanarak
kurulandi.

10. Her kuyucuga 100 ul sulandirilmis streptavidin-HRP soliisyonundan eklendi.

11. Oda 1s1sinda 60 dakika inkube edildi.

12. Pleyt deney tamponu ile 5 kez yikandi ve kurutuldu.

13. Blenk kuyucugu da dahil olmak iizere her kuyucuga 100 ul TMB soliisyonu ilave
edildi.

14. Pleyt 0.5-1 saat oda 1s1sinda ve karanlikta inkube edildi.

Renk her 5-10 dakikada bir kontrol edildi ve koyu maviye dondiigiinde hemen bir
sonraki basamaga gecildi. Ayrica hava kabarciklarinin olusmamasina da dikkat edildi.

15. Reaksiyonu sonlandirmak i¢in blenk dahil her kuyucuga 100 ul 2 N HCI ilave
edildi. Soliisyonun rengi sartya dondii.

16. Pleytin alt1 % 70’lik etanol ile temizlenerek pleyt okuyucuya yerlestirildi.

17. Absorbans 450 nm’de 100 pul TMB soliisyonu ve 2N HCl ilave edilerek
olusturulan blenk’e kars1 okundu. Sonuglar cihaz tarafindan ¢izilen standart egriden

(Sekil-5) yine cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplanarak elde edildi.
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6. Plazma 1,25-(OH), Vitamin D Olciimii

Plazma 1,25-(OH), Vitamin D konsantrasyonu tavukta da c¢alisabilirligi kanitlanmig
EIA kit IMMUNODIAGNOSTIK AG, 1,25 (OH), ELISA kit, Cat no: K2112)
kullanilarak ELISA ile belirlendi.

Testin Prensibi

Bu ol¢iimde, biyolojik olarak aktif olan vitamin D metaboliti, 1,25-(OH), vitamin D,
iki ayn ekstraksiyon kolonundan ekstrakte edildi. Bu prosediir 1,25-(OH), vitamin D’yi
diger vitamin D metabolitlerinden, 6zellikle 25-(OH) vitamin D ve 24,25- (OH), vitamin
D’den ayirt etmek i¢in gereklidir. Bu ol¢iim 1,25 (OH), vitamin D’nin 6l¢iimii i¢in bir
yarigmali enzim immunoassaydir. Testin prensibi numunede var olan 1,25 (OH), vitamin
D’nin vitamin D spesifik antikoruna baglanmak i¢in isaretlenmis 1,25 (OH), vitamin D ile

yarigmasi €sasina dayamr.
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Ayraclar

Yikama Tamponu

Konsantre ELISA yikama tamponu (10x) 100 mI’lik sisede kullanima hazir halde

bulunmaktadir. 100 ml konsantre yikama tamponu 900 ml bidistile su ile sulandirilarak

kullanildi.

Tris-HCI

Tris HCI tamponu 30 ml’lik sisede kullanima hazir halde bulunmaktadir.

Antikor

1,25-(OH); vitamin D antikoru kullanima hazir halde 25 ml’lik sisede bulunmaktadir.

Standart

Standartlar (7 sise) 2.5 ml’lik siselerde kullanima hazir halde bulunmaktadir.

Kontroller

Kontroller 2.5 mI’lik siselerde kullanima hazir halde bulunmaktadir.

Antikor-Konjugat Soliisyonu

Konjugat, poliklonal peroksidazla isaretli antikor-konjugat soliisyonu 22 ml’lik sisede

bulunmaktadir.

Substrat

TMB substrat 15 ml’lik siselerde kullanima hazir halde bulunmaktadir
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Stop Soliisyonu

1 N HCI icermektedir. 7 mI’lik sisede kullanima hazir halde bulunmaktadir.

Kromabond Kolon ve Silika Kartuslar

Ekstraksiyon islemi her numune icin bir tane kromobond kolon ve silika kartug

kullanilarak gerceklestirildi.

Ekstraksiyon

1. Ekstraksiyon iinitesi 3 parcadan olusturuldu. En alta cam tiip, iizerine kartus ve en
iiste de kromabond kolonlar yerlestirildi. Bu sekilde her numune icin bir ekstraksiyon
tinitesi olusturuldu ve bunlar bir diizenegin iizerinde sabitlendi.

2. Standart, numune ve kontrollerden 1000 pl en tistteki kromobond kolonlara
eklenerek, 10 dakika inkube edildi.

3. Kolonlar 1 ml diizopropileterle (% 99) 4 kez muamele edilerek ekstraksiyon
initesinden uzaklastirildi.

4. Kartuglar 2 ml izopropanol (%99.9)/hekzan(%98.3) (4/96 v/v) karigimi ile 5 kez
yikandi.

5. Daha sonra kartuslar 2 ml izopropanol/hekzan (6/94 v/v) karisimi ile 3 kez yikandi.

6. 1,25 (OH), vitamin D’yi kartustan tamamen almak icin son olarak kartuslar 2 ml
izopropanol/hekzan (25/75 v/v) karisimi ile muamele edildi.

7. Cam tiiplerde biriken soliisyonlar nitrojen buhar altinda, 37°C’de vakumlu santrifiij

ile ugurularak her numune i¢in 1,25 (OH), vitamin D ekstraktlan elde edildi.

Deney Prosediirii

1. Ugurma isleminden sonra her cam tiipe 20 pl etanol ilave edilerek santrifiij edildi.

2. Her cam tiipe 450 ul antikor soliisyonu ilave edildi ve iyice karistirildi.

3. Cam tiipler plastik film ile kapatilarak 1 saat oda 1sisinda inkube edildi.

4. Biitiin kit igerigi ve pleyt oda 1s1sina getirilerek standart, kontrol ve ekstrakte edilen
numunelerden ilgili kuyucuklara 200 pl ilave edildi.

5. Pleyt kapatilarak buzdolabinda 20 saat inkube edildi.
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6. Inkubasyon sonrasinda pleyt igerigi bosaltildi ve her kuyucuk 250 ul yikama
tamponu ile 5 kez yikandi.

7. Kuyucuklara 200 pl konjugat eklendi ve pleyt kapatilarak oda 1s1sinda, pleyt
karistiricida 1 saat inkube edildi.

8. Kuyucuklarn igerigi dokiilerek her biri 250 pl sulandirilmis yikama tamponu ile 5
kez yikandi.

9. Her kuyucuga 200 pl substrat ilave edildi ve 30 dakika oda 1s1sinda ve karanlikta
inkube edildi.

10. Kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu eklendi ve iyice karistirildi.

11. Pleyt okuyucu ile 450 nm’de absorbans 6l¢iildii. Absorbansin miimkiin oldugu
kadar ¢cabuk okunmasi saglandi. Sonuglar cihaz tarafindan ¢izilen standart egriden (sekil-

6) yine cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplanarak elde edildi.
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Sekil-6 1,25 (OH), vitamin D standart egrisi

7. Serum Osteokalsin Ol¢iimii

Serum osteokalsin konsantrasyonu tavukta da ¢aligabilirligi kanitlanmis EIA kit

(ZYMED, Osteokalsin EIA kit, Cat no: 99-0054) kullanilarak ELISA ile belirlendi.
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Testin Prensibi

Gla-OC EIA kit solid faz EIA kitidir. Gla-OC’ yi belirlemek i¢in 2 fare monoklonal
anti Gla-OC antikoru kullanir. Fare monoklonal anti Gla-OC’nin biri pleyte sabitlenir ve
non spesifik baglanmaya karsi engellenir. Numuneler ve standartlar pleytte inkube edilir.
2. basamak pleyti yitkamak ve peroksidazla (HRP) isaretlenmis 2. anti-OC’yi eklemektir.
Bu inkubasyon siiresince Gla-OC bir kenardaki anti-Gla-OC’ye baglanir ve diger yana da
HRP-anti-OC koyulur. HRP ve substrat (H,O, ve TMB) arasindaki reaksiyon renk
degisimi ile sonu¢lanir. Bununla birlikte 6rnek ve standartlarda var olan Gla-OC’nin
miktarindaki yogunlukta da degisim olur. Gla-OC’nin miktar1 EIA pleyt okuyucu

kullanilarak ol¢iiliir.

Ayiraclarin Bilesimi

Antikor-HRP Konjugat Soliisyonu

Liyofilize HRP ile konjuge olmus murine monoklonal OC’ye kars1 antikor igerir. 4
°C’de, uzun siireli 1513a maruz birakilmadan saklandi. 11 ml distile su ile sulandirildi ve

yavas bir sekilde yaklasik 10 dakika karistirildi.

Yikama Tamponu

PBS
8 g NaCl, 0.2 g KCl, 2.9 g Na,HPO412H,0 ve 0.2 g KH,PO, 1000 ml distile suda

¢oOziindiiriilerek hazirlandi.
Numune Sulandirici
11 ml’lik siselerde kullanima hazir halde bulunmaktadir. Tamponlanmis protein

sollisyonu igerir. Sifir standardi, standartlarin diliisyonu ve kalibrasyon egrisinin

tizerindeki numunelerin sulandirilmasi icin kullanildi. 4°C ‘de sakland.
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Substrat Soliisyonu

12 mI’lik sisede kullanima hazir halde bulunmaktadir. Tampon soliisyonunda

tetrametilbenzidin ve hidrojen peroksit icerir. 4°C’de depolanur.

Standartlar

Standartlar 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ng/ml konsantrasyonlarda liyofilize Gla-OC
icermektedir. Her biri 1 ml numune sulandirici ile sulandirilarak kullanima hazir hale

getirildi.

Deney Prosediirii

1. Kullanmadan 6nce biitiin kit icerigi oda 1sisina getirildi. Tam bir karigim elde
etmek icin pleyt yavas bir sekilde pleyt karistiricida karistirildi.

2. 100 pl numune ve 100 pl hazirlanan standartlardan 5 dakika i¢inde belirlenen
kuyucuklara koyuldu ve karistirildi. Pleyt folyo ile kapatildi ve oda 1sisinda (20-25°C) 2
saat inkube edildi. Antijenin denaturasyonunu 6nlemek i¢in serumun 37°C’de inkube
edilmesine dikkat edildi.

3. Pleyt igerigi dokiildii ve 400 ul PBS ile 3 kez yikandi. Yikama basamaklarindan
sonra, 6zellikle son yikama sonrasi pleyt bosaltildi ve kagit havlunun tizerine ters
cevrilerek dikkatlice vuruldu.

4. Kuyucuklara antikor-HRP konjugat soliisyonundan 100 ul pipetlenip karistirildi.
Pleyt folyo ile kapatildi ve 1 saat oda 1s1sinda (20-25°C) inkube edildi.

5. Pleyt igerigi dokiilerek kuyucuklar 4 kez daha onceki basamaktaki gibi PBS ile
yikandi.

6. Her kuyucuga 100 pl substrat soliisyonu eklendi ve 15 dakika oda 1sisinda inkube
edildi.

7. Kuyucuklara 100 ul 1 N H,SOy stop soliisyonu olarak ilave edildi. Pleyte hafifce
vurularak karismasi saglandi.

8. Pleyt okuyucu ile 450 nm’de absorbans 06lciildii. Absorbansin miimkiin oldugu
kadar ¢cabuk okunmasi saglandi. Sonuglar cihaz tarafindan ¢izilen standart egriden (Sekil-

7) yine cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplanarak elde edildi.
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Sekil-7 Osteokalsin standart egrisi

8. Kemik Olciimleri

Tavuklar kesildikten sonra tibiotarsuslar1 ayrilarak ¢evre dokulardan temizlendi.
Dijital terazide tibiotarsusun kemik agirligi (Precisa XB 4200C, Switzerland) saptandi.
Kemik uzunlugu dijital kumpas (Mitutoyo Corporation, Kawasaki, Japan) ile ol¢iildii.
Uzunluk kemigin alt u¢ noktasi ile tibiotarsusun caputu arasindaki mesafeden alindi.
Olciilii silindir ile tibiotarsusun total hacmi tespit edildi. Daha sonra kemigin uzunlugunun
orta noktasindan corpus ¢api Ol¢iildii. Kortikal kalinligin tespiti i¢cin kemik corpus capi
noktasindan tibiotarsusa horizontal bir kesit yapilarak kemigin alt pargcasinin 6n kenarindan
dijital kumpas ile kortikal kalinlig1 saptandi (141, 142).

Kemik kalsiyum diizeylerinin belirlenmesi i¢in tibiotarsus HCI (% 27.66) icinde 5
dakika kaynatildi, kemik iligi ve ¢evre dokular iyice temizlendi ve tamamen yaglarindan
ve sudan arindirmak i¢in 24 saat soksalet ekstraksiyon cihazinda (Gerhardt/Soxtherm
Automatic, Cisariusstrale 97 D-53639 Konigswinter) bekletildi. Kemikler daha sonra
yaglarin ayrilmasi amaciyla susuz eterde 24 saat bekletildi, ikinci ekstraksiyondan sonra
oda 1s1sinda 24 saat kurutuldu. Bunu takiben bir gece 600°C de kiil firininda (Gallenkamp
FR 612, Britain, England) yakild1 (143). Kiil haline getirildikten sonra kemik kalsiyum
diizeyleri spektrofotometrede gliyoksal bis metodu ile dl¢iildii (144).
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9. Yumurta ile ilgili Ol¢iimler

Yumurta Verimi: Kontrol ve deneme gruplarinin yumurtalar1 her giin ayni saatlerde
toplandi. Hayvanlar yumurtlamaya basladiktan itibaren 114 giin boyunca kontrol ve
deneme gruplarinin verim kayitlan diizenli olarak tutuldu. Toplam yumurta sayis1 verim
kayitlarinin tutuldugu toplam giin sayisina (114) ve toplam hayvan sayilarma (10)
boliinerek kontrol ve deneme gruplarina ait hayvan basina diisen giinliik yumurta sayisi

hesaplandi.

Yumurta Agirh@i: Yumurta ile ilgili analizlerin yapilabilmesi i¢in 15 giinde bir belirli
giin ve saatlerde o giine ait yumurtalar her iki grupta da ayr1 ayr toplandi. Ertesi giin
analizler yapildi. Yumurta agirliklar1 hassas terazi ile belirlendi ve bulunan degerler

kaydedildi.

Yumurta Kabuk Kalinhii: Analiz icin toplanan yumurtalarin alt, iist ve orta olmak
tizere li¢ kismindan yumurta kabugu numunesi alindi. Bu numunelerin kalinlig
mikrometre (Mitutoyo, Japan) ile dl¢iiliip, bu ii¢ bolgeden elde edilen degerlerin ortalamasi

almarak kaydedildi.

C. istatistiksel Analizler

SPSS 11.5 adl istatistik program kullanilarak, incelenen haftalarda kontrol ve deneme
gruplarina ait serum kalsiyum, fosfor, plazma amylin, kalsitonin, PTHrP, 1,25 (OH),
vitamin D, serum osteokalsin konsantrasyonlarinin ve kemik kalsiyum diizeyi,
tibiotarsusun kortikal kalinligi, agirligi, uzunlugu ve total hacminin aritmetik ortalamalari
(¥) ve standart hatalar1 (S.E.M.) hesaplandi. Kontrol ve deneme gruplarina ait veriler
arasindaki farkliliklar parametrik test varsayimlar yerine gelmedigi i¢in Mann Whitney U
testi ile arastirilarak p<0.01 ve p<0.05 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi
(145).
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BULGULAR

Yumurtaci tavuklarda kontrol gruplarinda 14, 16, 18, 20. haftalarda sirasiyla serum
kalsiyum konsantrasyonlart 13.65, 12.39, 10.66, 12.51 mg/dl, serum fosfor
konsantrasyonlar1 6.25, 5.13, 5.53, 3.22 mg/dl, plazma amylin konsantrasyonlar1 12.06,
30.33, 24.64, 25.89 pM, plazma kalsitonin konsantrasyonlar1 3.24, 2.41, 1.34, 0.55 ng/ml,
plazma PTHrP konsantrasyonlar 1.41, 0.99, 0.76, 0.66 ng/ml, plazma 1,25 (OH), vitamin
D konsantrasyonlar1 40.64, 52.42, 51.99, 60.77 pg/ml, serum osteokalsin konsantrasyonlari
1.18, 1.15, 1.15, 0.83 ng/ml (Tablo-3), kemik kalsiyum diizeyleri % 18.18, 18.50, 17.85,
19.27 g, tibiotarsusun kortikal kalinlig1 0.67, 0.78, 1.01, 1.11 mm, agirhig 5.43, 6.22, 8.88,
7.55 g, uzunlugu 11.29, 11.49, 11.65, 11.69 cm, total hacmi 5.90, 6.40, 7.30, 6.60 cm’
olarak belirlendi (Tablo-4).

Deneme gruplarinda 14, 16, 18, 20. haftalarda sirasiyla serum kalsiyum
konsantrasyonlart 11.32, 10.12, 9.62, 10.54 mg/dl, serum fosfor konsantrasyonlar1 5.08,
5.36, 5.73, 3.95 mg/dl, plazma amylin konsantrasyonlar1 15.00, 33.78, 31.42, 35.52 pM,
plazma kalsitonin konsantrasyonlar1 3.26, 2.56, 2.61, 1.00 ng/ml, plazma PTHrP
konsantrasyonlar1 1.98, 1.31, 0.85, 0.71 ng/ml, plazma 1,25 (OH), vitamin D 54.69, 67.70,
72.45, 73.02 pg/ml, serum osteokalsin konsantrasyonlar1 1.19, 1.26, 1.29, 0.84 ng/ml
(Tablo-3), kemik kalsiyum konsantrasyonlar1 % 21.31, 19.53, 20.38, 23.20 g, tibiotarsusun
kortikal kalinlig1 0.78, 0.87, 1.60, 1.66 mm, agirhig1 5.38, 6.42, 8.85, 7.53 g, uzunlugu
11.24, 11.56, 11.49, 11.51 cm ve total hacmi 6.00, 6.40, 7.40, 6.80 cm® olarak belirlendi
(Tablo-4).

Serum kalsiyum konsantrasyonlar1 14 haftalik yumurtaci tavuklarda p<0.05; 16, 18 ve
20 haftaliklarda ise p<0.01 diizeyinde olmak iizere deneme gruplarinda kontrol
gruplarindan daha diisiik bulundu (Tablo-3 ve Sekil-8). Plazma kalsitonin
konsantrasyonlarinda 14 ve 16 haftalik tavuklarda deneme ve kontrol gruplar1 arasinda bir
fark bulunamazken, 18 ve 20 haftaliklarda deneme gruplarinda kontrol gruplarina gore
daha yiiksek kalsitonin degerleri belirlendi (p<0.05) (Tablo-3 ve Sekil-11). Serum fosfor,
plazma amylin, plazma PTHrP, 1,25 (OH), vitamin D ve serum osteokalsin
konsantrasyonlarinda biitiin haftalarda deneme ve kontrol gruplari arasinda istatistiki
acidan herhangi bir fark bulunamadi (Tablo-3, Sekil-9,10,12-14). Kemik kalsiyum
diizeyleri biitiin haftalarda deneme gruplarinda kontrol gruplarina gore daha yiiksek

bulundu. Bu fark 14, 16, 18 haftalik yamurtaci tavuklarda p<0.05, 20 haftaliklarda ise
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p<0.01 diizeyinde 6nemliydi (Tablo-4 ve Sekil-15). Tibiotarsusun kortikal kalinliginda 14
haftalik yumurtaci tavuklarda deneme ve kontrol gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli
bir fark bulunamazken, 16 haftaliklarda p<0.05 ve 18, 20 haftaliklarda ise p<0.01
diizeyinde deneme gruplarinda kontrol gruplarindan daha yiiksek bulundu (Tablo-4 ve
Sekil-16). Tibiotarsusun agirligi, uzunlugu ve total hacminde deneme ve kontrol
gruplarinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunamadi (Tablo-4, Sekil-17-19).

20. haftadan 35. haftaya kadar bakilan yumurtaci tavuklarda ortalama yumurta agirligi,
kontrol grubunda 54.49 g, deneme grubunda 55.97 g olarak belirlendi. Istatistiki
incelemede gruplar arasinda 6nem saptanmadi. Yumurta kabuk kalinliklar1 kontrol
grubunda 35.29 mmx100 ve deneme grubunda 36.69 mmx100 olarak o6l¢iildii. Deneme
grubunda yumurta kabuk kalinliklar1 kontrol grubuna gore istatistiki olarak daha yiiksek
bulundu (p<0.05) (Tablo-5). Belirtilen siirecte bu tavuklardan elde edilen yumurtalar
sayildiginda giinliik hayvan basina diisen yumurta sayis1 deneme grubunda 0.85, kontrol
grubunda 0.82 olarak tespit edildi. Gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli diizeyde
farklilik belirlenmedi.

35. haftadaki tavuklarda kontrol grubunda serum kalsiyum konsantrasyonlar1 12.51
mg/dl, serum fosfor konsantrasyonlar1 3.69 mg/dl, plazma amylin konsantrasyonlar1 6.93
pM, plazma kalsitonin konsantrasyonlar1 0.66 ng/ml, plazma PTHrP konsantrasyonlari
0.63 ng/ml, plazma 1,25 (OH), vitamin D konsantrasyonlar1 73.25 pg/ml, serum
osteokalsin konsantrasyonlari 0.81 ng/ml (Tablo-6) kemik kalsiyum diizeyleri % 20.17 g,
tibiotarsusun kortikal kalinlig1 1.38 mm, agirlig1 7.26 g, uzunlugu 11.64 cm ve total hacmi
6.50 cm’ olarak belirlendi (Tablo-7).

35. haftadaki deneme grubunda serum kalsiyum konsantrasyonlar1 12.64 mg/dl, serum
fosfor konsantrasyonlar1 3.47 mg/dl, plazma amylin konsantrasyonlar1 9.43 pM, plazma
kalsitonin konsantrasyonlar1 1.48 pg/ml, plazma PTHrP konsantrasyonlar1 0.76 ng/ml,
plazma 1,25 (OH), vitamin D konsantrasyonlar1 72.75 pg/ml, serum osteokalsin
konsantrasyonlar1 0.84 ng/ml (Tablo-6), kemik kalsiyum diizeyleri % 20.24 g,
tibiotarsusun kortikal kalinligr 1.93 mm, agirligi 7.34 g, uzunlugu 11.92 cm ve total hacmi
6.60 cm’ olarak belirlendi (Tablo-7).

35. haftada tibiotarsusun kortikal kalinlig1 hari¢ diger kemik 6l¢timlerinde deneme ve
kontrol gruplart arasinda istatistiki acidan énemli bir fark gézlenmedi. Tibiotarsusun
kortikal kalinlig1 deneme grubunda kontrol grubuna goére daha yiiksek bulundu (p<0.05)
(Tablo-6 ve 7).
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Tablo-3 14-20 haftalik yumurtaci tavuklarda bazi kan parametreleri (n=5)

14. hafta 16. hafta 18. hafta 20. hafta

Kan Parametreleri Kontrol Deneme Kontrol Deneme Kontrol Deneme Kontrol Deneme

X +SEM. X +S.EM. X +SEM. X +SEM. X +SEM. X +SEM. X +SEM. X +SEM.
Serum Kalsiyum 13.65 + 0.59 11.32 £0.43° | 12.39 +0.37 10.12 £ 027" | 10.66 +0.18 0.62+0.13" | 12.51+£0.23 10.54 £ 0.14™
(mg/dl)
Serum Fosfor 6.25+0.53 5.08 £ 0.81 5.13+0.39 5.36 +0.35 5.53+£0.22 5.73+£0.47 3.22+0.14 3.95+0.29
(mg/dl)
Plazma Amylin 12.06 + 3.50 15.00+5.70 | 30.33 +7.30 33.78 £3.92 24.64 +3.96 31.42£580 | 25.89+4.32 35.52£9.42
(pPM)
Plazma Kalsitonin 3.24 +0.38 3.26 +0.29 241 +0.22 2.56 +0.41 1.34£0.11 2.61+0.27 0.55+0.13 1.00£0.18"
(ng/ml)
Plazma PTHrP 1.41+£0.22 1.98 +0.68 0.99 +0.10 1.31 £0.26 0.76 + 0.67 0.85+0.10 0.66 + 0.04 0.71+0.12
(ng/ml)
Plazma 1,25 (OH) | 641560 | 5469839 | 524241163 | 67701247 |51.99£532 | 7245+10.18 | 60.77 +6.18 73.02 £ 7.49
Vitamin D (pg/ml)
Serum Osteokalsin 1.18 £0.08 1.19 +£0.15 1.15 £ 0.09 1.26 +0.27 1.15+0.15 1.29 £ 0.34 0.83 £ 0.08 0.84 +0.07
(ng/ml)

* :Aym haftada kontrol ve deneme gruplar arasindaki fark p<0.05 diizeyinde énemlidir (Mann-Whitney U testi)

** :Aym haftada kontrol ve deneme gruplar arasindaki fark p<0.01 diizeyinde 6nemlidir (Mann-Whitney U testi)
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Tablo-4 14-20 haftalik yumurtaci tavuklarda kemik degerlendirmeleri (n=5)

14. hafta 16. hafta 18. hafta 20. hafta

Kemik . Kontrol Deneme Kontrol Deneme Kontrol Deneme Kontrol Deneme
Parametreleri X +S.EM. X +SEM. X +SEM. X +SEM. X +S.EM. X +SEM. X +SEM. X +SEM.
Kemik Kalsiyum 18.18 £ 0.61 21.31+£0.62° | 18.50 +0.33 19.53+0.34" | 17.85+0.78 20.38 +0.94" 19.27 £ 0.51 23.20+0.87"
(% g)
Tibiotarsusun 0.67 +0.19 0.78 +0.19 0.78 +0.03 0.87 +£0.03" 1.01 £0.03 1.60 +0.03™ 1.11 £0.01 1.66 +0.01°
Kortikal Kalinligi
(mm)
Tibiotarsusun 5.43+0.14 5.38+0.16 6.22+0.121 6.42 +0.28 8.88 +0.37 8.85+0.22 7.55+0.27 7.53+0.12
Agirligi (g)

o 11.29 +0.13 11.24+0.16 11.49+0.13 | 11.56£0.19 11.65+0.19 11.49 + 0.04 11.69 +0.16 11.51+0.48
Tibiotarsusun
Uzunlugu (cm)
Tibiotarsusun Total | 390 % 0:24 6.00+0.15 6.40 £0.24 6.40 + 0.40 7.30 £ 0.53 7.40 +0.24 6.60 +0.24 6.80 +0.20
Hacmi (cm®)

* :Aym haftada kontrol ve deneme gruplan arasindaki fark p<0.05 diizeyinde 6nemlidir (Mann-Whitney U testi)

** :Aym haftada kontrol ve deneme gruplar arasindaki fark p<0.01 diizeyinde énemlidir (Mann-Whitney U testi)
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Tablo-5 20-35. haftalar aras1 amylin enjeksiyonu yapilmadan beslenen tavuklarda yumurta

verimi degerlendirmeleri  (n=65)

Yumurta Parametreleri Kontrol Deneme

X +SEM. X £+SEM
Yumurta agirhg (g) 54.49£0.57 55.97 +£0.86
Yumurta Kabuk Kalinlig 35.29 +0.30 36.69 +0.45"
(mmx100)

*: Kontrol ve deneme gruplari arasindaki fark p<0.05 diizeyinde 6nemlidir

Tablo-6 20-35. haftalar arast amylin enjeksiyonu yapilmadan beslenen tavuklarda

35.haftadaki baz1 kan parametreleri (n=5)

Kan P treleri Kontrol Deneme
an Fatametreiert X +SEM X +SEM
Serum Kalsiyum (mg/dl) 12.51+0.23 12.64 £ 0.27
Serum Fosfor (mg/dl) 3.69 +£0.36 3.47+0.33
Plazma Amylin (pM) 6.93 £0.94 9.43 £1.46
Plazma Kalsitonin(ng/ml) 0.66 = 0.08 1.48 £ 0.90
Plazma PTHrP(ng/ml) 0.63 £0.04 0.76 £ 0.07
Plazma 1,25 (OH), Vitamin D 7325 + 14.11 72.75 + 15.89
(pg/ml)
Serum Osteokalsin (ng/ml) 0.81£0.04 0.84 £0.20
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Tablo-7 20-35. haftalar arast amylin enjeksiyonu yapilmadan beslenen tavuklarda

35.haftadaki kemik degerlendirmeleri (n=5)

. . Kontrol Deneme
Kemik Parametreleri ¥ +SEM ¥ +SEM
Kemik Kalsiyum (%g) 20.17 £0.22 20.24 £ 0.37
Tibiotarsusun Kortikal Kalinligt 1.38 £ 0.03 193 10.03°
(mm)

Tibiotarsusun Agirligi (g) 7.26 +£0.33 7.34 £0.31
Tibiotarsusun Uzunlugu (cm) 11.64 £0.95 11.92 £0.20
Tibiotarsusun Total Hacmi (cm3) 6.50+0.31 6.60 = 0.29

* 1 Kontrol ve deneme gruplar arasindaki fark p<0.05 diizeyinde dnemlidir
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Sekil-8 Kontrol ve deneme gruplarinda haftalara gére serum kalsiyum konsantrasyonu
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Sekil-9 Kontrol ve deneme gruplarinda haftalara gére serum fosfor konsantrasyonu
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Sekil-11 Kontrol ve deneme gruplarinda haftalara gore plazma kalsitonin konsantrasyonu
*
p<0.05
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Sekil-12 Kontrol ve deneme gruplarinda haftalara gore plazma PTHrP konsantrasyonu
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Sekil-13 Kontrol ve deneme gruplarinda haftalara gore plazma 1,25 (OH), vitamin D

konsantrasyonu
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Sekil-15 Kontrol ve deneme gruplarinda haftalara gore kemik kalsiyum konsantrasyonu
* p<0.05, ** p<0.01
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Sekil-17 Kontrol ve deneme gruplarinda haftalara gore tibiotarsusun agirligi
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Sekil-19 Kontrol ve deneme gruplarinda haftalara gore tibiotarsusun total hacmi
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TARTISMA VE SONUC

Yumurtaci tavuklarda amylinin serum kalsiyum ve fosfor, plazma amylin, kalsitonin,
PTHrP, 1,25(0OH), vitamin D ve serum osteokalsin konsantrasyonu, kemik kalsiyum
diizeyi, tibiotarsusun kortikal kalinligi, agirligi, uzunlugu ve total hacmi iizerine etkileri
incelendi.

Bu ¢alismada plazma amylin konsantrasyonlari kontrol grubunda 12.06, 30.33, 24.64,
25.89 pM, deneme grubunda 15.00, 33.78, 31.42, 35.52 pM, olarak belirlendi (Tablo-3 ve
Sekil-10). Amylinin etkileriyle ilgili insan ve rodentlerde ¢calismalar yapilmig, yumurtaci
tavuklar dahil olmak iizere diger hayvan tiirleri iizerindeki etkileri ise heniiz tam olarak
acikliga kavusturulamamistir. Plazma amylin konsantrasyonu insan, rat ve bir ¢calismada
da kegilerde aragtirllmistir. insanlarda amylin konsantrasyonunun aclikta 4 pmol/L iken
gida alimi sonras1 25 pmol/L diizeylerine kadar ¢iktig1 belirtilmistir (35). Bagska calismada
insanlarda aglik amylin konsantrasyonu 7 pg/ml olarak belirtilmistir (146). Ratlarda
yapilan bir ¢calismada hayvanlar a¢ birakildiginda amylin diizeyleri 1.63 pM diizeylerinde
bulunmus, besleme sonrasi bu deger 7.70 pM’a kadar yiikselmistir (147). Kegilerde
amylinin metabolik etkilerini arastiran bir ¢calismada intravendz amylin enjeksiyonu
yapilmis, enjeksiyondan 6nce amylin konsantrasyonu 10.8 pmol/L olarak belirlenirken,
enjeksiyon siiresince 66.7 pmol/L diizeylerinde saptanmistir (148). Bu calismada deneme
grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek degerler bulunmakla birlikte enjeksiyonlar
subkutan ve giin asir1 yapildigi i¢in bu fark istatistiki agidan bir onem olusturmadi (Tablo-3
ve Sekil-10).

Serum kalsiyum konsantrasyonlar1 kontrol grubunda 13.65, 12.39, 10.66, 12.51 mg/dl,
deneme grubunda 11.32, 10.12, 9.62, 10.54 mg/dl olarak belirlendi (Tablo-3 ve Sekil-8).
Yumurtaci tavuklarda ¢esitli literatiirlerde serum kalsiyum konsantrasyonlar1 18.13-24.54
mg/dl (149), 13.7-17 mg/dl (150), 11.8 mg/dl (151) olarak bildirilmistir. Kontrol grubu
degerleri literatiirlerin bir kismi ile benzerlik gostermekle birlikte deneme grubuna ait
degerler daha diisiik olarak bulundu (150, 151). Insan ve hayvanlarda daha 6nce yapilan
calismalarda amylinin serum kalsiyum diizeylerini diisiiriicii etkisinin oldugu ortaya
koyulmustur (96, 113, 114, 152). Min ve arkadaslar1 (148) 1999 yilinda yaptiklari
calismada laktasyondaki kecilerde amylinin hipokalsemik bir ajan oldugunu
belirlemislerdir. Bunun yaninda amylin, dolasimdaki kalsiyum miktarim artan renal atilim

ile de azaltabilir. Fizyolojik dozlarda amylinin ratlara subkutan yolla enjeksiyonunun
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kalsiyumun {iriner yolla atilimin1 artirdig1 ortaya koyulmustur (153). Benzer sekilde Miles
ve arkadaslar1 (121) kopeklerde amylinin serum kalsiyum diizeylerini diisiirdiigiinii ve
kalsitoninden bagimsiz olarak kalsiyumun renal atilimini artirdigini belirtmislerdir. Bu
mekanizmanin yaninda amylinin hipokalsemik roliinii osteoklastlar aracilig1 ile kemik
rezorpsiyonunu azaltarak gosterdigine dair calismalar da fazladir (114, 120). Belirtilen
calismalardakine benzer sekilde bu ¢alismada da amylin infiizyonunun yumurtact
tavuklarda serum kalsiyum konsantrasyonlarini onemli derecede diisiirdiigii gézlendi ve bu
bulgu amylinin yumurtaci tavuklardaki hipokalsemik etkisini ilk defa ortaya koymasi
acisindan 6nemli olarak degerlendirildi. Hipokalsemik etki amylinin kalsitonin ailesinin
bir iiyesi olmasina baglanabilir.

Serum fosfor konsantrasyonlar1 kontrol grubunda 6.25, 5.13, 5.53, 3.22 mg/dl, deneme
grubunda 5.08, 5.36, 5.73, 3.95 mg/dl olarak belirlendi (Tablo-3 ve Sekil-9). Serum fosfor
konsantrasyonlar ¢esitli literatiirlerde tavuklar icin 7.10-12.61 mg/dl (149), 5.66-6.91
mg/dl (150) olarak bildirilmistir. Calismada belirlenen degerler kontrol grubunda 3.22 ile
6.25 mg/dl, deneme grubunda 3.95 ile 5.73 mg/dl arasinda degismektedir ve bu degerler
genel olarak literatiirlerde bildirilen degerlerle benzerlik gostermektedir (150). Bu
calismada yumurtaci tavuklara subkutan olarak amylin uygulanmasi fosfor
konsantrasyonlarinda onemli bir degisiklik meydana getirmedi (Tablo-3 ve Sekil-9).

Plazma kalsitonin konsantrasyonlari kontrol grubunda 3.24, 2.41, 1.34, 0.55 ng/ml
deneme grubunda 3.26, 2.56, 2.61, 1.00 ng/ml olarak ol¢iildii (Tablo-3 ve Sekil-11). 2-8
haftalik broyler tavuklarda yapilan bir caligmada 0.25-0,60 ng/ml degerleri arasinda
bulundugu belirtilmistir (154). Plazma kalsitonin konsantrasyonlar1 18 ve 20 haftalik
yumurtact tavuklarda deneme gruplarinda kontrol gruplarina goére daha yiiksek bulundu.
Amylin enjeksiyonu bir siire sonra plazma kalsitonin diizeylerinde bir yiikselme meydana
getirdi (Tablo-3 ve Sekil-11).

Plazma PTHrP konsantrasyonlari kontrol grubunda 1.41, 0.99, 0.76, 0.66 ng/ml
deneme grubunda 1.98, 1.31, 0.85, 0.71 ng/ml olarak belirlendi (Tablo-3 ve Sekil-12).
Yapilan caligmalarda farede 1 pM (155, 156) olarak belirtilmistir. Bu ¢alismada degerler
kontrol grubunda ortalama 1.11 ng/ml ve deneme grubunda ortalama 1.05 ng/ml olarak
bulundu (Tablo-3 ve Sekil-12). Kontrol ve deneme grubu arasinda plazma PTHrP
konsantrasyonlarinda onemli bir fark gozlenmedi. PTHrP, endokrin bezler, kaslar, beyin,
lenfositler, bobrek, akcigerler, kemik, deri gibi bircok doku tarafindan iiretilmektedir. Bu
dokularin ¢ogunda fonksiyonu heniiz tam anlagilamamis olmasina ragmen, normal insan ve

hayvanlarda dolagimdaki diizeyleri diisiik oldugu icin otokrin ve parakrin diizenleyici
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faktor olarak gorev yaptigr diisiiniilmektedir. Gebelik siiresince bircok dokunun
farklilagsmasinda rol oynamaktadir. Fotal dokularda 6zellikle kemik biiyiimesi ve
gelismesinde onemlidir. Kondrositlerin proliferatif bolgeden hipertrofik bolgeye gecerek
olgunlagmasini inhibe ederken, kikirdakta kondrosit proliferasyonunu aktive ederek
epifizeal plagin gelismesini diizenlemektedir. Normal endokondrial kemik gelismesinin
temel hormonu olarak bilinmektedir (139).

Plazma 1,25 (OH), vitamin D konsantrasyonlar1 kontrol grubunda 40,64, 52.42, 51.99,
60.77 pg/ml deneme grubunda 54.69, 67.70, 72.45, 73.02 pg/ml olarak bulundu (Tablo-3
ve Sekil-13). Yumurtaci tavuklarda 23. haftada 142.21 pg/ml, 15. haftada 53.59 pg/ml
degerleri bildirilmistir (157).

Viicutta kalsiyum seviyesinin azalmasi, yani kalsiyum gereksinimi parathormon
salinimini uyarmaktadir ve bunun sonucu olarak salgilanan paratiroid hormon 1-
hidroksilaz enzimini aktive ederek bir D vitamini tiirevi olan 1,25 (OH), vitamin D’nin
aktif hale gecmesini saglamaktadir. 1,25 (OH); vitamin D bir yandan bagirsaklardan
kalsiyum emilimini artirirken, diger yandan da kemiklerden kana kalsiyum salinimini
uyarmaktadir (16). Plazma kalsiyum diizeyinin diizenlenmesinde PTH yaninda iki hormon
daha rol oynar. Kalsitrol, bagirsaklardan kalsiyum iyonlar1 emilimini artirarak plazma
kalsiyum diizeyini yiikseltmektedir. Baslica tiroidin C hiicrelerinden salinan kalsitonin ise
kemik yikimini ve bagirsaktan emilimini azaltarak plazma kalsiyum diizeyini
diisiirmektedir (158).

Serum osteokalsin konsantrasyonlar1 kontrol grubunda 1.18, 1.15, 1.15, 0.83 ng/ml
deneme grubunda 1.19, 1.26, 1.29, 0.84 ng/ml olarak belirlendi (Tablo-3 ve Sekil-14).
Serum osteokalsin konsantrasyonlari yas, cinsiyet, ¢cevre gibi bircok faktdrden
etkilenmektedir. Insanlarda erkekte 3-13 ng/ml, disilerde ise 0.4-11 ng/ml arasinda
degismektedir (140). Bildircinlarda yapilan bir ¢alismada 8.72 ng/ml olarak bulunmustur
(159). Yumurtaci tavuklarda subkutan olarak amylin uygulamasi serum osteoklasin
konsantrasyonlarinda bir fark olusturmadi (Tablo-3 ve Sekil-14). Osteokalsin kemik
olusumundan sorumlu hiicreler olan osteoblastlar tarafindan iskelette sentezlenmektedir.
Sentezi 1,25 (OH), vitamin D tarafindan uyarilmaktadir. Osteokalsinin % 10-30’1uk kismi1
dolasima salindig1 icin serum osteokalsin diizeyi, kemik olusumu ve osteoblastlar
tarafindan sentezlenen osteokalsini yansitmaktadir (140).

Amylin, kalsitonin gen ailesinden olan kalsitonin ve CGRP ile yapisal olarak
benzedigi i¢in viicutta olusturdugu etkiler de onlarla benzerdir. Amylin ve CGRP in vivo

olarak kalsitonin benzeri bir hipokalsemik aktiviteye sahiptir. Insan amylini ve CGRP,
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1,25 (OH), vitamin D’nin neden oldugu kemik rezorpsiyonunu inhibe etmektedir.
Osteoblast proliferasyonunu artirirken, osteoklast proliferasyonu ve kemik rezorpsiyonunu
da inhibe etmektedir. Bu durum amylinin kemiklerden kalsiyum rezorpsiyonunu inhibe
etmesi ve bagirsaklardan kalsiyum emilimini arttiran 1,25 (OH), vitamin D sentezini
uyarici yonde etki gostermesiyle aciklanabilir (12).

Bu calismada elde edilen sonuglar, incelenen hormonlarin fonksiyonlart ve etki
mekanizmalari ile ilgili bilgileri destekleyecek sekilde uyumlu bulunmustur. Istatistiki
analizlerde amylin, PTHrP, osteokalsin, 1,25 (OH), vitamin D konsantrasyonlarinda
kontrol ve deneme gruplarinda 6nemli bir fark bulunamamasina ragmen veriler
incelendiginde deneme gruplarina ait degerlerin kontrol gruplarindan biraz daha yiiksek
oldugu goriilmektedir (Tablo-3). Amylin enjekte edilen deneme gruplarinda amylin ve
kalsitonin konsantrasyonlarinin artmasi serum kalsiyum konsantrasyonunun diismesine
neden olmustur. Bu durum ise amylinin kemiklerden kalsiyum rezorpsiyonunu inhibe
etmesinden dolay1 parathormon vasitasiyla bagirsaklardan kalsiyum emilimini artiran 1,25
(OH), vitamin D uyarilmasim saglamistir. Deneme gruplarindaki hayvanlarda kemik
kalsiyum konsantrasyonlarinin artmasi da bu durumu desteklemektedir.

Deneme gruplarinda biraz daha yiiksek bulunan PTHrP ve osteokalsin
konsantrasyonlar1 da kemik gelisimleri yoniinden pozitif bir etkinin varligim
yansitmaktadir. Plazma kalsitonin degerleri incelendiginde 14 ve 16 haftalik yagslarda
onemli bir fark bulunamamasina ragmen deneme grubunun degerleri kontrol grubunun
degerlerinden daha yiiksek olarak belirlenmistir. 18 ve 20 haftalik yaslarda ise deneme ve
kontrol gruplarinda p<0.05 diizeyinde 6nem bulunmustur. Bu 6nem hayvanlara amylin
verilmesine devam edildiginde ayni aileden olan kalsitonin ile sinerjik etki olugturmasi ile
aciklanabilir.

Kemik kalsiyum diizeyleri kontrol grubunda % 18.18, 18.50, 17.85, 19.27 g, deneme
grubunda % 21.31, 19.53, 20.38, 23.20 g olarak bulundu (Tablo-4 ve Sekil-15). Yapilan
calismalarda 69 haftalik kahverengi yumurtaci tavuklarda kemik kalsiyum diizeyleri % 37-
38 g (160), 68 haftalik beyaz leghorn irkinda % 38.9-40.2 g (161) olarak bulunmustur.
Amylinin kemik yapisinda, osteoblast ve osteoklastlarin yiizeyinde, bobreklerde
reseptorlerinin bulundugu ve bu bolgelerdeki reseptorler araciligiyla kemikler iizerinde de
onemli etkiler olusturdugu bildirilmektedir (3). Bazi ¢calismalar amylin infiizyonunun
kemik kalsiyum diizeylerini artirdigini ortaya koymustur. Bununla iligkili olarak Cornish
ve arkadaslar (1) yetigkin farelerin calvaria bolgesine haftada 5 giin siireyle amylin enjekte

etmisler ve kemik sekillenmesinin histomorfometrik indekslerinde artma, kemik
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rezorpsiyonunda azalma ve mineralize kemik bolgesinde dnemli bir yiikselme oldugunu
aciklamislardir. Amylin kalsitonin ailesinin bir tiyesi oldugu i¢in kandan kemige kalsiyum
gecisini uyarmakta ve kemik rezorpsiyonunu inhibe etmektedir. Bu nedenle serum
kalsiyum diizeyleri diiserken kemik kalsiyum diizeyleri artmaktadir (12). Yapilan
calismada da kemik kalsiyum degerleri deneme gruplarinda kontrol gruplarina gére 6nemli
(p<0,05) diizeyde yiiksek bulundu (Tablo-4 ve Sekil-15).

Tibiotarsusun kortikal kalinligi kontrol grubunda 0.67, 0.78, 1.01, 1.11 mm, deneme
grubunda 0.78, 0.87, 1.60, 1.66 mm olarak 6l¢iildii (Tablo-4 ve Sekil-16). Bir calismada
72 haftalik yumurtaci tavuklarda kafes sistemi ile beslenenlerde tibianin kortikal kalinligi
ortalama 0.87 mm olarak bulunmustur (162). Daha 6nceki bir ¢calismada farelere amylin
(1-8) enjekte edilmis ve tibianin kortikal kalinliginin % 8 (kontrol grubunda 0.160 iken
deneme grubunda 0.173’e yiikselmistir) arttig1 gozlemlenmistir (13). Cornish ve
arkadaslan (14) yaptiklar bir bagka ¢alismada yetiskin farelere verilen tam amylin
peptidinin tibiotarsusun kortikal kalinliginda 6nemli bir yiikselme olusturdugunu ortaya
koymuslardir. Bu ¢aligmada da tam amylin peptidi yaklasik aym dozlarda enjekte edildi ve
16,18, 20 ve 35 haftalik tavuklarda tibiotarsusun kortikal kalinliginda 6nemli bir yiikselme
oldugu belirlendi (Tablo-4 ve Sekil-16).

Tibiotarsusun agirligi kontrol grubunda 5.43, 6.22, 8.88, 7.55 g, deneme grubunda
5.38, 6.42, 8.85, 7.53 g olarak bulundu (Tablo-4 ve Sekil-17). Bir ¢calismada bu deger 50
haftalik yumurtaci tavuklarda ortalama 5.69 g (163) olarak bildirilmistir.

Tibiotarsusun uzunlugu kontrol grubunda 11.29, 11.49, 11.65, 11.69 cm, deneme
grubunda 11.24, 11.56, 11.49, 11.51 cm olarak 6l¢iildii (Tablo-4 ve Sekil-18).

Tibiotarsusun total hacmi kontrol grubunda 5.90, 6.40, 7.30, 6.60 cm3, deneme
grubunda 6.00, 6.40, 7.40, 6.80 cm?® olarak hesaplandi (Tablo-4 ve Sekil-19). Bir
calismada 50 haftalik yumurtaci tavuklarda ortalama 7.06 cm® olarak bulundugu
belirtilmistir (163). Bu ¢alismada yumurtaci tavuklara subkutan olarak uygulanan
amylinin bu dozlan tibiotarsusun agirligi, uzunlugu ve total hacminde istatistiki agidan
onemli bir fark olusturmadi (Tablo-4 ve Sekil-17-19).

Yumurtaci tavuk yetistiriciliginde kalsiyum metabolizmasi ve kemik gelisimi 6zel bir
Oneme sahiptir. Tavuk, yumurtladig1 her yumurta ile beraber 2 g’dan fazla kalsiyumu
viicudundan kaybeder. Uterusta cereyan eden kabuk sentezi i¢in gerekli olan kalsiyumun
onemli bir kism1 yemdeki kalsiyum kaynaklarindan gelirken % 30 kadar1 da kemiklerden
rezorbe edilir. Bu mekanizmalar yoluyla da yeterli kalsiyum saglanamadiginda yumurta

veriminde azalma ve ince kabuklu yumurta iiretimi goriilmeye baslanmaktadir (17, 18).
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Yumurta tavuk¢ulugunda kabuk kiriklari nedeniyle olusan kayiplar olduk¢a 6nemli bir yer
tutmaktadir. Uretilen yumurtalar icinde kabuk kiriklar1 nedeniyle satisa sunulamayan
yumurtalarin oranini, Harms ve arkadaslar1 % 6.5 (164), Keshavarz %6-16 (165) olarak
bildirmekedir. Hunton (166) 100.000 kapasitelik bir isletmede her % 1’lik kirik artiginin
yillik kazangta 10.000 dolar kayba yol agtigimi belirtmektedir. Kabuk kiriklar1 nedeniyle
degerlendirilemeyen yumurtalar sadece iireticiler acisindan ekonomik kayip olarak
kalmayip, ayn1 zamanda artan diinya niifusunun saglikli beslenmesi i¢in baslica protein
kaynaklarindan biri olan yumurtanin da kayb1 anlamina gelmektedir. Kabuk biitiinliigii
bozulmus yumurtalarin tiiketiciye sunulmasi gida giivenligi agisindan risk tagimaktadir.
Bu caligmada amylin ilavesi ile giinliik hayvan basina diisen yumurta sayisinda istatistiki
acidan 6nemli olmasa da artma kaydedilmistir. Deneme grubundaki hayvanlar kontrol
grubuna gore daha 6nce yumurtlama donemine gecmislerdir. Ayrica deneme grubunda ¢ift
sarilt yumurtaya fazla miktarda rastlanmasina ragmen kontrol grubunda hig ¢ift sarili
yumurta elde edilmemistir. Cift sarili yumurta tiiketici agisindan 6nem verilen ve istenen
bir durumdur. Yumurta kabuk kalinlig1 kontrol grubunda 35.29 mmx100, deneme
grubunda 36.69 mmx100 olarak bulunmustur (Tablo-5). Bazi caligmalarda 20 haftalik
yumurtact tavuklarda 0.36 mm (167), 31 haftaliklarda 34.8 (x100 mm) (168), 21-30
haftaliklarda 0.358 mm ve 31-41 haftaliklarda 0.356 mm (169) olarak bildirilmistir. Bu
calismada subkutan amylin enjeksiyonu ile yumurta kabuk kalinliginda da artma
gozlenmistir (p<0.05) (Tablo-5). Bu artis diisiik serum kalsiyum konsantrasyonunun diger
bir sebebi olabilir. Amylin serum kalsiyumunu kandan kemige depolayip kemik
rezorpsiyonunu engellerken, yumurta kabugu olusumu i¢in de serumdan kalsiyum
cekmektedir.

Yumurta agirligi kontrol grubunda 54.49 g, deneme grubunda 55.97 g olarak bulundu
(Tablo-5). Bazi caligmalarda yumurtaci tavuklarda 62.2 g (167), 22 haftalik beyaz
yumurtact tavuklarda 54.33 g, kahverengi yumurtaci tavuklarda 61.39 g (170) olarak
bulundugu bildirilmistir. Bu ¢alismada amylinin uygulanan bu dozu yumurta agirliginda
istatistiki agidan 6nemli bir fark olusturmadi (Tablo-5). Elde edilen veriler amylinin
yumurta veriminin artmasinda da etkili bir hormon olabilecegini diisiindiirmiistiir

35.nci haftada yapilan dl¢timlerde tibiotarsusun kortikal kalinlig hari¢ diger
parametrelerde dnemli bir farklilik tespit edilemedi (Tablo-6 ve 7). Bu durum 20. haftadan
sonra amylin enjeksiyonunun kesilmesi nedeniyle olabilir. Kortikal kalinlik kontrol

grubunda 1.38 mm, deneme grubunda ise 1.93 mm olarak tespit edildi (Tablo-7).
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Calismada amylin uygulanan grupta elde edilen bu bulgular, amylinin kalsiyum
metabolizmasi ve kemik gelisimini olumlu yonde etkiledigi goriisiinii desteklemektedir.
Ayrica yumurtaci tavuklarda yumurta sayist, agirligi, kabuk kalinligi ve kemik kalsiyumundaki
artiglar, amylinin verim siiresiyle kalitesini artiracagini diisiindiirmektedir. Calismada elde
edilen verilerin bu konuda yapilacak arastirmalara kaynak olusturmasi agisindan dnemli

oldugu kanisina varildi.
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