T.C.
BURSA ULUDAG UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
TIBBi FARMAKOLOJi ANABILIM DALI

INSULIN’IN SICANLARDA URIDIN DUZEYLERINE ETKISININ
ARASTIRILMASI

MESUT TURKYILMAZ

(YUKSEK LiSANS TEZI)

BURSA-2018




T.C.
BURSA ULUDAG UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLiIMLERI ENSTITUSU
TIBBi FARMAKOLOJi ANABILiM DALI

INSULIN’IN SICANLARDA URIDIN DUZEYLERINE ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Mesut TURKYILMAZ

(YUKSEK LISANS TEZI)

DANISMAN
Prof. Dr. Mehmet CANSEV

BURSA-2018




T.C.
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

ETIiK BEYANI

Yiiksek Lisans tezi olarak sundugum ‘‘Insiilin’in Si¢anlarda Uridin Diizeylerine
Etkisinin Arastirilmas1” adli ¢alismanin, proje sathasindan sonuglanmasina kadar
gecen biitiin siireglerde bilimsel etik kurallarina uygun bir sekilde hazirlandigini ve
yararlandigim eserlerin kaynaklar boliimiinde gosterilenlerden olustugunu belirtir ve

beyan ederim.

Ad1 Soyadi

Mesut Tiirkyillmaz
Tarih ve Imza
28.08.2018



SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

T1ibbi Farmakoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans 6grencisi Mesut Tiirkyilmaz
tarafindan hazirlanan “‘Insiilin’in  Sicanlarda Uridin Diizeylerine EtKisinin
Aragtirilmas1’’ konulu Yiiksek Lisans tezi ......... [eviiinn.. /S glind, ............ -
......... saatleri arasinda yapilan tez savunma sinavinda jiiri tarafindan oy birligi/oy
coklugu ile kabul edilmistir.

Adi-Soyadi imza

Tez Danmismani Prof. Dr. Mehmet Cansev

Uye

Uye

Uye

Uye

Bu tez Enstitii Yonetim Kurulu'nun ..., tarih ve
............................ sayili toplantisinda alman ........................... numarali

karar ile kabul edilmistir.

Prof. Dr. Ali AYDOGDU
Enstiti Mudiira



TEZ KONTROL ve BEYAN FORMU

Ad1 Soyadi: Mesut Tiirkyilmaz
Anabilim Dah: Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali

Tez Konusu: Insiilin’in Sicanlarda Uridin Diizeylerine Etkisinin Arastirilmasi

OZELLIKLER

Tezin Boyutlar1

D1s Kapak Sayfasi

I¢ Kapak Sayfasi
Kabul Onay Sayfasi
Sayfa Diizeni
I¢indekiler Sayfasi
Yazi Karakteri

Satir Araliklar
Basliklar

Sayfa Numaralari
Eklerin Yerlestirilmesi
Tablolarin Yerlestirilmesi

Kaynaklar

DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR

Unvani Ad1 Soyadi: Prof. Dr. Mehmet Cansev

Imza:

v

UYGUN DEGILDIR ACIKLAMA

U

o O 00000 00D DD OO



ICINDEKILER

Di1s Kapak
I¢ Kapak
ETIK BEYAN.....ooiiieiieeeee ettt ettt ettt an e I
[N = U I O N N PSSR I
TEZ KONTROL BEYAN FORMU.L.....ccoiiiiiiiiiieie e v
ICINDEKILER......ciieeieeeeeeeeee et es et es s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s ennnas \Y/
TURKCE OZET ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt Vil
INGILIZCE OZET ..ottt Vil
| I € 1 28 1T 1
2. GENEL BILGILER. ...ttt 4
2.1. Uridinin Kimyasal YapISL..........oceuuiineeieeiiieeieeee e eeee e, 4
2.2. Dokularda Uridin SENEZI......... oooviieiiieii e 6
2.2.1. DENOVO SEBNLEZ......onteiiitie it e 7
2.2.2. Kurtarma Yolagl......oouiuiintiitiii i e 10
2.3. Uridin’in Parcalanmast.............eueeeeee e, 11
2.4. Uridin’in Hiicrelere AINMASI............ccouuiiniiiieei e 12
2.5. Uridin’in Katildig1 Biyokimyasal Islevler.. ...................ccoooiiiiiiiieninn, 12
2.5.1. GHIKOJEN SBNTEZI.... vt 12
2.5.2. Protein ve Lipid Glikolizasyonu............... .oooeinimiieiiiiii e, 13
2.5.3. RNA SBNEZI.... .t e 14
2.5.4. FOSTOlIPId SENtEZI. ..o 15
2.6. Pankreatik endokrin hormonlart ................oooiiiiiiiiiii i 16
2.6.1.GIUKAQON. ... 18
2.6.2. SOMALOSTALIN. ..o ueeneee ettt e e 19
2.6.3. Pankreatik polipeptit........c.ouiiniriii i e 19
2.6.4. ISTIN. .. ..o 20
2.6.4.1. Insiilin’ in Kimyasal YapiSt..........couviuiiuiiuiieieieie e 20
2.6.4.2. Insiilin’ in Sentezi ve Pankreastan Saliverilmesi............................... 21
3.GEREC VE YONTEM ..........ooiiiimiiiiiii e, 25
3.1. Deney Hayvanlari..........ooooeeiiiiiiiiiii e 25
I B R B 31 1<) [ SN 25
3.2. Cerrahi ve Deneysel Islemler..............oouuiiuiiiie i 26
3.2.1 Arteria Femoralis ve Vena Femoralis’e Kateter Yerlestirilmesi..................26
3.2.2. Hiperinsiilinemik-Oglisemik Klemp..................oooieiiiieiiniiieeiiiee e 27
3.3. Serumun Elde EdIIMESI ..o 30
3.4. Serum Uridin Konsantrasyonlarmin Olgilmesi..................ccoeevueineiinn.in, 30
3.4.1. Serum EKStrakSIYONU..........oueiniiii e 30
3.4.2. HPLC (High Performance Liquid Chromotography,Yiiksek Performansh
Sivi Kromotografisi) ile Uridin Analizi .............ccoveeevneiniiiieineinenn.. 31
3.5. Kan Glukoz, Serum Insiilin ve Glukagon Diizeylerinin Olgiilmesi................34
3.6. Istatistiksel ANAZIET ..........oovniiiiii i 35
4. BULGULAR .eittiiiiiiiiitiiiiritetiiitsnttatsesssssssasssssssssssssssssssssnssnsssssses 36
4.1. Kan Glukoz ve Uridin Konsantrasyonlarinin Aghk Durumunda ve Gida
Alimini Takiben Zamana Bagli Degisimleri.............ocooeveiiiiiiiiiiiiiiiien., 36



4.2. Aglik ve Tokluk Durumlarinda Serum Insiilin Konsantrasyonlart................. 38
4.3. Insiilin’in subkutan yolla farkli dozlarda enjeksiyonu sonrasi kan glukoz

konsantrasyonlarinin zamana bagli degisimleri.................coovviiiiiiiiiiiinnn, 39
4.4. Insiilin’in subkutan yolla farkli dozlarda enjeksiyonu sonrasi serum iiridin
konsantrasyonlarinin zamana bagl degisimleri.......................coooiiiiii, 40
4.5. Insiilin’in subkutan yolla farkli dozlarda enjeksiyonu sonrasi serum insiilin
konsantrasyonlarinin zamana bagl degisimleri...................ooviiiiiiiii i 42
4.6. Hiperinsiilinemik-6glisemik klemp yOntemi uygulanarak toplanan kan
orneklerinin analizZi............oooiiiiii i 43
4.7. Hiperinsiilinemik-6glisemik klemp yontemi sonrast serum iiridin ve insiilin
konsantrasyonlarinin zaman bagli degisimleri...............coooviiiiiiiiiiiiiiii i 44
5. TARTISMA VE SONUCQC ..cuitiiiiuiiiiiiniiiiiiiiiiiiceiimeieiecacecrececnes 48
T S N S I 52
7. SIMGELER VE KISALTMALAR.......covcevstessesneressssssessssessesnsssensssssonssinsenss D7
8. TESEKKUR ....ceuiuniiniiiiiiieiireieierteereenerneesnesneesnesnssneeiisnsmmmesnns 59
0. OZIGECMIS e vuniitiiiieeeiieieeiierteereenerniseesnesseerssesnessssnomesnessnns 60

VI



TURKCE OZET

Bir pirimidin niikleozidi olan {iridin viicutta serbest halde bulunabildigi gibi
niikleotidlerin (mono-, di- ve tri-fosfatli halleri), niikleotid sekerlerin (UDP-glukoz ve
UDP-galaktoz) ve niikleik asitlerin (RNA) yapisina girerek glikojen biyosentezi,
protein ve lipid glikolizasyonu gibi fizyolojik fonksiyonlarda yer alir. Niikleotid
reseptOrlerinin  tanimlanmasiyla, pirimidin niikleozidlerinin sinirsel iletide de
(pirimidinerjik transmisyon) rolii oldugu ©ne siiriilmektedir. Uridin 6zellikle
RNA’dan serbestlesmek suretiyle gidalarla viicuda alinabildigi halde hiicrelere nasil
alindig1 tam olarak bilinmemektedir. In vitro ¢alismalarda pirimidin niikleozid
taginmasinin ve dokulara alinmasinin hormonlarla (insiilin, glukagon) kontrol
edilebilecegi ve pirimidinlerin dokularda niikleotid ve niikleik asitlerin yapisina
katilabilecegi belirtilmistir.

Calismamizda; insiilin’in si¢anlarda iiridin diizeylerine etkilerinin arastirilmasi
planlanmistir. Bu amagcla ilk olarak; aclik ve tokluk durumlarinda siganlarin kan
glukoz ve serum iiridin diizeyleri incelendi. Arteryel kaniil yerlestirilmis olan
siganlardan Oncelikle 24 saat aglik sonrasi, daha sonra da 1 saatlik beslenmeyi takiben
cesitli zaman araliklarinda kan alinarak kan glukoz ve serum iiridin diizeylerinin
zamana bagli degisimleri incelendi. Benzer bir kurguda kaniil takilmadan 24 saat
aclik ve sonrasinda 2 saatlik tokluk noktalarinda sakrifiye edilen siganlardan kan
ornekleri toplanarak serum insiilin diizeyleri analiz edildi.

Ikinci olarak insiilin’in periton i¢i yolla farkli dozlarda enjeksiyonu sonras1 serum
iiridin diizeylerinin degisimleri incelendi. Insiilin enjeksiyonunu takiben farkli zaman
araliklarinda femoral arterine yerlestirilen kateterden kan toplanarak tiridin, glukoz ve
insiilin diizeyi 6l¢iimleri yapildi.

Son caligsmada ise serum liridin diizeylerindeki degisimlerin glukozun hiicre igine
girip girmemesine bagli olup olmadigi hiperinsiilinemik 6glisemik-klemp y&ntemi
uygulanarak arastirilmustir.

Bulgularimiz, serum insiilin diizeylerinin artmis oldugu tokluk aninda {iridin
diizeylerinin azaldigini, subkutan (s.c.) insillin uygulamasinin serum {iridin
konsantrasyonunu doza ve zamana bagli olarak azalttigin1 ve iiridin diizeylerinde
insiilin tarafindan uyarilan azalmalarin hiicre igine Glukoz girisinden bagimsiz
oldugunu gostermistir.

Calismamizdan elde edilen bulgular literatiirde ilk kez dolasimdaki {iridin’in
hiicrelere alinmasiin insiilin tarafindan tesvik edildigini ve bu islemin hiicrelere
glukoz girisinden bagimsiz oldugunu diisiindiirmektedir. Insiilin uyarisiyla iiridin’in
hiicre i¢ine alinmasinin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in daha fazla
caligsmaya ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar Sézciikler: Uridin, Insiilin, Hiperinsiilinemik-Oglisemik klemp, hiicre icine
alim

Vil



INGILIiZCE OZET

Uridine, a pyrimidine nucleoside, is an endogenous compound detected both in
free form and in the form of mono-, di- and trinucleotides and nucleotide sugars
(UDP-glucose and UDP-galactose). It is also an important part of ribonucleic acid
(RNA) and plays critical roles in many physiological functions like biosynthesis of
glycogen and glycosylation of proteins and lipids. With the identification of
nucleotide receptors, role of pyrimidine nucleosides (pyrimidinergic transmission) in
the communication of nerve cells has also been proposed. The mechansim for the
uptake of uridine by the cells of body, after being released from the RNA as a food
ingredient, is yet unknown. In in-vitro experiments, the transport and uptake of
uridine by the tissues has been proposed to be associated with hormones (insulin,
glucagon) so that uridine can be incorporated in nucleotides and nucleic acids.

The aim of our experiment was to determine the effects of insulin on levels of
uridine in rats. Therefore, firstly, levels of glucose and uridine were investigated
during fasting and in fully-fed animals. Blood samples from rats inserted with arterial
cannulas were obtained in fasting state after 24 hour food restriction, and then at
certain time points 1 hour following feeding in order to investigate time-dependent
changes in glucose and uridine levels. In a separate group of animals, serum insulin
levels were analyzed once during fasting state and 2 hours after feeding has started.

In a second protocol, serum uridine levels were determined after intraperitoneal
injection of different doses of insulin. Following insulin injection, a catheter was
placed in the femoral artery and blood samples were collected at different time
intervals and were then processed for measurement of levels of uridine, glucose and
insulin.

Finally, the association of cellular glucose uptake in the decreased serum uridine
concentrations was investigated using hyperinsulinemic-euglycemic clamp method.

Our findings showed that serum uridine concentrations were decreased at the
time of insulin increase in fully-fed animals, subcutaneous insulin administration
decreased serum uridine in a dose- and time-dependent manner and that such changes
in uridine concentrations were not associated with cellular uptake of glucose.

Data obtained in our study suggest, for the first time in the literature, that insulin
stimulates cellular uptake of uridine and this process is independent from that of
glucose. Further studies are needed in order to reveal molecular mechanisms of
uridine uptake.

Key words: Uridine, Insulin, hyperinsulinemic-euglycemic clamp, cellular uptake
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1. GIRIS

Uridin, kanda ve dokularda serbest halde bulunabildigi gibi, dokularda mono-
(UMP), di- (UDP) ve tri-fosfatli (UTP) yapilar1 olan niikleotidlerin, niikleotid
sekerlerin (UDP-glukoz ve UDP-galaktoz), niikleik asitlerin (RNA) yapisina da
katilirlar (Cansev, 2006; Lecca ve Ceruti, 2008). Uridin, glikojen biyosentezi, protein
ve lipid glikolizasyonu ve pirimidinerjik transmisyon gibi bir¢ok fizyolojik
fonksiyonda rol oynar (Cansev, 2007; Lecca ve Ceruti, 2008). Viicutta bu kadar farkl
islevlerde gorevli olan bu endojen bilesigin dolagimdaki konsantrasyonlari insanda ve
cesitli hayvan tiirlerinde ol¢iilmiistiir (Traut, 1994). Bu 6l¢timler serum firidin ve diger
pirimidin diizeylerinin tiim omurgali canlilarda ayni olmadigi ve tiirler arasinda bazi
farklilik gosterdigi ortaya konulmustur. Ornegin, siganlarda dolasimdaki major
pirimidin niikleozidi sitidin iken, insanlarda tridindir (Traut, 1994). Buna ek olarak,
insanlara disaridan verilen sitidin, sitidin deaminaz enziminin etkisiyle biiyiik oranda

tiridine doniismektedir (Wurtman ve ark., 2000).

Niikleozid sirkiilasyonunda plazma iiridin miktarinin hizli degisimi, iiridinin
cesitli dokularda pirimidin metabolizmasinda rolii olabilecegini diislindiirmektedir.
(Dahnke ve Mosebach, 1975; Moyer ve ark., 1981). De novo pirimidin sentezinde
potent inhibitér etkili fosfoasetil aspartik asit (PALA) ve pirazofurin ile yapilan
calismalarda, bazi1 tiimor tiirlerinde riboniikleik havuzunda iiridin miktarinda 6nemli
bir azalma  goriilirken, normal dokularda ve duyarli olmayan tiimorlerde
etkilenmedigi gosterilmistir (Dix ve ark., 1979; Moyer ve Handschumacher, 1979).
Elde edilen sonuglar dolasim havuzundaki pirimidinlerin dokulardaki niikleozid
azalmalarmi tolere ettigini desteklemektedir. Bu havuzlarin kaynagi tam olarak
bilinmemektedir. Karaciger, vaskiiler sistem araciligtyla diger dokulara piirin saglar.
Benzer bir mekanizmanin pirimidinler i¢in de olabilecegi diisiiniilmektedir (Levine ve

ark., 1974). Uridinin karaciger tarafindan alimmin ve metabolize edilmesinin kantitatif



bir analizi yapilmis ve sonug olarak siganlarda (Moyer ve ark., 1981) ve kopeklerde
(Tseng ve ark.,, 1971) plazma iiridin seviyelerinin hizli bir sekilde degisimi
gozlenmistir. Karaciger iridin ekstraksiyonu ve pargalanmasinda 6nemli derecede
etkilidir. Uridin katabolizmasindan sorumlu enzimlerin primer yerinin karaciger
oldugunu anlamak icin yapilan calismada, izole edilmis sican karacigerine [53-H]
radyoaktif madde perfiize edilmis ve medyumdaki radyoaktivite ile isaretlenmis
tridinin kisa siirede yarilandigi bildirilmistir (Tseng ve ark., 1971). Fizyolojik
sartlarda iiridin degisimleri ile ilgili yapilan c¢alismada, karacigere giren plazma
iiridinin hepatik ven araciligiyla olmadig1 ve muhtemelen de novo araciligiyla elde

edildigini gostermektedir (Gasser ve ark., 1981).

Insan serum iiridin diizeyleri 3-6 mikromolar arahiginda oldugu ve bazi patolojik
durumlarda farklilik gosterdigi ¢aligmalarda bildirilmistir. Saglikli bireylerde 3.75
mikromolar olarak belirlenen kan {iridin konsantrasyonu, yas ve cinsiyet uyumlu Tip Il
diyabetli hastalarda 4.32 mikromolar olarak Slgiilmiistiir (Traut, 1994; Yamamoto ve
ark., 2010). Tip 1 Diyabeti olan ¢ocuklarda benzer sekilde serum {iridin
konsantrasyonu (6.1 mikromolar) yas ve cinsiyet uyumlu saglikli kontrollerin serum
iiridin konsantrasyonuna (2.95 mikromolar) gore anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (Duszinska, 2011).

Insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus’un (NIDDM) 6nemli bir 6zelligi olan
insiilin direncinin altinda yatan hiicresel ve molekiiller mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamigtir. Sigan adipositlerinin  araciligiyla heksozaminin biyosentez
yolaginda gdzlenen artis insiilin direnci gelisimine yol actiginin dogrudan bir kanitt
olabilir (Marshall ve ark., 1991). Heksozamin biyosentetik yol ile hiicre igine giren
glukozun yaklasik %2-5’i son iiriin olan iiridin di-fosfat-N-asetilglukozamin’e (UDP-
GlcNac) dontisiir. Buna ek olarak, glukozamin kinaz veya heksokinaz tarafindan
glukoz-6-fosfata ve sonrasinda UDP-GlcNac’e doniistiiriiliir (Haugaard ve ark., 1977).
In vivo ve in vitro yapilan ¢aligmalarda hiicre i¢i artan UDP-GIcNac ve insiilin
resistanst olusmasi arasinda bir iliskinin varligi ortaya konulmustur (Buse, 2006;
Copeland ve ark., 2008). Buna ek olarak, iiridin infiizyonu sonrasinda iskelet kasi
tiridin difosfat ve UDP-GIcNac seviyelerinde artis oldugu, ayni zamanda belirgin
sekilde insiilin direncini uyardigi tespit edilmistir. Uridin ile olusturulan insiilin

etkisinin azalmasi kasta UDP-GIcNac birikimine aracilik ettigini gostermektedir



(Hawkins ve ark., 1997). Yakin zamanda yapilan c¢alismalarda, plazma iridin

konsantrasyonunun insiilin direncinin HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment-

Insulin Resistance) modeli ile degerlendirilmesinde yararli olabilecegi bildirilmistir
(Hamada ve ark., 2007).

Ancak biitiin bu bilinenlere ragmen, Insiilinin in vivo iiridin diizeylerine etkisine

dair bulguya rastlanmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamizin amaci, literatiirde ilk kez

farkli dozlarda insiilin uygulanan ve hiperinsiilinemik-6glisemik model olusturulmus

sicanlarda tiridin degisimlerini incelenmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Uridinin Kimyasal Yapisi

Uridin ve benzeri pirimidin bilesikleri aromatik heterosiklik organik
bilesiklerdir. Iki nitrojen atomu altili halka yapisinin 1 ve 3 numarali pozisyonlarinda
yer alir. Pirimidinler baz, niikleozid ve niikleotid formlarinda bulunmaktadir. Dogada
oldukga ¢ok goriilen bilesiklerin (6rn: B1 vitamini, alloksan v.b.) yapisinda pirimidin
bulunurken, barbitiiratlar ve zidovudin gibi sentetik bilesiklerin yapisina da katilirlar.
Pirimidin bazlar1 esas olarak DNA ve RNA’nin yapisina katilirken urasil sadece
RNA’nin yapisinda bulunur. Pirimidin bazi olan urasilin kimyasal yapis1 Sekil 1°de

gosterilmistir.

Sekil-1: Urasilin kimyasal yapisi.

Pirimidin bazlarina, riboz veya 2-deoksiriboz formunda bir seker molekiiliiniin,
B-N-glikozit bagi ile eklenmesi sonucu pirimidin niikleozidleri olusur. Olusan
pirimidin niikleozidi isimlendirilirken baz isminin sonuna “—idin” takis1 getirilir
(6rnegin; tridin, timidin). Bazlara riboz eklendiginde olusan niikleozidler herhangi

bir taki almaz, ancak 2-deoksiriboz eklendiginde ismin oniine “d-“ takis1 getirilir.



Urasil baz1 ve riboz seker molekiilii birlesimi ile olusan pirimidin niikleozidi tiridinin

kimyasal yapis1 Sekil 2°de verilmistir.

O

HO PN

OH

Sekil-2: Uridin niikleozidinin kimyasal yapis1.

Pirimidin niikleotidleri ise, niikleozid ve niikleozid sekerinin 5’-hidroksil
grubuna kovalent bag ile baglanmis bir veya daha ¢ok sayida fosfat grubunun
eklenmesiyle olusurlar. Adlandirmalari, niikleotide eklenen fosfat gruplarinin
sayisina gore yapilir. Niikleozid ismine; bir, iki veya li¢ fosfat grubu eklendiginde
sirastyla mono, -di, tri-fosfat ekleri getirilir. Uridin niikleozitlerinin kimyasal yapilari

Sekil-3’de verilmistir.
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Sekil-3: Uridin niikleozitlerinin kimyasal yapilar1.




Uridin niikleozidine ii¢ fosfat grubu eklendiginde olusan iiridin-5 -trifosfat
(UTP) niikleotidi Sekil 4’te gosterilmistir.

Sekil-4: Uridin-5"-trifosfat niikleotidinin kimyasal yapis.

2.2. Dokularda Uridin Sentezi
Uridin, urasil ve ribozdan olusan bir pirimidin niikleozididir. Pirimidinler, dalak,
timus ve gastrointestinal sistem hiicrelerin sitosollerinde sentezlenir. Pirimidin

halkasinin kaynagi glutamin, karbondioksit ve aspartik asittir.

Glutamin C
““:;Nf c

| | =— Aspartat

c
V4 SN
co,

Sekil 5: Pirimidin halkasinin atomlar1 kaynagi.

Memelilerde karbamoil fosfat sentataz 1l enziminin katalizlemesiyle glutamin ve
karbondioksitten pirimidinin ilk basamagi olan karbamoil fosfat sentezlenir. Aspartat
trans karbamoilaz’in katalizledigi bir tepkimeyle karbamoil aspartat olusur ve
devaminda olusan dihidroorotat, orotik asit olusturmak icin oksitlenir. Orotat
olusumu i¢in gerekli olan dihidroorotat dehidrogenaz mitokondri i¢ membram
yerlesim gosterirken pirimidin sentezi i¢in kullanilan diger tiim enzimler sitozolik

yerlesim gosteririrler. Multifonksiyonel ve multikatalitik polipeptidlerle IMPnin



olusumu gergeklesir. Pirimidin sentezinin ikinci basamagi olarak, IMP orotin
5’monofosfat’a doniisiir. Bu asamada PRPP riboz 5-fosfat kaynagidir. OMP,
orotidilatdekarboksilaz ile asidik karboksil grubunun kaldirilmasiyla UMP’ye

doniistir. UMP, sitozolik piirin 5-niikleotidaz ile tiridin’e defosforillenir.

CO:2 - Glutamin - Aspartat — Karbamoil fosfat

l

Karbamoil fosfat

Pirimidin UTP N
kurtarma volu I Dihidroorotat
l UDP ]
l— T:l-[F +«— Orotidilat ‘.T Orotat
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l Riboz -5- fosfat + ATP
4
b-alanin H

Pentoz fosfat volu

Sekil 6: Uridin sentezi.

2.2.1. De novo Sentezi

Pirimidinler viicutta de novo yolak ve kurtarma yolagi adli mekanizmalar
araciligryla sentezlenir (Barness, 1995).

De novo yolagi, biiytime ve gelisme boyunca oldukg¢a aktiftir (Traut ve Jones,
1996). ‘De novo’ yolag: ile pirimidinler basta karaciger olmak iizere dalak, timus,
gastrointestinal sistem gibi bolgelerde bulunan cesitli hiicrelerin sitozoliinde
sentezlenir (Yamamoto ve ark., 2011).

Pirimidin biyosentezi karbomoil fosfat’tan tiridin-5’-monofosfat (UMP) iiretimi
ile baslar (Sekil-6). Niikleotid kinaz enzimince katalizlenen ardisik reaksiyonlarla
ATP’den elde edilen fosfat gruplar1t UMP’ye aktarilarak sirasiyla UDP ve UTP
sentezi gerceklesir (Sekil-7).
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Sekil-7: Pirimidin bilesiklerinin ‘de novo sentez yolag1” (Bu sekil Barness, 1995 kaynagindan uyarlanmistir).

Uridin-5'"-trifosfat (UTP) CTP sentaz enziminin katalizledigi bir reaksiyonla
sitidin-5'-trifosfat’a (CTP) doniistir (Sekil-8). Sentez igin gereken amin grubu

glutaminden elde edilir.
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Sekil-8: UTP’den CTP sentezi.

Timin niikleotidleri DNA’nin yapisina katildiklarindan dolay1 deoksi formunda
sentezlenir. Ilk olarak UDP ya da Sitidin difosfat’tan (CDP) dUMP sentezlenir
(Sekil-9).

CDP m=smesmmp- dCDP e JCTP
. . . nukleozid
r'br‘;’;%‘l‘('tzzt'd di;i?;fzat deaminaz
dUTPaz
dUMP

Sekil-9: dUMP sentezi.

Timidilat sentaz enzimiyle katalizlenen bir reaksiyon dUMP’yi dTMP’ye

doniistiiriir.  Sentez  i¢in  gereken metil

tetrahidrofolat’tan saglanir (Sekil-10).
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Sekil-10: dUMP’den dTMP sentezi.

2.2.2 Kurtarma Yolagi

Pirimidin biyosentezinin kurtarma yolagi, DNA ve RNA yikilmasi sirasinda
aciga cikan baz ve niikleozitlerin geri kazanilmasini saglar ve hiicre ici niikleotid
havuzlarimi yerine koymanin daha az enerji harcanarak yapilan yoludur (Sekil-11).
Uridin, sitidin ve timidin niikleozidlerinin kandan dokulara alinmasi ve
niikleotidlerin bu niikleozidlerden dokuda sentezlenmesini igerir. Bu yolak, merkezi
sinir sistemi gibi de novo sentezinin kisithi oldugu, buna karsin niikleotid ihtiyacinin
cok fazla oldugu dokularda ¢ok &nemlidir (Geiger ve Yamasaki, 1956). Uridin,
insanlarda dolasimdaki baglica pirimindir ve plazma konsantrasyonlar1 3-5 puM
civaridir (Traut, 1994). Siganlarda sitidin’in kandaki seviyeleri {iridinden yaklagik 3
kat daha yiiksektir (Cansev, 2006), ancak {iiridin kan beyin bariyerinden ¢ok daha
kolay bir sekilde geger (Cansev, 2006).
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Sekil-11: Pirimidin niikleotidlerin kurtarma yolag: (Bu sekil Geiger ve Yamasaki, 1956 kaynagindan uyarlanmustir).

2.3. Uridin’in Parcalanmasi

Uridin niikleotidleri, 5’-niikleotidaz enzimlerinin Kkatalizledigi reaksiyonla
defosforile olarak iiridine déniisiirler. Uridin de pirimidin niikleozid fosforilaz enzimi
ile riboz-1-fosfat ve serbest pirimidin bazi urasile yikilir. Ayni zamanda serbest
pirimidin bazlarindan sitozin, urasile deamine edilir. Urasilin deaminasyonu ve
glikozidik baglarmin sonucu kirilmasi pirimidinlerin son yikim iiriinii olarak (CMP
ve UMP’nin pargalanmasindan) [-alanin, (dTMP’nin pargalanmasindan) [-
aminoizobutirat olusur. B-aminoizobiitirat ve B-alanin viicuttan atilir. Ayrica, -
alanin beyin ve kaslarda bulunan dipeptidler olan karnozin ve anserinin yapilarina
katilabilir (Sekil-12).
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H o M-CH o —CH o - COOH HzMN-CH; —CH-COOH
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Beta-aminocizobdtirat

Sekil-12: Pirimidin bilesiklerinin pargalanmasi.
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2.4. Uridin’ in Hiicrelere Alnmasi

Disaridan verilen pirimidin niikleotidleri fosfat yapilarin1 kaybederek {iridin ve
sitidin formunda kana gecerler (Wurtman ve ark., 2000) ve tasiyici protein ailesi olan
“’Konsantre Edici Niikleozid Tasiyicisi”’ (Concentrative Nucleoside Transporter,
CNT)”’ (Gray ve ark., 2004) ve “’Dengeleyici Niikleozid Tastyicisi’’ (Equilibrative
Nucleoside Transporter; ENT) (Baldwin ve ark., 2004) araciligiyla hiicre igine
alimirlar. Sodyum-bagimli yiiksek afiniteli tasimadan CNT ailesi sorumlu iken,
sodyum-bagimsiz diisiikk afiniteli tasimadan ENT ailesi sorumludur. ENT aracili
niikleozid tasinmasi, her iki yonde plazma membrandan gegen niikleozid
konsantrasyonuna bagli iken, CNT aracili niikleozid tasinmasi niikleozid
konsantrasyon gradiyentine bakilmaksizin iki yonde de gergeklesir (Griffith ve
Jarvis, 2006).

CNT ve ENT aileleri farkli kromozomlarda kodlanan birden fazla alt tiplere
sahiptir. Eritrosit, karaciger, kalp, dalak, bobrek, akciger, iskelet kasi, kolon,
plasenta, pankreas, ince bagirsak ve rektum gibi dokularda genis dagilim gosterirler
(Griffith ve Jarvis, 2006). Uridinin beyin hiicrelerine alinmasi igin sirastyla kan-
beyin bariyeri iizerindeki tasiyicilarla beyin ekstraseliiler sivisina ve hiicre zarinda
bulunan tastyicilar araciliiyla hiicre i¢ine alinmasi gerekir. Hem CNT hemde ENT
ailesinin tyeleri kan beyin bariyeri ve hiicre zarinda bulunmaktadirlar (Cansev,
2006).

2.5. Uridinin Katildi1 Biyokimyasal Islevler

DNA ve RNA’nin yapisinda bulunmasimnin yanmi sira {ridin niikleotidleri
hiicrenin biiylimesi, proliferasyonu, farklilasmasini kontrol eden biyokimyasal
yolaklarda, glikojen sentezi, protein ve lipid glikolizasyonu, RNA sentezi ve

fosfolipid sentezinde etken rol sahibidir.
2.5.1. Glikojen Sentezi

Glikojen viicudun temel glikoz depo formunu olusturur. Polisakkarit yapida olup
baslica karaciger ve kaslarda sentezlenir. Ayrica, beyin ve uterus gibi dokularda da
sentezlenmektedir. Glikojen molekiiliiniin zincir uzamast her basamakta iridin
pirimidin sekeri olan UDP-glukozdan gelen bir glukoz molekiiliiniin eklenmesiyle

gerceklesir ve reaksiyon sonucunda bir UDP molekiilii serbest kalir (Haugaard ve
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ark., 1977). Glikojen sentaz enziminin aktivitesi ve protein diizeyleri glukoz ve UTP
varligina bagli olarak hiicre ici UDP-glukoz seviyeleri tarafindan diizenlenir. UTP
konsantrasyonlarinin hiicre iginde azalmasi glikojen sentezinde de azalmaya neden
olur ve kiiltiir sivisina iiridin eklenmesiyle bu durum diizeltilebilir (Haugaard ve ark.,
1977). Glukoz yoksunlugunda hiicre i¢i UDP-glukoz depolarinin bosalmasina neden
olur. Bunun sonucunda glikojen sentaz aktivitesini inhibe ederek glikojen sentaz
RNA’smi1 ve protein seviyelerini azaltir (Higuita ve ark.,
2004).

UDP-glukoz Qlulﬁugenin'in
o tirozin kalintis) ‘
C =0
” . g R |
—F —O —Uridin HO —4"\ * C—iCH
—/ Hz |
.:l;.— — NH
I _.’ |
FCHzOH ""
O-bagh 4
glukoz C =0
- kalinhsi Y N |
0 — ’J.J" ;q“_LIJH + UDP
E— " NH
|
H |
C =D
IIJ;.- 1\\.\1 |
OH o— —C—CH +UDP
- | ®{1-4) | e/ Hz |
H M paglantisr OH rTH

Sekil-13: Glikojen Sentezi.

2.5.2. Protein ve Lipid Glikolizasyonu

Bir proteinin basit ya da kompleks bir seker ile baglanmasi golgi cisimciginin
limeninde gergeklesir (Sprong H ve ark., 2003). Glikoprotein yapisinda temel olarak
galaktoz, mannoz, fukoz, N-asetil glukozamin ve N-asetik galaktozamin bulunur.
Glukoz glikoproteinlerin yapim asamasinda bol miktarda bulunur, ancak protein
olgunlagmasini takiben neredeyse tamamen ¢ikarilir. Sekerler kovalent olarak hem
asparajine (N-glikoprotein) hem de serin, hidroksilizine (O-glikoprotein) baglanirlar.
(Hebert DN, Garman SC, Molinari M, 2005). Proteinlerdeki karbonhidrat
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modifikasyonlar gesitli hiicresel siireclerde temel rol oynar. Ornegin, plazma zarinin
dis tabakasinda glikoproteinlerin varligi, oligosakaritlerin hiicre dig1 ortamda maruz
kalmasina izin verir. Bu durum hiicre adezyonuna ve hiicre-hiicre iletisimine katkida
bulunur ve lizozomal enzimlerin salgilanmasina neden olur. Oligosakkaritlerin
biyosentezinde kullanilan ©nciil maddeler, niikleozid difosfat veya monofosfat
sekerlerdir. Fosfat rezidiileri ile karbon atomu arasindaki ester bagi yiiksek enerjili
bir bagdir. Yapilan ¢alismalarda, yeni sentezlenen proteinlerin dogru katlanmasi ve
olgunlagmasini kontrol etmek i¢in karbonhidrat rezidiilerine baglanmasi gerektigini
ortaya konmustur. Glikoprotein sentezi i¢in kullanilan sekerler, esasen UDP
niikleotidlerine baglanarak aktive olmaya ihtiya¢ duyar. O-Glikosilasyon, spesifik
glikozil transferaz enzimlerinin aktivitesi sayesinde protein zincirine niikleotid bagl
seker eklenmesiyle gergeklesirken, N-glikozilasyon, dolikol fosfat adi verilen ve
niikleotid-bagli enzimden seker kalintilarin1 alan bir lipit ara maddesinin
miidahalesine ihtiya¢ duyar; seker kompleksleri olusturur ve onlar1 hedef proteine
translokasyon yapar (Lecca D ve Ceruti S, 2008). Baska bir 6nemli glikozile edilmis
bilesik siifi, urasil seker konjiigatlar1 tarafindan génderilen kompleks karbonhidrat
parcalarinin Golgi'ye eklendigi ve hemen hemen tiim dokularda ekstraselliiler
matriks biyosentezine katilan ER icinde sentezlenen bir proteik c¢ekirdegin
olusturdugu glikozaminoglikanlar ile temsil edilir (Aebi M ve Hennet T, 2001).
Sadece proteinler degil aym1 zamanda lipidler (seramidler gibi) de ER liimeninde
glukozile ve galaktozile edilebilir. Seramid galaktoziltransferaz (GalT-1) enzimi
aracilik ettigi UDP-galaktoz ile galaktozile edilen seramidler: miyelin hiicreleri,
spermatogonya ve bazi epitel hiicreleri gibi yiiksek oranda ihtisaslagmis hiicrelerde
eksprese edilir. UDP-galaktoz tastyici, GalT-1 enzimi ile fiziksel olarak etkilesime
girer, boylece galaktozilasyon reaksiyonu i¢in siirekli bir substrat tedarikine izin

Verir.
2.5.3 RNA Sentezi

RNA sentezi genelde DNA'y1 bir sablon olarak kullanarak, RNA polimeraz
enzimi tarafindan katalizlenir. Bir hiicrenin genetik talimatlarinin gerekli bir
bolimiinii okurken ilk adimini attigt DNA niikleotid dizisinin belirli bir boliimiini

(bir gen) bir RNA niikleotid dizisine kopyalamaktir. RNA ve DNA 5'-3, fosfodiester
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baglar ile baglanmis dort farkli tipte niikleotidden olusan dogrusal polimerlerdir (
Bruce Alberts ve ark., 2002). RNA sentezinin hemen onciilleri ATP, GTP, CTP ve
UTP'dir. Niikleotid dizilerinde bazi sinyaller bulunur ve bu sinyaller RNA
polimerazin nerede ve ne siklikla transkripsiyona baglayacagini ve nerede

sonlanacagini gosterir.

Uridin-5'"-trifosfat (UTP), transkripsiyon sirasnda RNA'nin sentezinde, ayrica
metabolik reaksiyonlarda substratlarin aktivasyonu veya enerjisinin iiretilmesinde
onemli bir rol oynar. RNA sentezi esnasinda ATP, UTP’yi fosfat vericisi olarak
kullanir. ATP konsantrasyonundaki bir artig, urasil niikleotid yapimini hizlandirir
(iridin—- UMP — UDP — UTP) (Sekil-14), bu da plazma iridin

konsantrasyonunda azalmaya neden olur (Yamamoto T ve ark., 2011).

ATP tiiketimi
ATP , ATP.<UTP

v y

ADP ADP* ‘UDP
\ ¥
AMP UmMP
IhtP *
Uridin
R
Inozin

¥

Piirin bazlan

Sekil-14: ATP tiiketimine bagli olarak niikleotit yikimi (Yamamoto T ve ark., 2011 ¢alismasindan uyarlanmistir).

2.5.4. Fosfolipid Sentezi

Hiicre membranlar1 esas olarak fosfolipitlerden olugur. Membran miktarlarini ve
biitiinligiinii korumak i¢in temel dnem tasimaktadir (Lecca D ve Ceruti S, 2007).
Beyindeki en bol fosfolipid olan membran fosfatidilkolin ve fosfatidiletilamin'in
biyosentezi, Kennedy yolagi (sekil-15) denilen yontemle gergeklesir (Kennedy ve
Weiss, 1956). Amin pargasinin diagilgliseril ilave edilmeden once CDP'ye
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baglanmasi yoluyla aktive edilmesinin gerekmesi, CDP-kolin ya da CDP-etanolamin
ve PPi'nin iretimine yol agar. CDP hiicrei¢i havuzu, sitidinin yeniden
fosforilasyonundan veya iiridinin metabolizmasindan tiiretilebilir. Sitidine gore
kandan beyne daha etkili bir sekilde tasinmasi nedeniyle, dolasimdaki dridin, beyin
dokusu i¢in CTP'min ana kaynagimi temsil eder ve sonug¢ olarak, UTP hiicre ici

seviyeleri, yeni sentezlenen fosfolipidlerin hiicresel mevcudiyetini dogrudan kontrol

eder.
CDP-etanolamin . kolil
- Etanolamin Kolin COP- kolin .
(Kennedy) yolagi (Kennedy) yolag:
L ATP ATP
etanolamin Kinaz Kolin Kinaz
K ADP ADP j,
Fosfoetanolamin Fosfokolin
CTP: Fosfoetanolamin C cTe CTP CTP: Fosfokolin
sitidiltransferaz PPi PA TAG PPi aitidiltransferaz
CDP-etanolamin H T CDP-kolin
Diagilglizerol . R
CDP: etanolamin 1-2 diagilgliserol = CDP: kelin 1-2 diagilgliserol
etanolaminfosfotransferaz Sitidin kolinfosfotransferaz
monofosfat
Fosfotidiletanolamin Fosfotidilkolin

Sekil-15: Kennedy yolagi araciligi ile fosfotidiletanolamin ve fosfotidilkolin sentezi.

2.6. Pankreatik endokrin hormonlari

Pankreasin tanimi ve varliginin tespiti giinlimizden 3500 yil Oncesine
dayanmaktadir (Ricardi, 2003). Ancak 1889 yilinda kopeklerde yapilan ¢aligmalarla
pankreasin &zelliklerinin incelenmesiyle, metabolik rolii ortaya konulabilmistir.
Pankreasin biitiiniiyle ¢ikarilmasi sonucunda kan glukoz seviyelerinde artis

gbzlenmis ve diyabet hastaliginin pankreasla iligkili olabilecegi sonucuna varilmistir
(Mering ve Minkowski, 1890).

Pankreas, midenin arka tarafina yerlesmis, sar1 renkte, yumusak ve noduler
anatomik yapiya sahip bir organdir. Duedonumdan dalaga kadar uzanir. Genel kabul
edilen anatomik yapisi bas kisminin duedonum kavisinden basladigi, kuyruk

kisminin dalak hilusundan noktalandig1 seklindedir. Baslica iki tip dokudan olusur.
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Bunlar: Duedonuma sindirim sivilarini salgilayan asiniisler ve Langerhans adaciklari
(sekil-16).

Insan pankreasi, igine hormonlarin salgilandig1 kiigiik kapiller cevresine
organize olmus her biri yaklasik 0.3 milimetre ¢apinda 1-2 milyon Langerhans
adaciklarina sahiptir. Bu adaciklar morfolojileri ve boyanma o6zellikleri ile ayirt
edilen baslica dort farkli tipte hiicre igerir. Bunlar alfa, beta, delta ve F hiicreleridir
ve strastyla glukagon, insiilin, somatostatin ve pankreatik polipeptid salgilarlar.
Langerhans adaciklarinda bu hiicre tipleri arasinda karsilikli siki iliski, hiicrelerin
birbirleriyle iletisimine ve bazi hormonlarin salgilanmasina diger hormonlar
tarafindan dogrudan denetimine izin verir. Ornegin, insiilin glukagonun, amilin
insililinin salgilanmasini baskilarken, somatostatin hem insiilinin hem de glukagonun

salgilanmalarini1 baskilar (Guyton ve John, 2013).

Pankreatik kanal

Safra kesesi Pankreas

wr 1 kanah

\' Y;'ardlmC|

' (

f Duocdenal papilla
‘ Duedonum

Pankreatik asini
Pankreatik adaciklar

Pankreatik kanal

Pankreatik Doku

Sekil-16: Pankreasin anatomisi.
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Pankreasin yaklasik %5’i endokrin hiicrelerden olusur. Endokrin hiicreler,
pankreasin minimal bir boliimiinii olusturmasina ragmen kan glukoz diizeyini kontrol

altinda tutan hormonlar1 salgilayarak hayati bir nem tasirlar (Edlund, 2001).
2.6.1. Glukagon

Glukagon, pankreasta Langerhans adaciklarinin alfa hiicrelerinden sentezlenir.
Kan glukoz seviyelerinde azalmasina yanit olarak salinir ve insiilin ile birlikte kan
sekerini diizenler. Glukagonun primer hedefi karacigerdir ve onciil etkisi karacigerde
c-AMP seviyelerinde artisa neden olmaktir. Karacigerde glikolizi inhibe ederken,

glikojenolizi ve glukoneogenezisi tesvik etmektedir.

Glukagon biiyiik bir polipeptittir. Molekiil agirligi 3485 olup 29 aminoasitlik bir
zincirden olusur. Glukagon sekresyonu; hem o adaciklari hem de sinir sistemi intra
adaciklardan belirli araliklarla salinan dis habercilerin hiicre-igi olusturduklari

metabolik sinyallerle diizenlenir.

Glukagon; karaciger hepatosit proliferasyonunu, enterohepatik dolasimi ve de
novo puirin-pirimidin sentezlerini arttirir (Sand ve ark., 1992; Boer ve ark., 1991).
Na*-bagimli transportlar ile iridin alimimini, hem kisa siireli mekanizmayla
membran hiperpolarizasyonunu, hem de uzun siireli mekanizmalar1 ile de novo
sentezi tasityici proteinlerin olusumunu situmiile ederek arttirdigr gosterilmistir
(Hawkins ve ark., 1997). Insanlarda, glukagonun plazma iiridin konsantrasyonu
tizerindeki etkileri incelenmis ve glukagon inflizyonunun idrar atilimini etkilemeden
plazma {iridin konsantrasyonunu azalttigr bulunmustur (Yamamoto ve ark., 1998).
Von Gierke hastaliginda goriildiigii gibi glukagon, anaerobic glikolizin indiikledigi
ATP kullanimin1 ve plazma iiridin konsantrasyonunu etkileyebilir (Cohen ve ark.,
1985). Ancak, hipoksantin ve ksantin gibi oksipurinlerin idrardan atilimi ve plazma
konsantrasyonu purin yikimini etkilerken glukagonunun purin yikimina énemli bir
etkisi ~ yoktur.  Dolayisiyla, iridinin  glukagonla indiiklenen  plazma
konsantrasyonundaki azalma, {iridinin kandan sodyum bagimli niikleosid transport

yolag1 araciligiyla hiicrelere alinimindaki artistan kaynaklanmaktadir.

18



2.6.2. Somatostatin

Somatostatin, bazi pankreatik ve gastrointestinal hormonlarin aktivitesini inhibe
eden polipeptitten biridir. 14 amino asitten, digeri de 28 amino asitten olusmus iki

formda bulunur.

Baslangicta biiylime hormonu salimimim1 inhibe eden peptit olarak
diistinilmiistir (Reichlin 'S, 1987). Hipotalamik bir doku ekstraktinin hipofiz
bezinden biiylime hormonunun salinmasini engelledigi icin “’viicut durgunlugu’’
anlamina gelen somatostatin olarak isimlendirilmistir. Bu viicut durgunlugunu ifade
ediyordu. Somatostatin daha sonra merkezi sinir sistemi boyunca genis c¢apta

dagilmis ve diger dokularda goriilmiistiir.

Biiyiime ve tiroid uyarict hormonun pituiter sekresyonu iizerinde ¢ok iyi bilinen
etkileri ile birlikte dolagim, sinir sistemi ve pankreas fonksiyonlarinda parakrin faktor
olarak ¢ok yonlii katkis1 vardir (Reichlin S, 1987). Somatostatin, ¢oklu islevleri,
cesitli sentez ve salim alanlari, hizli inaktivasyonu ve periferik kandaki asir1 diisiik
somatostatin seviyeleri géz Oniine alindiginda, hedefine genel sirkiilasyon yoluyla
ulagilan bir hormondur. Noronlardan salinan somatostatin, bir hipofizyotropik
hormon ve bir norotransmitter veya ndromodiilatér gibi davranir. Dahasi,
somatostatin hiicre i¢i bosluga salinarak parakrin bir sekilde de hareket
edebilir. Pankreasda somatostatin, bitisik hiicrelerden hem insiilin hem de
glukagonun salgilanmasin1 engelleyen Langerhans adaciklarinin delta hiicreleri
tarafindan iretilir (Arimura A ve Fishback JB, 1981). Insiilin, glukagon ve
somatostatin, sirkiilasyona giren ve ¢ikan besin akisini kontrol etmek iizere galisirlar.
Somatostatin ve glukagon, her biri diger insiilin salgisini etkileyen parakrin iligkiye

sahip gibi goriinmektedir ve her ikisi de insiilin salinim oranini etkiler.
2.6.3. Pankreatik polipeptit

Pankreatik polipeptit (PP), noropeptit Y ve ndropeptiti YY’yi de iceren
enteropankreatik hormon ailesinde yer alan 36 amino asitli diiz zincir bir peptittir
(Taylor IL, 1989; Kono T ve ark., 2004). Pankreatik polipeptid, agirlikli olarak besin

alimina yanit olarak pankreas basinin ventral kismindaki adaciklardan salgilanir ve
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bir yemekten sonra 3 saat boyunca plazmada yiiksek seviyelerde kalir (Schwatz ve
ark., 1976; Hazelwood, 1993). Ilk yapilan klinik ve hayvan calismalarinda tokluk
durumunda ekzokrin ve safra sekresyonunun diizenlenmesinde rol alabilecegini
gosterilmistir (Taylor IL, 1989; Hazelwood RL, 1993; Puntam ve ark.,1989). Sonraki
yillarda yapilan caligmalarda, hepatik insiilin reseptor (IR) gen ekspresyonu ve
hepatosit IR kullanilabilirliginin diizenlenmesi vasitasiyla karacigerin insiiline
duyarliligin1 saglayarak glukoz homeostazinda rol aldig1 gosterilmistir (Sun YS ve

ark., 1986; Spector ve ark., 1997).
2.6. 4. Insiilin

Insiilin kesfedilen ilk peptid hormondur. B-zincirinin N-terminal fenilalanini
tanimlayip insiilinin gergekten bir protein oldugu ispatlanmadan once, tim
hormonlarin kiigiik molekiiller olduguna inanilird1 (Jensen ve Evans, 1935). Insiilin
aminoasit dizisinin aydinlatilmasiyla, disiilfit koprileri ile bagh iki zincirli

heterodimer bir yapida oldugu bilinmeye basland: (Sanger F, 1955).

Tim hiicrelerin yaklasik %60’1n1 olusturan beta hiicreleri temel olarak
adaciklarin ortasinda yer alir ve insiilin yaninda insiilinle birlikte salgilanan, ancak

islevi tam olarak bilinmeyen amilin hormonu salgilar.

Pankreasin metabolik fonksiyonunun ortaya c¢ikarilmasindan sonra insiilin
hormonunun kan glukoz diizeylerini kontrol altinda tutmak icin pankreastan
salgilandigi Banting ve Best’in 1922 yilinda diyabetik kopeklerde yaptiklari

caligmalarla anlagilmistir.
2.6. 4. 1. Insiilin Kimyasal Yapisi

Insiilin kiiciik bir proteindir; insan insiilinin molekiil agirhg 5808°dir.
Pankreasin endokrin bdliimiine gémiilii ve pankreasin toplam hiicrelerinin sadece
%1-2’sini olusturan Langerhans adaciklarmin B hiicreleri tarafindan firetilen bir
polipeptid hormondur. Insiilin, iki disiilfiir kopriisii ile birbirine baglanan A ve B
olarak adlandirilan iki polipeptit zincirinde diizenlenmis 51 amino asitten olusur

(Sekil-17). Bu iki amino asit zincirinin birbirinden ayrilmasi durumunda, insiilin
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molekiiliiniin islevsel etkinligi de ortadan kalkar. Ayn1 zamanda A zinciri aminoasit

rezidiileri arasinda intramolekiiler disiilfit baglari bulunmaktadir.

@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@

B zinciri

@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@

Sekil-17: insiilin A ve B polipeptit zinciri (Bu sekil Richard ve Denise, 2006 ¢alismasindan uyarlanmistir).

Insiilin, karaciger, kas ve yag dahil birgok dokunun hiicre zar1 i¢indeki belirli, yiiksek
afiniteye sahip insiilin reseptdrlerine baglanir. Insiilin reseptdrii a ve B alt birimlerine
ayrilmis ve sonradan disiilfit baglar1 ile baglanmis tetramer yapida glikolize tekli
polipeptit olarak sentezlenir. Bu, sonug olarak ¢esitli biyolojik eylemler dizisine yol

acan bir dizi tepkimedeki ilk adimdir.
2. 6. 4. 2. Insiilinin Sentezi ve Pankreas’tan Saliverilmesi

Insiilin sentezi, pankreatik B hiicrelerinde endoplazmik retikuluma tutunmus
ribozomlarin insiilin RNA’sin1 110 amino asit i¢eren tek zincirli preproinsiilin
olusturmak tiizere translasyonu ile baglar (Chan ve ark., 1976). Yaklasik 12.000
Dalton biiytikliigiinde bu tek zincirli polipeptid (Sekil-18), amino terminalinde 24

aminoasitli sinyal peptidi ile uzatilmis proinsiilinden olusur (Weiss M ve ark., 2014).

Sinyal .
peptid B zinciri A zinciri
Endoplazmik S-S
ret'h.lll.ln Eas Golgi cisimcigi
—
S-S
NH3|- Es=
insilin’

preproinsilin Sinyal peptld _.Proinsiilin C:p.ptit B

Sekil-18: Preproinsiilin’in yapis1 (Bu sekil Richard ve Denise, 2006 ¢alismasindan uyarlanmistir).

Molekiil agirhigr yaklasik 11,500 Dalton biiyiikliigiinde olan preproinsiilin,

endoplazmik retikulum membranindaki translokasyondan sonra 24 amino asitli N-
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terminal-sinyal peptidini kaybederek proinsiilin’e doniistir. Proinsiilinin biiyiik
boliimil, insiilini olusturmak tizere tekrar kesilir; Golgi aygitinda kivrilarak disiilfid
kopriileri ile baglanir, A ve B zincirleri ve C zinciri peptidi, ya da baglayici peptit (C
peptidi) olusur (Sekil-19). Disulfid baglarinin alkali veya indirgeyici bir madde ile
kirilmasi insiilini aktive eder. Insiilin ve C peptidi salg1 graniilleri i¢inde paketlenir
ve ekimolar miktarinda salgilanirlar. Uriiniin salgilanan son bi¢iminin yaklasik %5-

10’u hala proinsiilin bigimindedir.

C zinciri C zinciri (S.nus.tau?i.et al. 1997
- - A zinciri
A zinciri A zincin [ p—
L
. Hal -COOH
'm = S S
= = 1 ?
o .'_)
5 e TP
HyN ——— l ! HaM rCOOH
B zinciri B zinciri zingiri
Sinyal z B zinciri
peptid Preproinsulin Proinsulin Insulin

Sekil-19: Insiilin’in yapis1.

Proinsiilin ve C peptidin insiiline benzer herhangi bir etkisi yoktur. Ancak; C
peptit biiyiik bir olasilikla G-proteini ile eslesmis membran reseptorii olan 6zel bir
yapiya baglanir ve basta sodyum-potasyum ATPaz ile endotel kaynakli nitrik oksit
sentaz olmak iizere en az iki enzim sisteminin aktive olmasina neden olur. Bu
enzimlerin ¢ok sayida fizyolojik islevi olmakla beraber, C peptidin bu enzimlerin
diizenlenmesi tlizerindeki etkileri tam olarak anlasilmis degildir.

Insiilin kana salgilandiginda dolasimda neredeyse tiimiiyle serbest formda
dolasir; plazmadaki ortalama yar1 6mrii 6 dakika kadar oldugundan, 10-15 dakika
iginde plazmadan temizlenir. Hedef hiicrelerdeki reseptorlere baglanmis olan bolimi
disinda kalan insiilinin tamami basta karaciger olmak iizere, azalan oranlarda bobrek,
kas ve az miktarda diger dokularda bulunan insiilinaz enzimi ile yikilir (Guyton ve
John, 2013).

Insiilinin hedef hiicrelerde etkisinin baslayabilmesi i¢in insiilinin 300.000 Dalton
molekiil agirliginda bir membran proteinine baglanarak onu aktive etmesi gerekir
(Sekil-20). Birbirlerine disiilfit kopriileriyle baglanmis insiilin reseptorii 4 alt birimin
bir araya gelmesiyle olusur. Alfa alt birimi hiicre zarmin disinda yer alirken, beta alt

birimi hiicra zarin1 gecerek sitoplazmaya dogru ulasmaktadir. Insiilin dis kisimda
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bulunan alfa alt birimlerine baglanir. Beta alt birimleri arasinda kurulu kopriiler
vasitasiyla otofosforilasyona ugrar. Devaminda yerel tirozin kinazi aktive eder.
Insiilin reseptdrii, aktivasyonu birden ¢ok post-reseptdr sinyal yolunu modiile eden
bir reseptor tirozin kinaz siiper ailesine aittir. Devaminda insiilin-reseptor
substratlarinin da bulundugu c¢ok sayida hiicre i¢i enzim fosforilasyonuna neden olur.
Sonugta insiilin karbonhidrat, protein ve yag metabolizmalarinda istenilen etkiyi
olusturmak iizere hiicre i¢i metabolik mekanizmay1 yonetir. RNA ve DNA sentezi

gibi hiicrelerin biiylimesi ve farklilasmasim1 saglayan bir dizi hiicresel islemi

diizenler.
instilin
-\.'r',;,,- o3 7
insiilin
S — c resepora
S-S -5~
Glikoz

[ Huicre zar B
Tirozin Tirozin
kinaz Kinaz

instilin reseptér substratlar (IR3)
Enzimlerin fosforilasyonu

Yad Buylime
O sentezi ve gen
= ekspresyanu
Glikoz

tasinmas
Protein Glikoz

sentezi sentezi

Sekil-20: Insiilin reseptorlerinin sematik gériiniimii (Guyton ve John, 2013 ¢aligmasindan uyarlanmustir).

Hiicre memranlarindaki glukoz tasiyicilarinin (GLUT-4) miktarinin artisina
neden olarak kas ve adipoz dokusuna glukoz alimmi arttirir. Insiilinin membran
reseptoriine baglanmasini izleyen zaman iginde, ¢ok kisa siirede viicuttaki hiicrelerin
biiylik bir oraninda membranlarinda glikoza kars1 gegirgenlik artar. Bu durum
beyindeki noronlarin biiyiikk ¢ogunlugu icin gecerli degildir. Hiicre igine tasinan
glikoz fosforlanir ve karbonhidrat metabolizmasinin iglevlerinde kullanilacak bir

substrat haline gelir. Insiilin, karacigerde glikojenoliz ve glikoneogenezis
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inhibisyonu yoluyla glukoz iiretimini azaltir (Richard H ve Denise F, 2011).
Glikojen, triagilgliserol sentezi gibi anabolik etkileri de vardir (Richard ve Denise,
2011). Glukozun karaciger, kas ve adipoz dokusunda depolanmasini tesvik ederek
karbohidrat metabolizmas1 Tlizerinde belirgin etkisi vardir. Karaciger ve kas
dokusunda glikojen sentezini artirir. Yag dokusunda triagilgliserolii azaltan hormona
duyarli lipazin defosforilasyonu yoluyla aktivitesini inhibe ederek dolasimdaki
serbest yag asitlerinin seviyesini distirlir. Birgok dokuda hiicre igine aminoasit

girisini ve protein sentezini stimiile eder.

Insiilin, dokular tarafindan yakitlarm kullanimini regiile eden en Onemli
hormondur. Glikojen, triagilgliserol ve protein sentezini desteklemektedir (Pamela ve
ark., 1994). Membran enzimlerini aktive ve inaktive edebilir, bircok protein ve
RNA’nin sentez veya yikim hizim1 degistirebilir, hiicre biiyiime ve farklilagmasini

etkileyebilir (Millar ve Dawnay, 1995).

Baz1 durumlarda insiilin yeterli miktarda salinmasina ragmen etkili bir sekilde
kullanilamaz ve insiilin direnci olusur. Yapilan c¢alismalarda; kisa siireli tiridin
uygulamasinin farelerde karaciger insiilin resistansini indiikledigi (Yasuyo ve ark.,
2014), insanlarda sistemik insiilin resistansi ile tiridin konsantrasyonu arasinda iliski
oldugu gosterilmistir (Hawkins ve ark., 1997; Dudzinska ve ark., 2013). Azalmis
karaciger sinyal aktivitesi ve artmis glikonogenezis kan glukoz seviyelerinin artigina
acikca katkida bulunmaktadir. Ancak, {ridinin insiilin sinyal aktivitesini nasil
baskiladig1 belirsizdir. Olas1i mekanizmanin protein glikolizasyonu ve fosforilasyonu
arasindaki capraz-etkilesimi ile oldugu diistinlilmektedir. Protein glikolizasyonunu
tesvik ederek, insiilinin regiile ettigi proteinlerin fosforilasyonunu olumsuz
etkileyebilir (Hart ve ark., 2011).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Deney Hayvanlan

Calismada Sprague-Dawley tiirii, 300-350 g canli agirlikta, 5 aylik yasta, erkek
sicanlar (Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezi, Uludag Universitesi,
Bursa) kullanildi. Siganlar, ¢alismadan on giin 6nce deney hayvanlart merkezinden
alinip, dort tanesi bir kafese konularak bakildi. Siganlar 12 saat aydinlik - 12 saat
karanlik (07.00-19.00 arasi aydinlik) dongiisii olan 1s1 kontrollii (22-24° C) odalarda
tutulup, yem ve su alimlar1 serbest birakildi. Tiim deneyler Amerikan National
Institutes of Health (NIH) tarafindan yayimlanmis “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” adl1 kilavuzun 6nerileri dogrultusunda yapildi.

Bu ¢alisma Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onayland1 (Karar tarihi: 04.02.2014, Karar no: 2014-03/04).

3.1.1. Deneyler

Calismamizda 3 farkli deney tasarlandi.

Deney I: Bu deneyin amaci aglik ve tokluk kosullarinda siganlarin kan
dolasiminda bulunan insiilin, glukoz ve {iridin konsantrasyonlarini tespit etmekti. Bu
amagcla iki farkli deney kurgulandi.

Deney IA: Bu deneyde aglik ve tokluk durumlarinda siganlarin kan glukoz ve
serum {iridin diizeylerinin zamana bagli degisimleri incelendi. Oncesinde femoral
arter kateteri yerlestirilen siganlar 24 saatlik a¢ birakilmayi takiben aclik esnasinda
bir kere ve 1 saatlik serbest gida alimmi takiben belli zaman araliklarinda femoral
artere yerlestirilen kateterden kan 6rnekleri elde edildi.

Deney IB: Bu deneyde aglik ve tokluk durumlarinda si¢anlarin serum instilin
diizeyleri incelendi. A¢lik durumu olusturmak i¢in yirmi dort saat a¢ birakilan ve
tokluk durumu olusturmak i¢in gida alimi 1 saat siireyle serbest birakilan sicanlarin
gida alimmin baslamasini takiben iki saat sonra sakrifiye edilmesi suretiyle elde

edilen serum orneklerinden insiilin diizeyleri 6l¢iildii.
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Deney Il: Insiilin’in subkutan yolla farkli dozlarda (0.1 U, 0.5 U ve 1 U)
enjeksiyonu sonrast kan glukoz, serum {iridin ve insiilin diizeylerinin zamana bagl
degisimleri incelendi. Insiilin enjeksiyonunu takiben farkli zaman araliklarinda
femoral artere yerlestirilen kateterden kan 6rnekleri toplandi.

Deney I1l: Serum iiridin diizeylerindeki degisimlerin glukozun hiicre igine
girigsine bagli olup olmadig1 hiperinsiilinemik-6glisemik klemp yontemi uygulanarak

toplanan kan 6rneklerinin analizi ile degerlendirildi.

3.2. Cerrahi ve Deneysel Islemler

Siganlar inhalasyon anestezisi altinda opere edildi. Sevofluran anestezik olarak
kullanildi. Indiiksiyon sevofluran (%4, %100 O2) ile ve idamesi %2 sevofluranla
gerceklestirildi. Anestezi altinda sol femoral ven (ilag enjeksiyoni igin) ve sol
femoral arter (kan 6rnegi toplamak igin) igleri heparinli tuzlu su (100 1U/ml) dolu
olan PE50 kateter ile kaniilasyonu yapildi. Biitiin islemler aseptik teknikler
saglanarak yapildi. Cerrahi ekipmanlar, deney tiipleri ve heparinize serum fizyolojik

%70 etil alkol ile dezenfekte edildi.
3.2.1. Arteria Femoralis ve Vena Femoralis’e Kateter Yerlestirilmesi:

Anestezi altindaki siganlarda sol femoral arter ve femoral vene igleri heparinli
tuzlu su (100 1U/ml) ile doldurulan polietilen kateter (PE50) yerlestirildi. Bu amagla,
cerrahi yapilacak bolge uygun dezenfektanlar ile temizlendikten sonra tiiyler bir alet
yardimiyla uzaklagtirildi ve sonrasinda deriye yaklasik 1 cm’lik bir insizyon yapildi.
Bacak kaslari arasinda bulunan sol a. femoralis ve v. femoralis dikkatlice ¢evre
dokulardan ve damar ile birlikte seyreden nervus femoralis’den izole edilerek
serbestlestirildi. Damarlar cerrahi ipler araciligiyla mikro disseksiyon forsepsi
kullanilarak askiya alindi ve kan akimi durduruldu. Askidaki damarlara, {ist
bolgesinden 45 derece olacak sekilde kateterin girebilecegi kesi yapildiktan sonra,
kateterler bu kesiden kalp yoniine (arter i¢in) ve bacaga (ven i¢in) dogru damar igine
yerlestirildi ve ipler ile damar iizerinden sabitlendi. Kateter karin derisine sabitlendi.
Daha sonra her iki kateterde si¢anlarin cilt altindan itilerek sirtindan gikartildi.
Cerrahinin yapildigr bolge 3/0 ipek siitiir ile kapatildi. Cerrahi sonrast agikligi

kontrol etmek ve pihtilasmay1 6nlemek amaciyla 100 U/ml heparinli serum fizyolojik
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ile yikanarak kateter test edildi (Sekil-21). Kafeslere konulmadan 6nce uyaniklik ve
hareket kabiliyetlerini tekrar kazandig1 gézlemlendi. Giinliik olarak agri, enfeksiyon,
agirlik parametreleri ve kateter agikligi kontrol edildi. Sicanlarin iyilesmesi i¢in 3-5

giin beklenildi.

Sekil-21: Femoral arter ve ven kaniilasyonu.

3.2.2. Hiperinsiilinemik-Oglisemik Klemp

Klemp Modeli Kurulumu ve Hazirlanmasi :

Post-cerrahi sonrasi sigan agirliklari 6nemli olacagindan hiperinsiilinemik-

Oglisemik klemp uygulanacak sigan agirliklar1 6nceden kaydedildi. Deneyde sadece
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pre-cerrahi Oncesi agirliklarin1 geri kazanmis sicanlar kullanildi. Agirlik Slgtimleri
ayn1 zamanda enjekte edilecek insiilin ve glukoz oraninin belirlenmesi iginde 6nem
tagimaktadir. Sicanlar yemek sonrast glukoz kaynagini minimize etmek i¢in 5 saat

onceden a¢ birakildi. Sekil-22’de goriildiigii gibi infiizyon diizenegi olusturuldu.

Pompa 1 - insulin

'_ F Y- Konnektor

8cm

Kan Ornedgi

—

Pompa 2 - D50

Arter

Sekil-22 Hiperinsiilinemik-Oglisemik Klemp (Curtis ve ark., 2011 galismasindan uyarlanmistir).

PES0 baglant1 kantiliiniin uzunlugu inflizyon pompasi ile Y konnektor arasinda 8 cm,
Y konnektor ile sigan arasinda veniil hat 15 cm, arter hat 20 cm olacak sekilde
ayarlandi. Infiizyon oncesi olasi inme’nin &nlenebilmesi igin pihti yada hava

kabarciginin olmamasina dikkat edildi.

Fizyolojik Hiperinsiilinemik-Oglisemik Sartlarin Olusturulmasi :

Insiilin (Sigma-Aldrich, Insulin human) %3 plazma iceren serum fizyolojik
icinde seyreltildi. Enjektor icine alinarak infiizyon pompasindaki yuvasina
yerlestirildi ve kaniil baglantis1 yapildi. Aynmi sekilde; %350 dekstroz hazirlanarak
inflizyona hazir bir sekilde pompadaki yuvasina yerlestirildi. Infiize edilecek insiilin

miktar1 sican agirligmma baglh olarak degiskenlik gostermektedir. Burada, 4
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mU/kg/dakika olacak sekilde 2 pl/dakika hizinda tatbik edildi. Uygulanan doz,
yiiksek fizyolojik dozdur. Insiilin ve %50 dekstroz infiizyonu basladiktan sonra her 5
dakikada bir glukoz degerleri dlgiildii. Istikrarli glukoz degerleri olusana kadar
glukoz infiizyon hizinda degisiklikler yapildi. Bazal kan glukoz seviyeleri 5.0-5.5
MM araliginda olmalidir. Bu siire¢, deneysel protokole, sican tiiriine ve deney
kosullarina bagl olarak 30 dakika ile 120 dakika arasinda zaman almaktadir.
Istikrarli kan glukoz seviyeleri olusturulduktan sonra 15 dakikalik araliklarla 180
dakika boyunca kan Ornekleri toplandi. Kan o6rnegi alindiktan sonra pihtilagmay1
onlemek i¢in arteryal hat 10 U/ml heparinli serum fizyolojik ile kiiglik voliimlerde

yikandi. Deney sonrasi siganlar dekapite edildi.

Tablo-1: Klemp islemi siiresince beklenen veriler.

Zaman (dakika)

GIR | Zaman
Glukoz | (dak ) | Degisikligi

Zaman
(mM) (dak.)
insulin infizyenu 0. dakikada
A 0 5 0 - baslatid.
B 5 3 4 6 Inzulin infizyonunun 5. dakikasinda

glukoz infiizyonu baglatid.

Kan glukoz seviyvelerinin viksek
c 10 6.8 2 11 olmasindan dolay! glukoz infizyon
oranin diigirildi.

Kan glukoz seviyelerinin disik

D 15 4.2 3 16 olmazina badh glukoz infizyon orani
artiridi.

Kan glukoz =seviyeleri az oranda

E 20 5.5 25 21 yiksek oldugundan infizyon oram 2.0
ve 3ulidak. arasinda degigtirildi

Kan glukoz seviveleri az oranda
F 25 4.8 2.75 26 digiik oldudu icin infizyon orani 2.5

ve Juldak. arasinda degistirildi.

Kisaltmalar: mM: milimolar, GIR: Glikoz infiizyon orani, dak.: Dakika.
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Hematokrit Olciimii :

Hematokrit degerleri deney boyunca kan voliimiinden emin olabilmek i¢in
olgiildii. Olgiim sirasinda mikrohematokrit pipetine alman kan 6rnekleri santrifiij
edildi. Santrifiijden ¢ikan mikrohematokrit pipeti skala yardimi ile degerlendirildi.
Genel olarak, hematokrit seviyeleri baslangi¢c voliimiinden %10°‘dan daha diisiik

olmamasi gerekir.
3.3. Serumlarin Elde Edilmesi

Calisma gruplarindan elde edilen kanlar beklemeden 10.000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi, eppendorf tiiplerine konuldu. Analiz edilene
kadar -20 °C’de dondurularak saklandi.

3.4. Serum Uridin Konsantrasyonlarmmn Ol¢iilmesi
3.4.1. Serum Ekstraksiyonu

-20 °C’de dondurulmus haldeki serumlar, oda sicakliginda bekletilerek ¢oziildii.
Vorteks ile karistirtlmasinin ardindan, 100 pl serum 6rneklerinin tizerine 400 ul
metanol eklenerek tekrar vortekslendi ve 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Bu
orneklerin 400 pl’si geri alinarak ve liyofilizatorde kurutuldu. Kurutulan 6rnekler
100 pl distile suda ¢oziildii ve mikrofiijde santrifiij edildikten sonra HPLC’ye enjekte
edilerek analiz edildi (Sekil-23).
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SERUM EKSTRAKSIYONU
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¥
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{

|75 1l siipernatant geri alindi ve HPLC'de araliz edildi |

Sekil-23 Kan Orneklerinden Serum Ekstraksiyonu.

3.4.2. HPLC (High Performance Liquid Chromotography, Yiiksek

Performansh Sivi Kromotografisi) ile Uridin Analizi

Serum iridin analizleri HPLC sistemi (Hitachi, Tokyo, Japonya) kullanilarak
yapildi (Sekil-24). Sistemde diode array dedektér ve koruyucu kolon (Supelco
Discovery HS C18 Supelguard, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ve ters faz
analitik kolon (Thermo Scientific Hpersil ODS, 5um, 150mmx4,6mm I.D)
kullanildi. Serum iiridin 4 mM’lik KoHPOs, pH: 5.5 mobil fazi ile 1 ml/dk akis
hizinda ayristirildi. Serum Orneklerindeki tiridin pikleri 260 nm boyunda dedekte

edildi. Piklerin analizi standart piklerle es zamanl olarak karsilastirilarak yapildi.
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Sekil-24: HPLC Sistemi.

Uridin niikleozidinin kan serum drneginde tespitine dair rnek kromatogram ve

diode array dedektor goriintiisii sirasiyla Sekil 25 ve Sekil 26°de goriilmektedir.
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Sekil-26: Serum 6rneginde iridin tespitine dair temsili diode array dedektor goriintiisii.
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3.5. Kan Glukoz ve Serum Insiilin Diizeylerinin Olciilmesi

Kan glukoz diizeylerinin 6l¢iimii icin yukarida belirtilen gruplardan belirtilen
zaman araliklarinda toplanan kan Orneklerinden once kan glukoz Ol¢iim cihazi
(Optima, Tayvan) stripine siganlardan elde edilen birkag damla kan o6rneginin
damlatilmasiyla gergeklestirildi. Belirtilen tiim zaman araliklarinda 6l¢iimler iki kez
yapilarak iki 6l¢limiin ortalamasi alindi.

Deneyler sirasinda toplanan kan 6rneklerinde serum insiilin diizeylerini 6lgmek
amaciyla ELISA yontemi kullanildi. ELISA yontemi, 0zgiil antijen-antikor
baglanmasinin antikorlara alkalen fosfataz veya horseradish peroksidaz gibi bir
enzim baglanmasi ve bu enzim substratinin renkli iiriinlere donistiiriilmesi ve
gosterilmesi esasina dayanan immunohistokimyasal Ol¢lim teknigidir. ELISA
yontemi ile 6zgiil antikor kullanilarak ©ornek igindeki antikor miktar1 Olgiliir.
ELISA’nin direkt, indirekt, sandvi¢ ve kompetetif ¢esitleri vardir. Calismalarimizda
sandvi¢ ELISA metodunu uyguladik. Bu yontemde kuyucuklarin i¢ kismi antikorla
kaplanir ve bloklanir. Antijen iceren Ornek kuyucuklara pipetlenir. Yikama ile
baglanamayan antijenler uzaklastirildiktan sonra, antijene spesifik olarak
baglanabilen enzimle isaretli antikor eklenir. Yikama tekrarlanarak baglanmamis
serbest haldeki enzim-antikor konjugatlart uzaklastirilir. Ortama enzim substrati
eklenerek meydana gelen renk degisiminin spektrofotometrik 6lgtimii yapilir.

Calismamizda insiilin 6lgtimleri i¢in SunRed Inc. (201-11-0708) firmasindan
temin ettigimiz Rat Insiilin ELISA Kit’ini kullandik.

Hayvanlardan dekapitasyon ya da arter kaniilii araciligiyla 250-300 pl kan
ornegi toplanip +4 °C’de 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve serumlar
ependorflarda ayr1 ayri isimlendirildi ve Ol¢liim yapilacagi giine kadar -80°C’de
muhafaza edildi.

Analiz Prosediirii:

1. — 80 °C’de saklanan serum ornekleri buz icinde yavas bir sekilde erimesi
saglandi.

2. Eriyen 6rnekler +4 °C’de 3000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi ve iist kismi
(stipernatani) alind1.

3. ELISA kiti caligmadan 30 dakika once ortam sicakliginda bekletildi.
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4. Her kuyuya 50 ul belirtilen oranlarda dilue edilmis standard, kontrol ve 40 ul
ornek pipetlendi ve lizerine 10 pul antikor (standartlar harig) ve 50 pl Str-HRP
eklendi.

5. Uzeri seffaf membran ile kapatilarak 60 dakika boyunca 37°C’de inkiibe
edildi.

6. Her kuyuya 350 pl Yikama Soliisyoni eklendi ve aspire edildi. Bu islem 3
kez tekrarlandi. Son yikamadan sonra kuyucuklarda su kalmamasi icin plak
ters ¢evirilerek temiz bir peceteye i¢inde kalan sivi aktarildi.

7. Her kuyuya sirasiyla Chromogen A ve Chromogen B soliisyonlar1 50 pl
pipetlendi, shakerda 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

8. Her kuyuya 50 pl Stop soliisyonu eklendi. Reaksiyon sonrast mavi renk
sartya dontistii.

9. 10-15 dakika bekleme siiresi sonras1 optik dansite 420 ve 450 nm’de tayin
edildi (BioTek, ELX808’de dl¢iim yapildi).

3.6. Istatistiksel Analizler

Calismada istatistiksel analizler ~ SigmaPlot® (versiyon 12.0) programi

kullanilarak yapildi. Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Ikili
karsilagtirmalar i¢in Student’s t testi kullanildi. Ayn1 grupta tekrarlanan olgiimlerin
istatiksel analizi icin Tek Yonlii (One-Way) Tekrarli Olgiimler (Repeated Measures;
RM) Degiskenlik Analizi (Analysis of Variance; ANOVA) kullanildi. Birden fazla
dozun ve zaman araliginin bulundugu calismalarda grup i¢i ve gruplar arasi
farklihiklar Tki Yénlii (Two-Way) RM ANOVA’y: takiben post-hoc Tukey testi ile
analiz edildi. Caligmadaki tiim analizlerde p degerinin 0.05’ten kii¢iik oldugu

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kan Glukoz ve Serum Uridin Konsantrasyonlarimin Achk Durumunda ve

Gida Alimini Takiben Zamana Bagh Degisimleri

Calismamizin Deney IA kisminda aglik durumunda ve serbest gida alimini
takiben olusturulan tokluk sartlarinda kan glukoz ve serum {iridin diizeylerinin
zamana bagli degisimlerini gézlemek i¢in si¢anlara (n=13) femoral arter kaniilasyonu
yapildi. Ag¢lik diizeylerini belirlemek i¢in 24 saat a¢ birakilan sicanlardan arteryel
kantilden strip lizerine birkag damla veya polipropilen ependorflar igine 200-250 pl
kan Ornegi alindiktan sonra siganlarin yem tiiketimleri serbest birakildi. Gida
aliminin 1 saat boyunca serbest birakilmasini takiben 0, 0.5, 1., 2., 4., ve 6. saatlerde
strip tizerine damlatilan kan Orneklerinden kan glukoz takipleri yapilirken ayni
zaman araliklarinda eppendorflar icine toplanan kan oOrneklerinden serum {iridin
konsantrasyonlar1 0lgiildii. Aglik durumu olusturulan siganlarda kan glukoz
seviyeleri ortalamas1 85 + 5,7 mg/dl olarak tepit edildi. Bir saatlik serbest yem
tiiketiminin ardindan kan glukoz seviyeleri 0. dakikadan itibaren anlaml bir sekilde
artig gosterip anlamlilik 1. saate kadar devam etti ve en yliksek degere (112.3 = 7.6

mg/dl) ulast1 ve takiben zamanla iligkili sekilde azald1 (Sekil-27).
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Sekil-27: Kan Glukoz Seviyelerinin A¢lik ve Bunu Takip Eden Tokluk Déneminde Zamana Bagli Degigimi.

Kan glukoz seviyeleri arteryel kateterizasyonun ardindan alinan kan ile 6lgiildii. Veriler ortalama + standart hata olarak
verilmistir ve bu grupta 6 deney hayvam sonuglarmin ortalamasidir. Istatiksel degerlendirme Tek Yonli RM ANOVA ile
yapilmistir. ¥*p<0.01, aglik durumu ile kiyaslandiginda anlamli olarak yiiksektir.

Gida alimi serum iiridin konsantrasyonlarmi ilk dakikalardan itibaren zamana
bagli olarak anlamli bir sekilde azaltti. Siganlarin yem tiiketimi serbest birakilmadan
once ortalama serum liridin konsantrasyonlar1 yaklasik 1.29 + 0.2 pM seviyelerinde
oOlgiildli. Serum iridin seviyesindeki azalma 1. saatte maksimum seviyeye (0.59 =+
0.07 uM) ulasti. Anlamlilik 4. saate kadar devam etti ve daha sonra baslangic
degerlerine yaklasti (Sekil-28).
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Sekil-28: A¢lik ve Tokluk durumlarinda serum iiridin seviyelerinin zamana bagl degisimi.

Kan 6rnekleri arter kaniiliinden alindi. Santrifiij edildikten sonra serum ekstrakte edildi. Serum iiridin seviyeleri HPLC ile
dlciildii. Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir ve bu grupta 6 deney hayvani sonuglarinin ortalamasidir. istatiksel
degerlendirme Tek Yonli RM ANOVA ile yapilmistir. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; a¢lik durumu ile kiyaslandiginda
anlamli olarak yiiksektir.

4.2. Achik ve Tokluk Durumlarinda Serum Insiilin Konsantrasyonlar

Calismamizin Deney IB kisminda aglik durumu olusturmak igin 24 saat ag
birakilan siganlardan (n=10) aglik esnasinda ve ayrica yem alimlar1 1 saat boyunca
serbest birakilan (n=10) sicanlardan yem alimlarinin baglamasindan itibaren 2. saatte
anestezi altinda dekapitasyon yapilmak suretiyle polipropilen eppendorf i¢ine kan
ornekleri toplandi. Alinan 6rnekler +4 °C’de 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek, elde edilen serumlarda insiilin diizeyleri 6l¢iildii. Ac¢lik durumunda ortalama
serum insiilin konsantrasyonu 0.463 £ 0.01 ng/ml iken, tokluk durumunda ortalama
0.737 £ 0.07 ng/ml Slgiilerek anlamli farklilik gosterdi (Sekil-29).
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Sekil-29: Aglik ve Tokluk durumlarinda kan serum insiilin konsantrasyonlari.
Kan ornekleri dekapitasyonun hemen ardindan alinarak santrifiij edildi ve serum insiilin seviyeleri ELISA ile 6l¢iildi.
Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir ve her bir grup 10 deney hayvam sonuglarmm ortalamasidir. Istatiksel
degerlendirme Student t-testi ile yapilmustir. **p<0.01, aglik durumu ile kiyaslandiginda anlamli olarak ytiksektir.

4.3. Insiilinin Subkutan Yolla Farkh Dozlarda Enjeksiyonu Sonras1 Kan Glukoz
Konsantrasyonlarinin Zamana Bagh Degisimleri

Insiilin uygulamas1, subkutan yolla 0.1 U, 0.5 U ve 1 U (1 ml/kg) dozlarinda
yapildi ve sonrasinda femoral artere yerlestirilen kaniilden kan ornegi alinarak
glukoz konsantrasyonlarmin zamana bagli degisimleri gozlendi. Kontrol grubu
sicanlara salin (%0.9 tuzlu su) 1 ml/kg olacak sekilde subkutan yolla uygulandi.

Subkutan yolla 0.1 U insiilin uygulamasi, kan glukoz degerlerini insiilin tedavisi
oncesine (0. dakika) veya ayni zaman noktalarindaki salin tedavisine gore anlamli
olarak degistirmedi.

Ancak subkutan yolla uygulanan 0.5 U ve 1 U insiilin tedavisi si¢anlarda glukoz
konsantrasyonlarint anlamli derecede azaltti. Dordiincii saate kadar 40 mg/dl altinda
kalarak baglangic degerlerine gore anlamli disiisiini siirdiren kan glukoz
konsantrasyonlari, daha sonra artma egilimi gosterdi ve deney sonunda baslangi¢
seviyelerine geri dondii. Ayni gruplar salin enjeksiyonu yapilan kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, kan glukoz konsantrasyonlarinda 2. saate kadar anlaml sekilde
azalma goriildii. Kan glukozu belirli bir zaman dilimine kadar dogrusal artis gosterdi

ve sonunda baslangic seviyelerine geri dondii (Sekil-30). iki Yénli RM ANOVA
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instilin  tedavisinin  (F[3,114]=12.639; p<0.001), zamanin (F[6,114]=31.624,
p<0.001) ve tedavi x zaman etkilesiminin (F[18,114]=5.382, p<0.001) kan glukoz

diizeyleri tizerine anlaml etkileri oldugunu gdsterdi.
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Sekil-30: Insiilinin subkutan yolla farkli dozlarda enjeksiyonu sonrasi kan glukoz konsantrasyonlarimin zamana bagh
degisimleri.

Kan glukoz seviyeleri arteryel kateterizasyonun ardindan alinan kan ile dlgiildii. Veriler ortalama + standart hata olarak
verilmistir Gruplar; salin grubu (n=6), 0.1 U insiilin grubu (n=6), 0.5 U insiilin grubu (n=6), 1 U insiilin grubu (n=6) deney
hayvani sonuglarinin ortalamasidir. Istatiksel degerlendirme iki Yonli RM ANOVA ile yapilmustir. *p<0.05, ***p<0.001; ayn1
tedavinin 0. dakika degeri ile kiyaslandiginda, ### p<0.001; aym noktadaki salin degeri ile kiyaslandiginda anlamli olarak
azalmaktadir.

4.4. Insiilinin Subkutan Yolla Farkh Dozlarda Enjeksiyonu Sonras1 Serum
Uridin Konsantrasyonlarinin Zamana Bagh Degisimleri

Insiilin uygulamasi, subkutan yolla 0.1 U, 0.5 U ve 1 U (1 ml/kg) dozlarinda,
kontrol grubu sicanlara salin uygulamast (%0.9 tuzlu su) 1 ml/kg olacak sekilde
yapild1 ve sonrasinda femoral artere yerlestirilen kaniilden O, 0.5, 1., 2., 4., 6. ve 8.
saatlerde kan Ornegi alinarak serum iiridin konsantrasyonlarmin zamana bagh
degisimleri gozlendi.

Subkutan yolla 0.1 U insiilin uygulamasi sonrasi serum iiridin diizeyleri salin
kontrollerine kiyasla anlamli bir farklilik géstermedi.

Subkutan yolla 0.5 U insiilin uygulamasindan 1 saat sonra ise baslangigta 1.24 +
0.03 uM olarak 6l¢iilen serum iiridin konsantrasyonlar1 0.56 + 0.03 uM seviyelerine

kadar azalarak zamana bagl ve istatiksel olarak anlaml diistis gosterdi. Bu dozda
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insiilin tedavisi ayni zaman noktalarindaki kontrol grubu salin degerleriyle
kiyaslandiginda serum {iridin konsantrasyonlarinda 4. ve 8. saat haricinde istatiksel
olarak anlamli azalmaya neden oldu.

Benzer sekildle 1 U subkutan insiilin uygulamasi da serum {iridin
konsantrasyonlarin1 zamana bagli olarak diisiirdii. Bu diisiis baslangicta 1.31 + 0.05
uM olarak Olclilen serum {ridin konsantrasyonlarini tedaviden 2 saat sonra
maksimum olacak sekilde 0.55 + 0.05 uM seviyelerine kadar tespit edildi. Serum
tiridin konsantrasyonlarindaki azalma ayni zaman noktalarindaki kontrol grubu salin
degerleriyle karsilastirildiginda 4. ve 8. saat haricinde istatiksel olarak anlamli
sekilde devam etti (Sekil-31).

iki Yonli RM ANOVA insiilin tedavisinin (F[3,118]=18.170; p<0.001),
zamanin  (F[6,118]=5.758, p<0.001) ve tedavi x =zaman etkilesiminin
(F[18,118]=2.103, p<0.01) serum iiridin diizeyleri tizerine anlaml etkileri oldugunu

gosterdi.
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Sekil-31: Insiilinin subkutan yolla farkli dozlarda enjeksiyonu sonrasi serum iiridin konsantrasyonlarmin zamana bagli
degisimleri.

Kan ornekleri artere yerlestirilen kaniil araciligtyla alindi. Santrifiij edildikten sonra serum ekstrakte edildi. Serum tiridin
seviyeleri HPLC ile 6lgiildi. Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir Gruplar; salin grubu (n=6), 0.1 U insiilin grubu
(n=6), 0.5 U insiilin grubu (n=6), 1 U insiilin grubu (n=6) deney hayvan sonuglarmin ortalamasidir. Istatiksel degerlendirme Iki
Yonli RM ANOVA ile yapilmistir. *p<0.05, ***p<0.001; ayn1 tedavinin 0. dakika degeri ile kiyaslandiginda, ### p<0.001,;
ayn1 noktadaki salin degeri ile kiyaslandiginda anlamli olarak azalmaktadir.
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4.5, Insiilin’in Subkutan Yolla Farkh Dozlarda Enjeksiyonu Sonrasi Serum
Insiilin Konsantrasyonlarinin Zamana Bagh Degisimleri

Subkutan yolla 0.1 U insiilin uygulamasi, tedavinin baslangicindaki (0. dakika)
veya ayni zaman noktalarindaki salin tedavisi ile kiyaslandiginda serum insiilin
diizeylerinde anlamli bir degisiklige neden olmadi.

Buna karsilik, subkutan yolla 0.5 U veya 1 U insiilin uygulamasindan sonra
serum insiilin diizeyleri anlamli Olciide artis gosterdi. Uygulama Oncesi serum
insiilinin baglangi¢ diizeyleri 0.5 ng/ml civarinda iken, 0.5 U ve 1 U subkutan
uygulamasi sonrasi ilk 30 dakikada maksimum seviyeleri olan sirasiyla 4.76 + 0.2
ng/ml (p<0.001) ve 12.1 + 0.2 ng/ml (p<0.001) degerlerine ulasti. Her iki doz insiilin
uygulamas1 sonrasi 4. saate kadar anlamli yiiksekligini siirdiiren serum insiilin
diizeyleri 8. saatin sonunda baslangi¢ seviyelerine geri dondii (Sekil-32).

Iki Yonli RM ANOVA insiilin tedavisinin (F[3,90]=788.676; p<0.001),
zamanin  (F[6,90]=359.044, p<0.001) ve tedavi x =zaman etkilesiminin
(F[18,90]=226.962, p<0.01) serum insiilin diizeyleri Tlizerine anlamli etkileri

oldugunu gosterdi.
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Sekil-32: Insiilinin subkutan yolla farkli dozlarda enjeksiyonu sonrasi serum insiilin konsantrasyonlarimin zamana bagh
degisimleri.

Kan 6rnekleri artere yerlestirilen kaniil araciligiyla alindi. Santrifiij edildikten sonra serum ekstrakte edildi. Serum insiilin
seviyeleri ELISA ile ol¢iildii. Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir Gruplar; salin grubu (n=5), 0.1 U insiilin grubu
(n=4), 0.5 U insiilin grubu (n=4), 1 U insiilin grubu (n=6) deney hayvani sonuglarimnin ortalamasidir. Istatiksel degerlendirme Iki

42



Yonli RM ANOVA ile yapilmustir. *p<0.05, ***p<0.001; ayni tedavinin 0. dakika degeri ile kiyaslandiginda, ### p<0.001;
ayni1 noktadaki salin degeri ile kiyaslandiginda anlamli olarak azalmaktadir.

4.6. Hiperinsiilinemik-oglisemik Klemp Yoéntemi Uygulanarak Toplanan
Kan Orneklerinin Analizi

Serum iiridin diizeylerindeki degisimlerin insiilin’e bagli olup olmadig:
hiperinsiilinemik oglisemik klemp yontemi uygulanarak toplanan kan orneklerinin
analizi ile degerlendirildi. infiize edilecek insiilin miktar1 sigan agirligina bagl olarak
yiiksek fizyolojik doz olan 4 mU/kg/dakika olacak sekilde 2 pl/dakika hizinda
uygulands. Insiilin ve % 50 dekstroz infiizyonu basladiktan sonra her 5 dakikada bir
glukoz degerleri dlgiildii. Istikrarli kan glukoz seviyeleri olusturulduktan sonra 15
dakikalik araliklarla 180 dakika boyunca kan 6rnekleri topland1 (Sekil-33).
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Sekil-33: Hiperinsiilinemik-6glisemik klemp yontemi uygulanarak istikrarli kan glukoz seviyelerinin olusturulmasi.

Kan glukoz seviyeleri arteryel kateterizasyonun ardindan alinan kan ile 6l¢iildii. Veriler ortalama + standart hata olarak
verilmistir ve bu grupta 5 deney hayvanindan elde edilen sonuglarm ortalamasidir. Istatiksel degerlendirme Tek Yoénli RM
ANOVA ile yapilmistir. Hiperinsiilinemik-6glisemik klemp uygulamasi 0. dakika degeri ile kiyaslandiginda, kan glukoz
konsantrasyonlarinda anlaml farklilik gériilmemistir.

4.7. Hiperinsiilinemik-églisemik Klemp Yontemi Sonras1 Serum Uridin ve
Insiilin Konsantrasyonlarinin Zaman Bagh Degisimleri
Hiperinsiilinemik-6glisemik klemp modeli ile istikrarli kan glukoz seviyelerinin

elde edilmesini takiben 15 dakikalik araliklarla 180 dakika boyunca toplanan kan
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serum Orneklerinden iridin  Olgimii  yapildi. Baslangic (0. dakika) {iridin
konsantrasyonu (0.85 + 0.04 uM) ile kiyaslandiginda, incelenen tiim zaman
araliklarinda serum iiridin konsantrasyonlarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

azaldigi tespit edildi (Sekil-34).
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Sekil-34: Hiperinsiilinemik-6glisemik klemp yontemi sonrasi serum iiridin konsantrasyonlarinin zamana bagli degisimleri.
Kan ornekleri artere yerlestirilen kaniil araciligryla alindi. Santrifiij edildikten sonra serum ekstrakte edildi. Serum tiridin
seviyeleri HPLC ile 6l¢iildii. Veriler ortalama =+ standart hata olarak verilmistir ve bu grupta 5 deney hayvanindan elde edilen
sonuglarin ortalamasidir. Istatiksel degerlendirme Tek Yonli RM ANOVA ile yapilmistir. ***p<0.001 0. dakika deger ile
kiyaslandiginda.

Hiperinsiilinemik-6glisemik  klemp uygulanan siganlarin serum insiilin
konsantrasyonlar1 baslangigtaki insiilin konsantrasyonu ile kiyaslandiginda, deney
sonuna kadar serum insiilin konsantrasyonlariin istatistiksel olarak anlamli artig

gosterdigi gozlendi (Sekil-35).
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Sekil-35: Hiperinsiilinemik-6glisemik klemp yontemi sonrasi serum insiilin konsantrasyonlarinin zamana bagli
degisimleri.

Kan 6rnekleri artere yerlestirilen kaniil araciligiyla alindi. Santrifiij edildikten sonra serum ekstrakte edildi. Serum insiilin
seviyeleri ELISA ile 6l¢iildii. Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir ve bu grupta 5 deney hayvanindan elde edilen
sonuglarin ortalamasidir. Istatiksel degerlendirme Tek Yénli RM ANOVA ile yapilmistir. **%p<0.001 0. dakika deger ile
kiyaslandiginda.

Hiperinsiilinemik-6glisemik klemp uygulanan si¢anlarin deney boyunca kan
volimiinden emin olabilmek i¢in hemotokrit olgiimleri yapildi. Genel olarak,

hematokrit seviyeleri baslangi¢ voliimiinden % 10°dan daha diisiik olmayan sonuglar

degerlendirildi (Sekil-36).
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Sekil-36: Klemp siiresince zamana bagli hematokrit seviyeleri. Bu grupta 5 deney hayvani sonuglarinin ortalamasidir.
Istatiksel degerlendirme Tek Yonlii RM ANOVA ile yapilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Temel metabolik hormonlardan biri olan insiilin viicutta glukozun ve amino
asitlerin hiicrelere alinmasini1 saglar, glukojen ve yag sentezini arttirir, Ve
glukojenoliz, lipoliz ve proteoliz siireglerini baskilar. Ancak insiilinin piirin veya
pirimidin metabolizmasi lizerine etkileri bilinmemektedir. Bu nedenle ¢alismamizda,
insiilinin bir pirimidin niikleozidi olan iiridin {izerine in vivo etkileri aragtirilmistir.
Bu amagla sicanlarda aglik ve tokluk durumlarinda serum iiridin diizeylerinin
belirlenmesini  takiben, farkli  dozlarda insilin  uygulamasinin  dridin
konsantrasyonlari iizerine etkileri analiz edilmis ve son olarak tiridin diizeylerindeki
degisimlerinin glukozun hiicre i¢ine alimina bagli olup olmadigi arastirilmistir.
Bulgularimiza gore serum firidin diizeyleri tokluk durumunda ve subkutan yolla
uygulanan insiilin sonras1 anlamli olarak azalmustir. Insiilin sonras1 gdzlenen diisiisler
doza ve zamana bagli olarak gerceklesmistir. Hiperinsiilinemik-6glisemik klemp
caligmalar ile de iiridin diizeylerinde gozlenen bu degisimlerin hiicre igine glukoz
girisinden bagimsiz oldugu belirlenmistir. Elde edilen bulgular literatiirde ilk kez
insiilinin serum tridin diizeylerini diizenledigini ve insiilin uygulamasi sonrast serum
iiridin konsantrasyonlarinda goézlenen azalmanin hiicre i¢ine glukoz girisinden

bagimsiz oldugunu gostermistir.

Uridin, dokularda ve kan dolasiminda serbest olarak veya fosfatli niikleotid
formunda bulunmaktadir  (Cansev, 2006). Insanlarda kan dolasimindaki ana
pirimidin bilesigi olan iiridin konsantrasyonlart (Wurtman ve ark., 2000), farkl
calismalarda 3-8 mikromolar arasinda oldugu bildirilmistir (Yamamoto ve ark.,
2011). Uridin’in baz1 metabolik bozukluklar sirasindaki kan konsantrasyonlar1 da
cesitli caligmalarda bildirilmistir. Ornegin, diyabet hastalarinda kan iiridin
konsantrasyonlarmin anlamli bir sekilde degistigi gosterilmistir. Yamamoto ve
arkadaglarinin  yapmis oldugu c¢alismada saglikli  bireylerde kan iridin
konsantrasyonu 3.75 + 1.04 mikromolar iken, Tip II diyabeti olan yas ve cinsiyet

uyumlu hasta bireylerde anlamli olarak daha yiiksek (4.32+ 0.64 mikromolar) olarak
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bildirilmistir. Tip I diyabet tanis1 almis ¢ocuklarda serum {iridin konsantrasyonu
saglikli kontrollerin serum iiridin seviyeleri ile karsilastirildiginda iki kat daha
yiiksek bulunmus ve UTP yikim iriinii olan iridin konsantrasyonu ile HbA1C
seviyeleri arasinda pozitif korelasyon oldugu gosterilmistir (Dudzinska, 2011). Bu
caligmalar, insiilinin kan iiridin diizeylerinin regiilasyonu iizerine etkisi olabilecegini

diistindiirmektedir.

Bu bulgulara destek niteligindeki in vitro ¢alismalarda Peck ve arkadaslar1 (Peck
ve ark., 1971) insiilin uygulamasinin izole kemik hiicrelerinde isaretlenmis iiridinin
RNA ve urasil niikleotidlerinin sentezine katilmasini stimiile ettigini gostermistir.
Diyabetik sicanlarda kalp ve diyafram kasinda UTP miktarinin azaldigi ve insiilin
tedavisinin azalan UTP konsantrasyonunu normal seviyelere geri getirdigi
bulunmustur (Gertz ve Haugaards, 1979). Diyabetli sicanlardan elde edilen kardiyak
ve iskelet kasindaki iiridin kinaz aktivitesi saglikli si¢anlarla karsilastirildiginda daha
azdir. Ayrica, in vitro kosullarda streptozosin ile olusturulan diyabetik siganlarin
hemidiyaframinda normal siganlardan elde edilen hemidiyaframa gére daha az UTP
sentezlendigi gosterilmistir (Gray ve ark., 2004). Benzer sonuglar Rilemma
tarafindan meme bezi eksplantlarinda yaptig1 calismalarla elde edilmistir (Rilemma,
1975). Deneylerin sonuglar1 pirimidin niikleotid metabolizmasinin insiilin tarafindan
regiile edildigini ve glikojen biyosentezi sirasinda iiridinin UTP’ye doniisiimiinde hiz
kisitlayict bilesen olan iiridin kinaz enziminin aktive edilmesinde insiilinin 6nemli

rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu gozlemlerden yola c¢ikilarak insiilinin in vivo pirimidin metabolizmasi
tizerinde etkileri olabilecegi ¢ikarimina varilmis ve cesitli kosullarda serum {iridin
diizeylerinin analiz edildigi bu calisma planlanmistir. Calismada ilk olarak aglik ve
takiben tokluk durumu olusturulan sicanlarda kan glukoz, serum {iridin ve insiilin
diizeyleri ile bu diizeylerin yem tiikketimi sonrasi nasil degistigi incelenmistir. A¢lik
durumu olusturulan siganlarda kan glukoz seviyeleri ortalamasi 85 + 5.7 mg/dl
olarak tepit edilmis, bir saatlik yem tiiketiminin ardindan anlamli bir sekilde artis
gosterip 1. saatte en yiiksek degere (112.3 £ 7.6 mg/dl) ulasmistir (Sekil-27). Ancak
gida alimi serum {iridin konsantrasyonlarini ilk dakikalardan itibaren zamana bagh

olarak anlamli bir sekilde azaltmistir. Sicanlarin yem tiiketimi serbest birakilmadan
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once ortalama serum iiridin konsantrasyonlari yaklasik 1.29 + 0.2 uM seviyelerinde
iken 1. saatte maksimum azalma (0.59 + 0.07 pM) gozlenmistir. Serum insiilin
konsantrasyonu ise aglik durumunda ortalama 0.463 + 0.01 ng/ml iken, tokluk
durumunda ortalama 0.737 + 0.07 ng/ml Olgiilerek anlamli farklilik gosterdi (Sekil-
29). Bu sonuglar, yem tiiketimine bagh artan kan glukoz seviyelerinin diisiiriilmesi
icin salmman insiilinin serum iiridin diizeyleri {izerine etkisi olabilecegini
diisiindiirmekte ve bu hipotez dnceden yapilan ¢aligmalarla biiylik 6l¢iide paralellik

gostermektedir (Duszinska, 2011).

Bu gozleme dayanarak ¢alismanin ikinci basamaginda farkli dozlarda subkutan
yolla insiilin uygulamasi yapilan gruplarda doza ve zamana bagli liridin degisimleri
incelenmistir. Subkutan yolla uygulanan 0.1 U insiilin kan glukoz diizeylerini
etkilemezken, 0.5 U ve 1 U insiilin tedavisi siganlarda glukoz konsantrasyonlarini
anlamli derecede azaltmistir. Dordiincii saate kadar 40 mg/dl altinda kalarak
baslangi¢ degerlerine goére anlamli diisiisiinii stirdiiren kan glukoz konsantrasyonlari,
daha sonra artma egilimi gostermis ve deney sonunda baslangic seviyelerine geri
donmiistiir (Sekil-30). Benzer sekilde 0.1 U subkutan insiilin uygulamasi iiridin
diizeylerini etkilemezken, 0.5 ve 1 U insiilin uygulamalar1 serum {iridin
konsantrasyonlarini zamana bagli olarak anlamli sekilde diistirmiistiir (Sekil-31). Bu
diisiisler 0.5 ve 1 U insiilin uygulamalarindan sonra serumda tespit edilen insiilin

diizeyleri artiglari ile uyumlu idi (Sekil-32).

Calismamizda bu asamaya kadar elde edilen sonuglar, disaridan insiilin
uygulamasina bagli serum iiridin konsantrasyonlarindaki bu degisimlerin hiicre ici
glukoz girisine bagimli olup olmadig1 sorusunu akla getirmistir. Bu durumu test
etmek icin hiperinsiilinemik-6glisemik model olusturulmustur. Siganlara fizyolojik
yiiksek dozlarda olacak sekilde insiilin ve hiicre i¢i glukoz diizeylerini bazal
seviyeler olan 5.0-5.5 mM aralaginda sabit tutmak amaciyla %50 dekstroz infiize
edilmistir. Bu modelde kan glukoz diizeyleri zaman i¢inde sabit seyrederken (Sekil-
33) serum iiridin diizeylerinde ise anlaml sekilde azalmalar gézlenmis ve bu durum
deney boyunca devam etmistir (Sekil-34). Baslangi¢c serum iiridin konsantrasyonu
0.85 £ 0.1 uM iken, 180. dakikaya kadar belirli zaman araliklarinda toplanan kan

orneklerinde serum iiridin konsantrasyonlar1 0.4-0.5 uM seviyelerinde Ol¢lilmiistiir.
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Elde edilen bulgular, literatiirde ilk kez disaridan verilen insiilin tedavisiyle iiridin
diizeylerindeki azalmanin hiicre i¢ine glukoz girisinden bagimsiz oldugunu

gostermistir.

Pirimidin bilesikleri tagiyici protein ailesi olan CNT ve ENT araciligiyla hiicre
icine alinirlar (Cansev, 2006). Sodyum-bagimli yiiksek afiniteli tasimadan CNT
ailesi sorumlu iken, sodyum-bagimsiz diisiik afiniteli tasimadan ENT ailesi
sorumludur. Uridinin beyin hiicrelerine alinmasi igin sirasiyla kan-beyin bariyeri
tizerindeki tasiyicilarla 6nce beyin ekstraseliiler sivisina ve daha sonra hiicre zarinda
bulunan tasiyicilar araciligiyla hiicre i¢ine alinmasi gerekir. Hem CNT hem de ENT
ailesinin tiyeleri kan beyin bariyeri ve hiicre zar1 iizerinde bulunmaktadirlar (Cansev,
2006). Calismamizda elde edilen sonuglara gore insiilin etkisiyle kanda azalan
tiridinin dokularda kullanilmak iizere hiicre i¢ine alintyor olmast muhtemeldir. Ag
birakilan sicanlarda yapilan caligmada diyet desteginin ince barsakta ve karacigerde
CNT diizeylerinin ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir (Lopez-Navarro ve ark.,
1996; Mercader ve ark., 1996). Pawelczyk ve arkadaslarmin sicanlarda yapmis
olduklar1 ¢alismada diyabetik kalp, karaciger ve bobrek dokularinda ENT ve CNT
niikleozid tasiyicilarinin mRNA seviyelerinde onemli degisiklikler gosterilmistir
(Pawelzyk ve ark., 2003). Sican T ve B lenfositlerinde yapilan hiicre kiiltiirlinde,
niikleozid tasiyicilarinin ekspresyon seviyeleri glukoz ve insiilin tarafindan
birbirinden bagimsiz ve farkli olarak regiile edildigi gosterilmistir (Sakowicz ve ark.,
2004). Bu amacla ilgili organlarda bu etkiye aracilik eden transporter
mekanizmalarin ortaya c¢ikarilmasi doku metabolizmasi hakkindaki bilgilerimizi

attiracaktir.

Sonug olarak, siganlarda yaptigimiz ¢alismamizda literatiirde ilk kez disaridan
verilen insiilin tedavisiyle serum iiridin konsantrasyonlar: incelenmis, elde edilen
bulgular doza ve zamana bagli azalmalar oldugunu gosterilmistir. Ayrica, yaptigimiz
calismalar yine literatiirde ilk kez disaridan verilen insiilin tedavisiyle kan serum
iiridin diizeylerindeki azalmanin hiicre i¢ine glukoz girisinden bagimsiz oldugunu

gostermistir.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR

ATP: Adenozin- 5’-tri-fosfat

CMP: Sitidin mono-fosfat

CDP: Sitidin di-fosfat

CDP-etanolamin: Sitidin di-fosfat-etanolamin
CDP-kolin: Sitidin di-fosfat-kolin

CTP: Sitidin-5’-tri-fosfat

CNT: Konsantre edic niikleozid tasiyici

DNA: Deoksi riboniikleik asit

GLUT: Hiicre membranindaki glukoz tasiyicisi
GTP: Guanozin-5’-tri-fosfat

ENT: Dengeleyici niikleozid tastyicist
HOMA-R: Homeastaz modeli degerlendirilmesi
IR: Insiilin reseptor

IMP: inozin mono-fosfat

Mm: Milimolar

NIDDM: insiiline bagli olmayan diabetes mellitus
OMP: Orotidil mono-fosfat

PALA: Fosfoasetil aspartik asit

PE: Poli etilen

PP: Pankreatik polipeptit
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RNA: Riboniikleik asit

S.C.: Subkutan

U: Unite

UDP: Uridin di-fosfat

UDP-GIcNac: Uridin di-fosfat-N-asetilglukozamin
UDP-glukoz: Uridin di-fosfat-glukoz
UDP—galaktoz: Uridin di-fosfat-galaktoz

UMP: Uridin mono-fosfat

UTP: Uridin-5’-tri-fosfat
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8. TESEKKUR

Tez c¢aligmam ve yiiksek lisans egitimim boyunca benden hi¢bir emek ve
yardimini esirgemeyen, bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan, her durumda anlayis
ve sabir gosteren danisman hocam Prof. Dr. Mehmet CANSEV’e, basta Anabilim
Dali Bagskani1 Prof. Dr. Sinan CAVUN olmak iizere, Prof. Dr. Mine Sibel GURUN,
Prof. Dr. R. Levent BUYUKUYSAL, Prof. Dr. Vahide SAVCI, Prof. Dr. Gokhan
GOKTALAY ve Dog. Dr. M. Sertag YILMAZ’a , hayata dair ¢ok sey 6grendigim
Uzm. Kimyager Sami AYDIN’a, laboratuarda 6grenme siirecinde biiyiik desteklerini
gordigiim ve beraber calismaktan biiyiik mutluluk duydugum Uzm. Dr. Fulya
ORHAN, Uzm. Biyolog Esra ORENLILI YAYLAGUL ve Uzm. Ecz. Gozde
SOZER’e, caliskanlik, bilimsel beceri ve pozitif durusu ile drnek aldigim Veteriner
Hekim Dog. Dr. Deniz BAGDAS ve Dog. Dr. Betiill CAM’a, dostlugunu higbir
zaman eksik etmeyen, siradisi eglenceli kisiligi ile {zlntilerimi unutturan,
samimiyeti ve saglam karakteri ile her zaman giiven veren Uzm. Ecz. Merve
GURBUZOGLU’na, tezimin her asamasinda zorunlu destegini ve arkadashigin
esirgemeyen, tezimi benim kadar sahiplenen, hiiziinlii ve mutlu oldugum her animda
yanimda olan, arkadastan da otesi en biiyiik destegim Kimyager Ozlem AKTAS’a,
beraber calistigim ve yardimlarmi gordiigiim arkadaslarrm Uzm. Dr. Hasret
OZBOLUK, Ecz. Dr. Ziilfiye GUL, Aras. Gor. Tibbi Biyolog Cigdem SEVIM, Ecz.
Berfu MERGEN, Aras. Gor. Biyolog Biisra OCALAN, Dr. Aysen CAKIR, Dr.
Cihan CAKIR’a, tiim arastirma gorevlileri, doktora ve yiiksek lisans dgrencilerine,
tiim resmi ve idari islerimizin sorunsuz bir sekilde yiiriimesini saglayan Tip Fakiiltesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii sekreterimiz Ozlem KAYGISIZ, higbir beklenti
olmaksizin yardimlarini eksik etmeyen, arkamizi toplayan, giileryiizii ile daima
pozitif enerji veren Ayse KARAMAN’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Maddi ve manevi anlamda her zaman yanimda olan sevgili esim Nese
TURKYILMAZ a, varhg ile hayatima giizellik katan tiim egitim siireclerimde
benden emek ve desteklerini esirgemeyen sevgili anne ve babama sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.
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