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intraserebroventrikiiler Olarak Uygulanan Exendin-(9-39)
Santral “Glucagon-Like Peptide-1”in Kardiyovaskiiler
Etkilerini Onler mi?

Naciye ISBIL BUYUKCOSKUN, Giildal GULEC

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali

OZET

Bu ¢aligmada uyanik, serbestce hareket edebilen siganlara intraserebroventrikiiler (i.c.v.) olarak enjekte edilen “glucagon-like peptide-1”
(GLP-1)’in kan basinc1 ve kalp hizi lizerine olan etkileri ve bu etkilerine santral spesifik reseptorlerinin aracilik edip etmediginin belirlen-
mesi amaglandi. Deneylerde kullanilan erkek Wistar albino siganlara eter anestezisi altinda, sag femoral artere kateter ve i.c.v. enjeksiyon-
lar i¢in sag lateral ventrikiile kaniil yerlestirildi. Arteriyel kan basinci ve kalp hizi, “TDA96 Transducer Data Acquisition System” aracili-
giyla kaydedildi. Siganlarin ilag enjeksiyonlarindan once ve enjeksiyonlari takiben 30 dakika siiresince kan basinglar1 ve kalp hizlar
kaydedildi. I.c.v. yolla verilen GLP-1 (100, 500 ve 1000 ng/10ul) kan basinc1 ve kalp hizinda doza bagh olarak artis olusturdu. GLP-1’in
bu etkilerini i.c.v. olarak enjekte edilen reseptér antagonisti exendin-(9-39) (2500ng/10ul) inhibe etti. Bulgularimiz i.c.v. GLP-1’in kan
basinci ve kalp hizini yiikselttigini, bu etkilerine santral spesifik reseptorlerinin aracilik ettigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Glucagon-like peptide-1. Intraserebroventrikiiler. Kardiyovaskiiler parametreler.
Exendin-(9-39). Sican.

Does Intracerebroventricularly-Injected Exendin-(9-39) Prevent the Cardiovascular Effects of
Central Glucagon-Like Peptide-1?

SUMMARY

In this study, we aimed to investigate the effects of intracerebroventricularly (i.c.v.)-injected glucagon-like peptide-1 (GLP-1) on blood
pressures and heart rates of conscious, freely-moving rats, and whether specific receptors mediate these effects. Male Wistar albino rats
used throughout the experiments were implanted with a cathether through the right femoral artery and with a cannula into the right lateral
ventricle for i.c.v. injections, under ether anesthesia. Blood pressure and heart rate were recorded by a “TDA96 Transducer Data Acquisi-
tion System”. Blood pressures and heart rates of rats were observed before and for 30 minutes following drug injections. I.c.v. GLP-1
(100, 500 and 1000 ng/10 pl) caused a dose-dependent increase in both blood pressure and heart rate. The effects of GLP-1 on blood
pressure and heart rate were inhibited by i.c.v. receptor antagonist exendin-(9-39) (2500 ng/ul). Our data indicate that i.c.v. GLP-1 in-
creases blood pressure and heart rate, and that activation of central specific receptors mediate these effects.

Key Words: Glukagon-like peptide-1. Intracerebroventricular. Cardiovascular parameters. Exendin-(9-39). Rat.

“Glucagon-like peptide-1” (GLP-1) birbirlerine ¢ok  regiilasyonunda etkili olmaktadir'”®. Karbonhidrat

benzer aminoasit dizilerinden olusan glukoz bagimh
insiilinotropik peptid (GIP), sekretin, glukagon ve
vazoaktif intestinal polipeptid (VIP) gibi ¢cok sayida
peptidi iceren biyoaktif peptidler ailesinin bir iiyesi-
dir'. Yiyecek alimina bagl olarak ince barsaklardaki
enteroendokrin L hiicrelerinden sekrete edilmektedir,
ayn1 zamanda Santral Sinir Sistemi (SSS)’nin farkli
bolgelerinde  varhigi  kamtlanmistir™®.  GLP-1
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pankreatik [ hiicrelerini  etkileyerek insiilin
sekresyonunu arttirir. Ayrica glukagon sekresyonunu
inhibe  etmektedir ve Dboylece kan glukoz

metabolizmasi iizerine olan dnemli etkilerinin goste-
rilmesi ve tip II diabetes mellitus tedavisinde potan-
siyel terapotik bir ajan olabileceginin diisiiniilmesi,
GLP-1’e olan ilgiyi arttirmistir. GLP-1 bu etkilerine
ilaveten gastrik motiliteyi ve gastrik  asit
sekresyonunu inhibe etmektedir™'’.

GLP-1’in kardiyovaskiiler etkileri de tanimlanmistir.
Hem santral hem de periferik olarak uygulanan GLP-
1, kan basincini ve kalp hizini arttirmaktadir''™*. Bu
etkilerin spesifik reseptorlerinin aktivasyonu ile olus-
tugu saptanmustir'>". Kalpte GLP-1 reseptérlerinin
varligi gosterilmistir®, bununla birlikte GLP-1’in
kardiyovaskiiler etkilerinin bu reseptdrler {izerine
direkt etkinin yanisira nucleus tractus solitarius
(NTS)’u da igine alan santral bir mekanizma ile ger-
ceklesebilecegi diisiiniilmektedir'®.

GLP-1’in kardiyovaskiiler ve diger etkileri spesifik
reseptor antagonisti exendin-(9-39) ile antagonize
edilmektedir'>"®. Exendinler GLP-1 ile yapisal ve
fonksiyonel benzerligi olan Heloderma suspectum
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venomundan izole edilen bir peptid grubudur'.
Exendin-4 GLP-1’c¢ agonist olarak, exendin-(9-39)
antagonist olarak etki yapmaktadir'?.

Bizim ¢aligmamizin amaci,
1-) GLP-1’in intraserebroventrikiiler (i.c.v.) olarak

uygulanmasinin kan basinci ve kalp hizina etkile-
rini gézlemek,

2-) GLP-I’in bu kardiyovaskiiler etkilerinin santral
olarak verilen exendin-(9-39) ile bloke edilip e-
dilmedigini aragtirmaktir.

Gereg ve Yontem

Cahigmada U.U. Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Yetistirme ve Arastirma Merkezi'nden temin edilen,
250-300 g agirhiginda 42 adet Wistar erkek sigan
kullanildi. Siganlarin 4-6 tanesi bir kafeste olacak
sekilde su ve yem alimlar1 serbest birakildi. Deneyle-
re U.U. Hayvan Bakim ve Kullanim Komitesi tara-
findan izin alindiktan sonra baglandi.

Eter anestezisi altinda siganlarin sag femoral arterine
heparinli tuzlu su (100 U/ml) ile doldurulmus kateter
(PE 50) yerlestirildi. I.c.v enjeksiyonlar igin kafatasi-
na orta hattin 1.5 mm sag yaninda ve bregmanin 1-
1.5 mm arkasinda olacak sekilde bir delik agildi. Bu
delikten sag lateral ventrikiile, dik olarak ve alt ucu
kafatas1 yiizeyinden 4.2-4.5 mm kadar derinlige ine-
cek sekilde 10 mm uzunlugunda bir kaniil (20 numa-
ra hipodermik paslanmaz c¢elik igneden kesilerek
hazirlannis) yerlestirildi. Ustte kalan kisim dental
akrilik ile kafatasina tutturuldu.

Cerrahi islemlerin sonunda siganlar tek tek kutulara
yerlestirilerek anesteziden ¢ikmalari i¢in 3-4 saat
kadar beklendi. Bu siirenin bitiminde arteriyel kateter
volumetrik pressure transducer’a (BPT300) tutturul-
du. Arteriyel kan basincti ve kalp hizi, bu
transducer’m baglandigt “TDA96 Transducer Data
Acquisition System” araciligiyla devamli olarak
kaydedildi. Ortalama arteriyel kan basinci mmHg
olarak, kalp hiz1 vuru/dakika olarak belirtildi. ilagla-
rin etkisi aragtirtlmadan once 10-15 dakika siireyle
bazal degerler kaydedildi.

Birinci seri ¢alismada, i.c.v. GLP-1’in kardiyo-
vaskiiler parametreler iizerine etkilerini arastirmak
amactyla siganlara GLP-1 (100, 500 ve 1000 ng/10
plii.c.v.) veya serum fizyolojik (10 uli.c.v) enjekte
edildi. Enjeksiyonu takiben 30 dakika siiresince kan
basinci ve kalp hizlar1 kaydedilerek, bazale gore
degisimleri belirlendi (n=28).

Ikinci seri calismada, i.c.v. GLP-1’in kan basimc1 ve
kalp hizi iizerine olan etkisini spesifik reseptorleri
araciligiyla olusturup olusturmadigini  aragtirmak
amaciyla, sicanlara GLP-1 reseptdr antagonisti olan
exendin-(9-39) (2500 ng/10 pl; i.c.v.) enjekte edildi.
Enjeksiyondan 5 dakika sonra serum fizyolojik (10
pli.c.v.) veya GLP-1 (100 ng/10 plii.c.v.) enjekte
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edilerek, 30 dakika siiresince 5 dakika araliklarla kan
basinc1 ve kalp hizlar1 kaydedildi ve bazale gore
degisimleri belirlendi (n=14).

Deneylerin sonunda serebral ventrikiile 5 pl metilen
mavisi sollisyonu enjekte edildi. Dekapitasyondan
sonra beyinler ¢ikartilarak i.c.v. kaniiliin yerlestiril-
digi yerin dogru olup olmadigi kontrol edildi.

Bu caligmada kullanilan GLP-1 ve exendin-(9-39)
Sigma (Sigma Chem. Co., MO, ABD)’dan alind1.
flaglar tuzlu su (% 0.9 NaCl) icinde hazirlandi. 1.c.v.
enjeksiyonlar icin ilaglarin metinde belirtilen dozlari,
10 pl iginde verilecek sekilde hesaplandi. i.c.v. en-
jeksiyonlar Hamilton mikroenjektorii kullanilarak
yapildi.

Elde edilen sonuglarin istatistiksel analizinde varyans
analizi (ANOVA)’nden yararlanildi. Anlamlilik bu-
lunan zaman dilimlerinde Tukey- Kramer Coklu
Karsilagtirma Testi kullanildi. P’nin 0.05’den kiigiik
oldugu degerler istatistiksel olarak anlamli sayildi.
Sonuglar ortalama =+ ortalamanin standart hatasi ola-
rak gosterildi.

Bulgular

Lc.v. GLP-1’in Kan Basinci ve Kalp Hizina Etkisi

Herhangi bir enjeksiyon yapilmadan once, uyanik ve
serbestge hareket eden sicanlarin kan basmct degeri
ortalama 84.3+ 2 mmHg (n= 42), kalp hiz1 degeri
ortalama 329+ 7 vuru/dak. (n=42) idi. Higbir enjeksi-
yon yapilmadan 6nce elde edilen kan basinci ve kalp
hiz1 degerleri, enjeksiyonu takip eden 30 dakika
stiresince her 5 dakikada elde edilen degerler ile
karsilagtirildi  (Tablo I). GLP-1 100, 500 ve
1000ng/10 pl dozlarda i.c.v. olarak uygulandiginda
hem kan basincinda hem de kalp hizinda doza bagh
artis olusturdu. 100ng GLP-1’in kan basincinda olus-
turdugu artis enjeksiyondan 5 dakika sonra en ytiik-
sekti. 30 dakika boyunca yavasca diistli ancak bazale
ulagmadi. 500ng ve 1000ng GLP-1’in kan basincinda
olusturdugu artig ise enjeksiyondan sonraki 15. daki-
kada en yiiksekti. Sonraki 15 dakika boyunca kismen
azaldi ancak serum fizyolojik uygulanan grubun
degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli derecede artis vardi (Sekil 1A).

Her ii¢ doz i.c.v. GLP-1 enjeksiyonunu takiben, kalp
hizinda gozlenen artig 5. dakikada en yiiksekti. Kalp
hizinda gozlenen bu artiglar da 30 dakika boyunca
azaldi ancak bazale diismedi ve istatistiksel olarak
anlamli idi (Sekil 1B).
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Intraserebroventrikiiler GLP-1"in (100, 500 ve 1000 ng/10 pl) kan basinci (A) ve kalp hizi (B) iizerine etkisi.
Enjeksiyon sonrasi 30 dakika siiresince kaydedilen kan basinci ve kalp hizi degerlerinin tedavi dncesi degerler
(bazal) ile farklar: serum fizyolojik grubu ile karsilagtirilarak, ortalama + SH olarak gosterilmektedir.

Her grupta 7 si¢can kullanilmistir. **: P<0.01, *: P<0.05.
(OKB: Ortalama Kan Basinci; KH: Kalp Hizi)
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Intraserebroventrikiiler GLP-1in kan basinci (A) ve kalp hizi (B) iizerine olan etkilerinde GLP-1 reseptor
antagonisti exendin-(9-39) 'un rolii. Serum fizyolojik (10 pd;i.c.v.) veya GLP-1 (100 ng/10 i, i.c.v.) enjeksiyo-
nundan 5 dakika once exendin-(9-39) (2500 ng/10 pd;i.c.v.) uygulandi. Son enjeksiyonu takiben 30 dakika
stiresince kaydedilen kan basinct ve kalp hizi degerlerinin tedavi éncesi degerler (bazal) ile farklart GLP-1

grubununkilerle karsilastirilarak, ortalama +SH olarak gésterilmektedir. Her grupta 7 si¢an kullanilmistir.
Ak P<0.001, ¥*: P<0.01, *: P<0.05. (OKB: Ortalama Kan Basinci; KH: Kalp Hizi)

32



intraserebroventrikiiler Olarak Uygulanan Exendin-(9-39)...

I.c.v. GLP-1’in Kan Basinc1 ve Kalp Hizina
Etkisinde Exendin- (9-39)’un Rolii

GLP-1’in kan basinci ve kalp hizini arttirict etkile-
rinde spesifik reseptor antagonisti exendin-(9-39)’un
roliinii arastirmak amaciyla exendin-(9-39) (2500
ng/10 pl;i.c.v) enjeksiyonundan 5 dakika sonra GLP-
1 (100ng/10ulLi.c.v.) uygulandi. Santral uygulanan
exendin-(9-39) GLP-1’in hem kan basincinit hem de
kalp hizini stimiile edici etkisini bloke etti (Tablo I,
Sekil 2A ve 2B). Aym1 dozda exendin-(9-39) yalniz
uygulandiginda bir etki olusturmadi.

Tablo I- Intraserebroventrikiiler GLP-1’in (100, 500
ve 1000 ng/10 ul) kan basinct ve kalp hizt
iizerine etkisi ve bu etkilerinde GLP-1 resep-
tor antagonisti exendin-(9-39)’un rolii.

Gruplar 0 5 10' 15' 20' 25' 30'

Serum fizyolojik

OKB 22405 03+1 08+1 13+1 07+1 151 031
KH 11 0241 242 081 081 0  05%2
GLP-1 (100ng)

OKB  9,8+2" 16,942 143+4™ 9432 11122 842 7,.8+3"

KH 223" 30£2%  2642* 2242** 194£2* 16+1** 15%1*

GLP-1 (500ng)
OKB 161"
KH 2242+

2045 16,74 23+4™ 19,8+£1™ 13x1™ 9,742*
3343 304£1™ 23%1™ 202" 171 13#2*

GLP-1 (1000ng)
OKB  20,642** 20,842 14554 21+4* 20#5* 153+4 13%3*
KH 2242 343 27427 25337 2242 1982 16:1%

Exendin-(9-39)+GLP-1
OKB 441 123% 043t 183 -0A4£3¢ -16£1# 2,242

KH B2 82 QxAM 0 Dk4W 5x3#  Bx3F  Ax1H

GLP-1 (100, 500 ve 1000 ng/10 uli.c.v.) enjeksiyo-
nundan sonra 30 dakika siiresince kaydedilen kan
basinci ve kalp hiz1 degerlerinin tedavi dncesi deger-
ler (bazal) ile farklar1 serum fizyolojik grubu ile
karsilastirllarak, ortalama + SH olarak gosterilmekte-
dir. Exendin-(9-39) (2500ng/10 pl;i.c.v.) enjeksiyo-
nundan 5 dakika sonra GLP-1 (100 ng/10 pl; i.c.v.)
enjekte edilen grupta son enjeksiyonu takiben 30
dakika siiresince kaydedilen kan basinci ve kalp hiz1
degerlerinin tedavi dncesi degerler (bazal) ile farklar
GLP-1 grubununkilerle karsilagtirilarak, ortalama +
SH olarak gosterilmektedir.

Her grupta 7 sigan kullanilmstir.

** *: Serum fizyolojik grubuna goére anlamhilik. **: P<0.01, *:
P<0.05.

## #: GLP-1 grubuna gore anlamlilik. *# P<0.001, *: P<0.01,
P<0.05

(OKB: Ortalama Kan Basinci; KH: Kalp Hizi)

Tartisma

GLP-1’in fizyolojik etkileri spesifik reseptorlerinin
bulundugu organlarin fonksiyonlarint yansitmaktadir.
Bu organlar arasinda pankreas, mide, akciger, beyin,
bobrek, kalp ve ince barsak bulunmaktadir®*. GLP-1
reseptorleri ve GLP-1 immiinoreaktif lifler beyinde
yaygin bir sekilde dagilim gostermektedir’”'. Bu
yiizden GLP-1 etkileri i¢in 6nemli potansiyel bir
hedef doku beyindir. Hem GLP-1 hem de reseptorle-
rinin santral kardiyovaskiiler regiilasyona dahil olan
NTS’ta onemli miktarlarda bulundugu gosterilmis-
tir'?%. Area postrema gibi sirkumventrikiiler organ-
larda, paraventrikiiler, supraoptik ve arkuat nukleus
gibi hipotalamik ¢ekirdeklerde ve hipofiz bezinde
GLP-1 gen ekspresyonu ve GLP-1 baglanma bolgele-
rinin varligi saptanmistir®>*. Buna gére GLP-1’in
santral sinir sistemindeki etkileri siirpriz degildir.
GLP-1 beyinde yiyecek icecek aliminin potent bir
inhibitoridir*. I.c.v. olarak uygulanmasinin sigan-
larda ve farelerde yiyecek ve igecek alimini belirgin
olarak azalttigi, aksine GLP-1 reseptdr antagonisti
exendin (9-39)’un kisa donemde yiyecek alimini,
uzun donemde kilo alimmi arttirdigi gosterilmis-

242
tir-™ 5

Daha o6nce yapilan ¢alismalarda GLP-1’in siganlara
hem i.v. hem de i.c.v. enjeksiyonlarinin kan basincim
ve kalp hizint doza bagli olarak arttirdigi gosterilmis-
tir' 1> Bizim bulgularimiz i.c.v. GLP-1’in doza-
bagl olarak kan basincini ve kalp hizini arttirdigim
ileri siiren arastirmacilarin bulgulariyla ayni yonde-
dir'>'*** GLP-1 etkisinin giicii ve zamam verilis
sekline bagli olarak degisir, i.c.v. olarak verildigi
zaman etkisi daha uzundur. Bu durum SSS’nde
peptidin daha yavag yikilmasi, sistemik olarak veril-
diginde daha fazla diliie olmasi ve santral ve periferik
yerlesimli reseptor sayilarinin farkli olmasi nedeniyle
olabilir".

GLP-1 kardiyovaskiiler etkilerini spesifik reseptorleri
yoluyla olusturur ve exendin-(9-39) peptidin bu etki-
lerini bloke etmektedir'>'*. Kalpte GLP-1 reseptorle-
rinin varhgi gosterilmistir®, bununla birlikte GLP-
1I’in kardiyovaskiiler etkilerinin bu reseptdrler iizeri-
ne direkt etkinin yanisira NTS u da igine alan santral
bir mekanizma ile gergeklesebilecegi diisliniilmekte-
dir".

Bizim bulgularimiz i.c.v. GLP-1’in kan basmcin ve
kalp hizin1 arttiric1 etkisinin i.c.v. exendin-(9-39) ile
bloke edildigini ileri siiren arastirmacilarin bulgula-
riyla" ayni yondedir. Aymi arastirmacilar periferik
olarak uygulanan GLP-1’in de kan basmcini stimiile
edici etkisinin santral olarak enjekte edilen exendin-
(9-39) ile bloke edildigini gostererek GLP-1’in sant-
ral iliskisini belirtmistir'>. Ancak bu arastirmacilar
deneyleri anestezi altindaki sicanlarda yapmuislardir.
Anestezinin kardiyovaskiiler parametreler iizerindeki
etkileri’’ gozoniine alinarak, deneylerimizin anestezi
altinda olmayan, serbestce hareket eden sicanlar
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kullanilarak yapilmasi uygun goriilmiistiir. Kalpte
GLP-1 reseptorlerinin ~ bulunmasi®  peptidin
kardiyovaskiiler parametrelerdeki stimiilan etkisinde
rol oynayabilir ancak i.c.v. olarak enjekte edilen
exendin-(9-39)’un GLP-1 ile olusturulan kalp hizin-
daki artis1 bloke etmesi, bu peptidin kalp hiz1 {izerine
yaptig1 etkide direkt etkinin yanisira santral etkinin
de 6nemli oldugunu diisiinmemize neden olmaktadir.

Bulgularimiz i.c.v. GLP-1 enjeksiyonunun kan ba-
simct ve kalp hizint arttirier etkisi oldugunu ve bu
etkilerine santral spesifik reseptorlerinin aracilik
ettigini gostermektedir.

Tip II diabetes mellituslu hastalarin tedavisinde po-
tansiyel bir ajan oldugu ileri siiriilen GLP-1"in kulla-
nim1 sonucunda ortaya ¢ikabilecek yan etkileri belir-
leyebilmek agisindan, GLP-1’in kardiyovaskiiler
sistem ile olan iliskisi ve bu etkilerin mekanizmasini
aydinlatmak onem tagimaktadir. Ancak bu konuyla
ilgili olarak ¢ok daha fazla arastirma yapilmasi ge-
rektigi diisiincesindeyiz.

Tesekkiir

Bu calisma TUBITAK tarafindan desteklenen
SBAG-AYD-398 (102S121) no’lu proje kapsaminda
gergeklestirilmistir.
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