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GIRIS VE AMAG

Ik olarak Claude Bernard 1854'de, si¢anlarin dérdiincii ventrikiillerinin tabanina igne ile
dokunmanin hiperglisemi meydana getirdigini gézlemistir. Bu ilging gézlemden sonra yapilan
aragtirmalar sayesinde santral sinir sisteminde bulunan birgok nérotransmitter ve néropeptidin,
kan glukoz seviyesinin kontroliinde rolii oldu§u anlasiimistir (Benzo, 1983; Sasaki ve ark., 1988).
Santral sinir sisteminde kolinerjik sinir uglarindan salinan asetilkolin (ACh), periferik glukoz
metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynayan dnemli ndrotransmitterlerden birisidir (Korner ve
Ramu, 1975, 1976; Iguchi ve ark., 1986). Kolinerjik agonist olan karbakol'in veya
asetilkolinesteraz inhibit6rii olan neostigmin veya malathion'un merkezi yolla uygulanmasi, kan
glukoz diizeylerini arttirmaktadir (Kormer ve Ramu, 1975, 1976; Iguchi ve ark., 1985, 1986, 1988;
Migliorini ve ark., 1989; Honmura ve ark., 1992). Bizim laboratuvanmizda yapilan bir galigmada
da, kolinerjik sinir uglanndan ACh sentez ve saliverilmesini arttiran  kolin'in
intraserebroventrikiiler (ICV) yolla uygulanmasi hiperglisemi meydana getirmistir (Ulus ve Gdriin,
basiimamig gbzlem).

Karbakol veya neostigmin'in hiperglisemik etkileri, kolinerjik muskarinik reseptor
antagonisti olan atropin'in merkezi yolla uygulanmasi ile 6nlenmektedir (Komer ve Ramu, 1975;
Iguchi ve ark., 1985, 1986, 1990). Merkezi kolinerjik sistemin uyariimasinin neden oldugdu kan
glukoz diizeylerindeki artmadan genel olarak muskarinik kolinerjik reseptérierin sorumiu oldudu
ifade edilmekle birlikte, bu etkiden sorumiu muskarinik reseptér alt tipleri belli degildir.

Periferik glukoz metabolizmasinin kontrolinde rol oynayan baglica faktdrier olan;
adrenal medulladan salinan katekolaminler ile endokrin pankreasdan salinan insiilin ve
glukagon'un, merkezi yolla uygulanan kolinerjik maddelerin meydana getirdidi hiperglisemideki
muhtemel rolleri tam olarak agiklia kavugsmamistir. ICV yolla uygulanan neostigmin siganlarda
kan glukoz diizeyleri ile birlikte, plazma glukagon, adrenalin ve noradrenalin diizeylerini
yiikseitirken, insiilin seviyesini deg§istirmemektedir (Iguchi ve ark., 1988; Gofoh ve ark., 1989).
Adrenalektomi uygulanmis siganlarda, neostigmin'in neden oldudu kan glukoz diizeyindeki artig

ortadan kalkmaktadir. Bu nedenle merkezi yolla uygulanan neostigmin'in hiperglisemik etkisine,



biiylik oranda sempato-adrenal sistemin aracilik etti§i distinliimektedir (Jguchi ve ark., 1988;
Gotoh ve ark., 1989). ICV yolia uygulanan karbakol'iin neden oldufu kan glukoz diizeyindeki
artigta ise, sempato-adrenal sistemin rolti ile ilgili celigkili bilgiler bulunmaktadir (Korner ve
Ramu, 1975; Iguchi ve ark., 1985). Kormer ve Ramu'nun caligmasinda; ICV uygulanan
karbakol'iin hiperglisemik etkisi, merkezi yolla uyguianan atropin 6n tedavisi ile bloke olurken,
adrenalektomi, rezerpin 6n tedavisi veya hipofizektomi ile ortadan kaldinlamamaktadir. Bu
nedenle, karbakol'lin sdz konusu etkisine merkezi muskarinik reseptérierin stimiilasyonu ile
tanimlanmamis birtakim humoral faktdrierin aracilik edebilecedi sonucuna vanimaktadir (Komer
ve Ramu, 1975). Iguchi ve arkadaglarinin ¢galigmasinda ise; ICV yolla uygulanan karbakol'iin
hiperglisemik etkisi, atropin (ICV) 6n tedavisi veya adrenalektomi ile tamamen bloke oldudu igin
karbakol'iin hiperglisemik etkisine, sempato-adrenal sistem aktivasyonunun aracilik ettidi dne
sirlilmektedir (fguchi ve ark., 1989).

Bu tezdeki galigmalarda, ICV yolla uygulanan karbakol'iin kan glukoz seviyesine etkisi
ve etkiden sorumlu reseptér alt tiplerinin siniflandinimasi amaclanmistir. Galismanin diger amaci
ise, ICV yolla uygulanan karbakol'lin hiperglisemik etkisinde sempato-adrenal sistemin ve
endokrin pankreas hormonlarinin roliin{i aydinlatmaktir.

Kan glukoz seviyesinin diizenlenmesinde roli olan baslica periferik mekanizmalar
(karaciger ve endokrin pankreasin otonomik innervasyonu ve katekolaminler) ve muskarinik

reseptr alt tipleri ile ilgili ayrintili bilgi "Genel Bilgiler* béliimiinde verilmistir.



GENEL BILGILER

Metabolizmada karbonhidratlann baglica fonksiyonu yakit olarak okside olmak ve diger
metabolik olaylar igin enerji sajlamaktir. Hiicreler tarafindan baslica kullanilan karbonhidrat
glukozdur (Mathews ve von Holde, 1990; Newsholme ve Leach, 1997). Kan glukozu, diyetle
alinan karbonhidratlarin sindiriimesi, karbonhidrat olmayan kaynaklardan glukoz olugturulmasi
(glukoneogenez) ve karacifjerde depo edilmis glikojenin yikiimasi (glikojenoliz) ile saglanir
(Mathews ve von Holde, 1990; Newsholme ve Leach, 1991).

Kanda kararli glukoz diizeylerinin strddriimesi, 6zellikle santral sinir sisteminin normal
fonksiyonlarinin devami agisindan dnemlidir (Cryer ve Gerich, 1985). Genel olarak kan glukoz
seviyelerinin kontroliinde karacierin ve ekstrahepatik dokularin yanisira hormonlarnn ve
glukoregiilasyon ile direk iliskisi olan organlarin otonomik innervasyonunun da &nemli rol
oynadiklan tanimlanmustir (Nijima, 1989; Yamaguchi, 1997).

GLUKOREGULASYONDA ROL OYNAYAN BASLICA HORMONLAR

1.) Endokrin pankreasdan salinan hormonlar: Pankreasin endokrin fonksiyonlari,
pankreas dokusunun %1'ni olusturan hiicre kiimelerinden olugmus Langerhans adaciklarinda
lokalizedir (Lacy, 1967; Woods ve Porte, 1974; Miller, 1981). Langerhans adaciklari, endokrin
hiicrelerin fonksiyonel olarak tanimlanmig 4 tipinden olu§mu§ kompleks bir (nittir (Lacy, 7967;
Woods ve Porte, 1974; Miller, 1981). A hiicrelerinde glukagon, B hiicrelerinde insiilin, F
hiicrelerinde pankreatik polipeptidler ve D hiicrelerinde somatostatin sentez edilir (Smith ve
Davis, 1983). Bunlardan glukagon ve insiilin glukoz homeostazisininin diizenlenmesinde rol
oynarlar (Hems ve Whitton, 1980; Sacca, 1987).

Glukagon, molekiil agirhi§i 3485 olan, 28 amino asit dizisinden olugsmus bir polipeptiddir
(Newsholme ve Leach, 1997). Glukagon yapiminda rol alan pankreatik endokrin A hilcreleri, kan
glukoz konsantrasyoniarina ¢ok duyarlidir. Azalmis glukoz seviyelerine cevap olarak bu
hiicrelerde glukagon sentez ve saliverilmesi artar (Gerich, 1988). Glukagon igin asil hedef organ
karaciferdir ve en O6nemli etkisi karacifer hiicrelerinde spesifik membran resepttrierine

ba§lanarak adenilat siklazi aktive etmesidir (Hems ve Whitton, 1980). Adenilat siklaz hiicre igi



gembersel AMP (GAMP) diizeylerini arttinir. gAMP, kendisine bagl olan protein kinazlari uyararak
glikojen yikiminda rol alan fosforilazlarin fosforile ve aktive olmasina neden olur. Sonug olarak
glikojen yikimi artarken, glikojen sentezi inhibe edilir ve karaciferden glukoz ¢ikist arttirilir
(Hems ve Whitfon, 1980). Glukagon ayrica glukoneogenezi ve yaJ dokusunda lipidierin
parcalanmasini arttirir (Sacca, 1987; Gerich, 19886).

Insiilin, glukozun hiicre igine girmesini ve kullaniimasini arttiran en énemli hormondur.
Molekiil agirlifi 5734 olan insiilin, 51 amino asit dizisinden olugsmus bir polipeptiddir (Mathews ve
von Holde, 1990). Kanda glukoz diizeyinin artmasi, instilin'in sentez ve sekresyonunu arttinr.
Dogrudan vena porta igine sekrete edilen insiilin karaciferde glikojenoliz ve glukoneogezi inhibe
ederken, glikojen sentezini ve glukoz yikimini arttinr (Hems ve Whitton, 1980). Insiilin'in
glikojenolizi inhibe edici etkisi kismen glukagon'un neden oldugu hicre igi cAMP diizeylerindeki
artisi inhibe etmesine baghdir (Hems ve Whitton, 1980). Insiilin ayrica, kas ve yag dokusunda
glukoz ve amino asitierin hiicre membranianindan transportunu kolaylastirir. Kas dokusunda
protein yikiminin azalmasina, sentezinin ise artmasina neden olurken, yad dokusunda glukagon
ve adrenalinin etkisi ile artmis olan yag asitlerinin serbestlestiriimesini 6nler (Cherrington ve ark.
1987).

2,) Katekolaminler: Adrenal medulla bir sempato-endokrin organdir. Embriyolojik olarak
bir sempatik ganglion, fonksiyonel olarak ise periferal sempatetik noro-effektdr sistemin integral
bir komponenti olarak diisiniiebilir (Cryer, 71980). Adrenalin geleneksel anlayisa gbre bir
hormondur ve adrenal medullada yer alan kromaffin hiicreler tarafindan sentez ve sekrete
edilerek hedef hiicrelere tasinir (Ungar ve Phillips, 1983; Winkler ve ark., 1986; Esler ve ark.,
1990). Noradrenalin ise, bir n&rotransmitterdir ve billylik oranda sempatetik postganglionik
néronlarin akson uglari tarafindan sentez edilir ve bu sinirlerin uyariimasi ile saliverilir (Ungar ve
Phillips, 1983; Winkler ve ark., 1986; Esler ve ark., 1990).

Katekolaminler'in glukoregiilasyonda Snemli rolleri vardir. Kan glukoz seviyesi azaldij
zaman, adrenal medulladan salinan katekolaminler karbonhidrat metabolizmasini hem direk

olarak etkiler, hem de endokrin pankreasdan salinan insiilin ve glukagon gibi glukoreglatuar



hormonlarin sekresyonlarinda de§isiklik meydana getirerek indirek olarak etkiler (Cryer, 1980;
Hems ve Whitton, 1980). Katekolaminler kas dokusu ve karaciferde glikojenolizi arttirirken,
glikojen sentezini inhibe ederler. Ayrica kas dokusu tarafindan glukoz kullanimini azaltirken, yad
dokusundan serbest yad asitleri ve gliserolii mobilize ederler (Cryer, 1980; Hems ve Whitton,
1980).

HEPATIK GLUKOZ METABOLIZMASINDA SEMPATETIK VE PARASEMPATETIK
SISTEMIN ROLU

Karaci§er sempatetik ve parasempatetik sinirlerle zengin sekilde innerve edilmistir. Bu
sinirlerin her ikisi de karaciderin metabolik fonksiyonu icin 8nemlidir (Sawchenko ve Friedman,
1979). Sempatetik sinirler, splanknik sinirden ve GCblyak gangliondan k&kenini alan
postganglionik liflerden, parasempatetik sinirler ise vagal sinirden gelirler (Sawchenko ve
Friedman, 1979; Nijima, 1983, 1989). Ayrica vagal sinirin glukoza sensitif afferent lifleri,
karacigerin sensory fonksiyonlari igin 6nemlidir (Njjima, 1983, 1989).

Hepatik sempatetik sinirlerin uyarimasi, glikojenolitik enzimlerin aktivitesini arttirir. Bu
da karacierden glukoz gikisinin artmasi ile sonuglanir (Lautt ve ark., 1979a; Jarhult ve ark.,
1980). Sempatetik sinirlerin stimiilasyonu ile olusturuimus glikojenolizde rol alan adrenerjik
ndrotransmitter noradrenalindir (Yamaguchi, 1991). KaraciJerde katekolaminlerin neden oldugu
bu etkide hem o, hem de B adrenoreseptbrierin roli vardir (Hems ve Whitton, 1980; Kunos,
1984). Bunlardan B adrenerjik reseptdrier, membranda bulunan adenilat siklaz enzimi ile
baglantilidir ve bu reseptdrierin uyarnimasi hiicre iginde ikinci haberci olan gGAMP'nin artigina yol
agmaktadir. ;cAMP diizeyindeki yiikselme, bu enzime bafimli protein kinazlarin artisina yol
acarak glikojenclizin regililasyonunda rol oynayan birgok intraselliler enzimi fosforile eder
(Hems ve Whitton, 1980; Leach ve ark., 1986; Essler ve ark., 1990). o, adrenerjik reseptdrierin
aracihi ile olan glikojenolizde basgiica mekanizma inositoltrifosfat'in (IP3) etkisi ile sitozolik
kalsiyum konsantrasyonunun artmasidir (Hems ve Whitfon, 1980). Sempatetik sinirlerin

stimilasyonu ile olusturulmug glikojenolitik cevaba o adrenoreseptdrler (Yamaguchi, 19971),



dolagimda artmis olan katekolaminlerin meydana getirdigi glikojenolitik cevaba ise muhtemelen
hem o hem de B reseptorier aracilik etmektedir (Yamaguchi, 1997).

Hepatik parasempatetik sinirlerin uyariimasi karacigerde glikojen sentez eden enzimlerin
aktivitesini arttirarak glukoz c¢ikisini azaltir (Boyle ve ark., 1988). Parasempatik sinirlerin bu
etkisine muskarinik kolinerjik reseptérler aracilik etmektedir. Ciinkii vagal sinirin uyariimasinin
meydana getirdigi etki, atropin 6n tedavisi ile 8nlenmektedir (Boyle ve ark., 1988). Muskarinik
kolinerjik etkinin sonuglari, sempatetik sinirlerin hakim rolii nedeni ile maskelenmistir. Hepatik
sinir stimilasyonu glukoz c¢ikisinda artma ile sonuglanir (Boyle ve ark., 1988). Hepatik
glukoreglilasyonunun ndral kontroliinde parasempatetik sistemin rolli, insanlarda son
donemlerde gosterilmigtir. Bu konuda bagka galismalara da ihtiya¢g olmakia birlikte, Diabetes
Mellitus'lu hastalardaki giddetli hepatik glukoz Uretimi lizerine parasempatetik néropatinin de
katkisi olabilecedi diistiniilmektedir (Lautt ve ark., 1979; Boyle ve ark., 1988).

PANKREASIN SEMPATETIK VE PARASEMPATETIK INNERVASYONUNUN
GLUKOZ METABOLIZMASINA ETKISI

Pankreasi innerve eden baslica sempatetik sinirler G6lyak ganglion splanknik sinirlerden,
parasempatetik sinirler ise vagus yolu ile gelirler (Woods ve Porte, 1974; Miller, 1981; Smith ve
Davis 1983). Langerhans adaciklarinin degisik selliiler elementlerinde peptiderjik, kolinerjik ve
noradrenerjik sinir terminalleri mevcuttur (Woods ve Porte, 1974; Miller, 1981; Smith ve Davis,
1983). Pankreas ayni zamanda vagus ve splanknik sinirlerin her ikisi ile de gelen, afferent
sensory noronlar tarafindan da uyanlir (Woods ve Porte, 1974; Miller, 1981, Smith ve Davis,
1983). Otonomik sinir sisteminin, pankreatik endokrin fonksiyonunda rol oynadii cok iyi
bilinmektedir. Splanknik sinirin elektrik ile stimillasyonu bazal ve glukoz ile uyariimig insilin
sekresyonu bir ¢ok tiirde azaltir (Bloom ve Edvars, 1984; Bloom ve ark., 1984; Ahren ve ark.,
1987; Dunnig ve ark., 1988). Insiilin sekresyonunda rol alan adrenerjik reseptér mekanizmalar
oldukga kompleksdir. Deneysel kosullara ve tiirflere badh olarak degisebilmektedir. Bununla
birlikte insiilin sentez ve saliverilmesinde rolii olan pankreatik B hiicrelerinin hem «, hem de B

adrenoreseptdriere sahip oldufu genel olarak kabul edilmistir (Yamaguchi, 19971). Insiilin



sekresyonu {izerine o reseptdrierin inhibitdr, B reseptorlerin ise stimilator etkileri vardir (Ahren
ve ark, 1984; John ve ark., 1990). Dolagimda artmig olan adrenalin, B hicrelerindeki
postsinaptik o, adrenoreseptorier aracihg ile insiilin sekresyonunu inhibe eder (Angel ve Langer,
1988; John ve ark., 1990). Insiilin sekresyonunun kontrollinde rol alan o adrenoreseptérierin a,p
alt tipi olabilece§i ifade edilmistir (Niddam ve ark., 1990). Insiilin sekresyonunun
diizenlenmesinde parasempatetik sistemin de roli oldugu bilinmektedir. Cesitli tirlerde yapilan
caligmalarda vagal stimiilasyonun, pankreatik B hiicreleri Gizerinde bulunan muskarinik kolinerjik
reseptdrier aracilii ile insllin sekresyonunda artma meydana getirdidi gdsterilmigtir (Kaneto ve
ark., 1968; Honey ve Weir, 1980; Lundquist, 1982; Berthoud ve ark., 1983; Lee ve Miller, 1985;
Ahren ve Taborsky, 1986).

Pankreasi uyaran sempatetik sinirlerin stimiilasyonu glukagonun da bazal sekresyonunu
arttinr (Woods ve Porte, 1974; Miller, 1981; Ahren ve ark., 1987). Bu olaydan sorumlu olan
reseptbrieri ortaya gikarmak amaci ile yapilan galismalarda, pankreatik A hiicrelerinin hem o.
hem de B adrenerjik reseptériere sahip oldu§u ve bu reseptérierin her ikisinin de uyarnlmasinin
glukagon sekresyonunu arttirdi§i gosterilmistir (Miller, 1987). Bu adrenerjik reseptdrierin
glukagon sekresyonundan sorumlu olan muhtemel alt tipleri o, ve B, reseptorierdir (Iguchi ve
ark., 1989; Blazquez ve Munoz, 1990; Oda ve ark., 1990; Hiroshe ve ark., 1992). Vagal sinirin
stimiilasyonu ise, insiilin sekresyonunda oldugu gibi, pankreatik A hiicreleri {izerinde yer alan
muskarinik reseptdrier araciif ile glukagon sekresyonunu arttinr (Honey ve Weir, 1980; Ahren
ve Taborsky, 1986).

MUSKARINIK RESEPTORLERIN SINIFLANDIRILMASI

Muskarinik ve nikotinik asetilkolin resepttrleri ilk olarak 1914'de Sir Henri Dale
tarafindan tanimlanmistir. Bu tanimlamaya gore, muskarinik resepttrler muskarin ile selektif
olarak aktive, atropin ile de bloke edilebilen resept6rierdir (Birsdall ve Hulme, 1983; Hulme ve
ark., 1990). Bu tanimlama halen gegerlilijini korumakla birlikte, yeni ilaglarnn bulunmast,
reseptér baglama tekniklerinin ilerlemesi ve molekiiler biyolojide elde edilen gelismeler

sayesinde, muskarinik reseptdrierin bazi alt tipleri oldudu anlasiimistir (Sokolowsky, 1989;



Birsdall ve Hulme, 1989, 1989). Baslangicta pirenzepin ve AF-DX 116 ile yapiian galismalar,
muskarinik reseptérierin M; ve M, olmak {izere iki alt grubu oldugunu ortaya gikarmigtir (Burke,
1986; Giachetti ve ark., 1986; 1986; Hammer ve ark., 1986). Onceleri M, reseptorler kardiyak ve
glandular olmak tizere iki alt tipe ayriimig, daha sonra bu tanimiamadan vazgegilmistir (Londong,
19886; Giraldo ve ark., 1987; Delmando ve ark., 1989). Segici agonist ve antagonistler ile yapilan
in vivo ve in vitro galismalara dayanarak, muskarinik kolinerjik reseptérierin bugiin en az 3 alt tipi
olduu kabul edilmistir (Sokolowsky, 1989; Birsdall ve ark., 1989; Birsdall ve Hulme, 1989;
Buckley, 1990). Muskarinik M, reseptbrleri pirenzepin, M, reseptfrleri AF-DX 116 ve
metoktramin igin yliksek affinite gbsteren reseptérierdir (Burke, 1986; Melchiorre ve ark., 1987;
Schulte ve ark., 1991, Receptor nomenclature Supplement, 1993). My reseptbrier HHSID
(hekzahidrosila difenidol) icin yliksek affinite gdsteren reseptérlerdir (Kilbinger ve ark., 1991;
Receptor Nomenclature Supplement, 1993). 4-DAMP hem M, hem de M; reseptoriere ylksek
affinite gosterir (Doods ve ark., 1987; Barlow ve ark., 1997). Muskarinik reseptdrlerin
siniflandinlmasi icin yapilan bu tamimlamalar, farmakolojik tanimlamalardir. Molekiiler biyolojik
tekniklerden elde edilen soniuglara gére ise, muskarinik reseptérler amino asit dizilislerine gére
m1, m2, m3, m4 ve m5 olmak lizere § alt tipe aynimislardir (Buckley, 1990; Schwarlz ve ark.,

1993).



GEREG VE YONTEM

Genel: Galismada, 250-300g adirhidinda disi, Wistar tiirli sicanlar (Deney Hayvanlari
Yetigtirme ve Aragtirma Merkezi, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Bursa) kullanildi. Siganlar
galisgmadan bir gtin 6nce merkezden alinarak sicakhg! (18-24 °C) ve 1181 (12 saat karanlk, 12
saat aydinlik) kontrollii odada, 4-6 kadan bir kafesde olacak sekilde, su ve yem alimiari serbest
birakilarak bakildilar.

Cerrahi ve deneysel iglemler: Eter anestezisi altinda, siganlarin sol karotis arterine
heparinli tuziu su (250 U/ml) ile doldurulmus kateter (PE 50) yerlestirildi. ICV karbakol
enjeksiyonu igin, kafatasina orta hattin 1.5 mm kadar sag yaninda ve bregmanin 1-1.5 mm kadar
arkasinda olacak sekilde, bir delik agiidi. Bu delikten saj yan ventrikile 10 mm kadar
uzunluktaki bir zerk kanili (20 numara hipodermik paslanmaz gelik igneden kesilerek
hazirlanmig) yerlestirildi. Kandiliin alt ucu, kafatasi yiizeyinden 4-4.5 mm kadar derinlige inecek
sekilde ve dik olarak yerlestirildi. Ustte kalan kisim, diggi akrili§i ile kafatasina tutturuidu. Bazi
calismalarda intravenéz (IV) ilag enjeksiyonu igin, siganlarin sol juguler venine de kaniil (PE 10)
yerlestirildi. Intraperitoneal (IP) ilag enjeksiyonlan siganlanin, arka ekstremitelerinin hizasindan
periton igine yapildi. Bir grup siganda da bu islemlere ek olarak, adrenalektomi (ADK) yapildi.
Abdomen 6nce orta hattin sol tarafindan yapilan bir insizyon ile agildi. Sol adrenal iki bash
rediikttrierle ortaya ¢ikariidi. Mide, barsaklar ve karaci§er, tuzlu su ile i1slatiimis bir gazli bez ile,
cahigilan ybniin ters tarafina itildi. Ince, kiint uglu pensler yardimi ile adrenal gland ¢ikanidi ve o
bélgeye 2 dakika kadar tampon yapilarak kanama 6nlendi. Ayni isiem daha sonra sa§ tarafta
gergeklestirildi. Insizyon hatti dikilerek islem tamamiandi. Kontrol adrenalektomi (Sham)
caligmasi i¢in, cerrahi islemler ayni sirayla, adrenaller gikariimadan tekrarlandi.

Cerrahi iglemlerin bitiminde siganlar tek tek kutulara yerlestirilerek anesteziden gikmalari
igin 2.5-3 saat kadar beklendi.

Birinci seri calismada, siganlarnn deney 6ncesi kontrol kan glukoz diizeylerini saptamak
icin, anestezinin etkisinden g¢iktiktan sonra arteryel kaniilden kan émekleri alindi. Daha sonra,

karbakol'iin kan glukoz diizeylerine etkisi ve etkide aracilik eden reseptérier arastinldi. Bu
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amagla ilk olarak degisen dozlarda karbakol (2.5, 5, 10 pg) veya tuzlu su (10 pl) ICV yolla
enjekte edildi. Tuzlu su veya karbakol enjeksiyonundan sonra 15, 30, 60 ve 120. dakikalarda
arteryel kaniilden, 0.5 ml hacmindeki konik eppendorf tiiplere yaklagik 100 ul kan alindi.
Karbakol'iin kan glukozuna etkisinde aracilik eden kolinerjik reseptdrieri saptamak amaci ile,
atropin (10 pg) veya mekamilamin (50 pg) ICV yolla zerk edildi. Enjeksiyondan 15 dakika sonra
karbakol (10 ug; ICV) veya tuzlu su (ICV) zerk edildi. Karbakol veya tuzlu su enjeksiyonundan
sonra 15, 30 ve 60. dakikalarda kan glukoz diizeyinin 6iglimii i¢in kan alindi. Muskarinik resept&r
antagonistlerinin, karbakol'in neden oldufu hiperglisemideki etkilerini arastirmak amaci ile,
pirenzepin (10, 25, 50, 100 ug), 4-DAMP (10 pg), metoktramin (10, 25, 50 ug), AF-DX 116 (20,
40, 100 pg) ve HHSID (heksa-hidro-sila-difenidol) (10, 20, 50, 100 pg) ICV yolla enjekte
edildiler. Enjeksiyondan 15 dakika sonra karbakol (10 pg;ICV) veya tuziu su (ICV) zerk edildi.
Karbakol veya tuzlu su enjeksiyonundan sonra 15, 30, 60. dakikalarda kan glukoz &lgimii igin
arteryel kaniilden kan &rnekleri alindt.

Ikinci seri calismada, ICV yolla uygulanan karbakol'iin plazma glukagon ve serum insiilin
diizeylerine etkisi ve etkide aracilik eden reseptérier arastirildi. Bu amagla ilk olarak ICV yolla
tuzlu su enjeksiyonundan sonra degdisen dozlarda karbakol (1, 5, 10 pg) veya tuzlu su ICV yolla
zerk edildi. Karbakol veya tuzlu su enjeksiyonundan 15, 30 ve 60 dakika sonra arteryel kandiilden
plazma glukagon ve serum insilin diizeylerinin 6lgtimii igin kan alindi. Bu galigmalarda her
zaman aralidi igin, ayri grup hayvan kullanildi. ICV yolla uygulanan karbakol'lin (10 ug), plazma
glukagon ve serum insiilin diizeylerine etkisinde aracilik eden kolinerjik reseptér ve reseptdr alt
tiplerini test etmek amaci ile karbakol veya tuziu su enjeksiyonundan 15 dakika 8nce atropin (10
Hg), mekamilamin (50 ug), pirenzepin (25 ug), 4-DAMP (10 ug), AF-DX 116 (20 ug) veya tuziu
su ICV yolla zerk edildi. Karbakol enjeksiyonundan sonra 30. dakikada arteryel kanilden alinan
kan émeklerine plazma glukagon ve serum instilin diizeyleri dlgtldil.

Ugiincii seri galismada, ICV yolla uygulanan karbakol'iin kan glukoz, plazma glukagon
ve serum insiilin diizeylerine etkisinde sempato-adrenal sistemin araciigi test edildi. {lk olarak

karbakol (10 pg;ICV) enjeksiyonundan sonra 30. dakikada arteryel kaniilden alinan kanda
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plazma katekolamin diizeyleri 6lgiildii. Karbakol'iin plazma katekolamin diizeylerine etkisinde
aracilik eden muskarinik reseptorieri test etmek igin de, atropin (10 ug;ICV) zerkinden 15 dakika
sonra karbakol (10 pg;) veya tuziu su ICV yolla enjekte edildi. 30. dakikada alinan kanda plazma
katekolamin diizeyi 8lgiildii. Daha sonra bir grup sigana iki tarafli olarak cerrahi adrenalektomi
uygulandi. Bu siganlarin bir grubuna tuziu su, diJer grubuna ise karbakol (10 pg) ICV yolla zerk
edildi. 30 dakika sonra alinan kan &rneklerinden glukoz, plazma glukagon ve serum insiilin
diizeyleri 6lgiildii. Galigmada cerrahi girigimin etkisini test etmek icin, taklit (sham) operasyon
uygulanmis (adrenalleri yerinde birakilmig) siganlarda benzer iglemler tekrariandi

Dd&rdiincli seri galismada, karbakol'lin kan glukoz, plazma glukagon ve serum insdlin
diizeylerine olan etkisine aracilik eden periferik adrenerjik reseptérleri test etmek amaci ile, ICV
yolla karbakol (10 pg) veya tuziu su enjeksiyonundan 15 dakika 6nce, nonselektif § adrenerjik
reseptdr antagonisti propranolol (0.5 mg/kg), selektif «.q adrenerjik resept6r antagonisti prazosin
(0.3 mg/kg) veya selektif ap adrenerjik reseptdr antagonisti yohimbin (0.5 mg/kg) IP yolla
uygulandi. Karbakol veya tuzlu su enjeksiyonundan 30 dakika sonra arteryel kaniilden alinan kan
oreklerinde glukoz, glukagon ve insiilin diizeyleri 8igtildi.

Kan glukoz diizeyinin olglilmesi: Enjeksiyonlardan sonra uygun zaman araliklarinda
arteryel kaniilden eppendorf tiiplere alinan 100 pl kan, santrifiije edildi (oda isisinda; 48g; 5
dakika). Elde edilen serumlardaki glukoz diizeyleri, ticari olarak bulunabilen kit (Biotrol, Fransa)
kutlanilarak, "Glukoz oksidaz" metoduyla kolorimetrik olarak 6iglildii. Kullanilan y6ntemin esas),
serumda bulunan glukozun ilk dnce oksijen ve glukoz oksidaz enzimi aracilii ile glukonik asit ve
hidrojen perokside gevriln'}esidir. Meydana gelen hidrojen peroksid; fenol, amino-4-antipirin ve
peroksidaz enzimi yardimi ile renkli bilesiklere doniistiriilmektedir. Olglim igin 10 pl serum
kullaniidi. Serum ve standart (100 mg/dl) bulunan tiplerin lizerine, amino-4-antipirin, glukoz
oksidaz, peroksidaz, fosfat ve fenol igeren soliisyondan 1ml eklendi. Takiben 15 dakika 37 °C su
banyosunda inkiibe edilen treklerin optik dansiteleri, spektrofotometrede (Vitatron, Hollanda),

492 nm dalga boyunda okutuldu. Olgiimler galigmalar ile ayni glinde yapilmistir.
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Plazma glukagon diizeyinin olgiilmesi: Plazma glukagon diizeyinin &lglimi igin
artedeki kaniiiden, iginde 2 mg EDTA ve 50 pl Trasylol (500 U Kallikrein inhibitdrii) bulunan
sogutulmus cam tiiplere yaklagik 0.5 ml kan alindi. Alinan kan 6megdi sodutmal santrifiijde
gevrildi (+4 °C; 2000 g; 15 dakika). Plazmalarn ayrilarak, 6l¢im giiniine kadar, -20 °C derin
dondurucuda saklandi.Plazma glukagon diizeyi, ticari olarak bulunabilen kit (DPC, ABD, Biobak,
Bursa, Tirkiye) kullanilarak, radioimmunoassay (RIA) ile 6lgiildi (kullamlan insan kitindeki
antikorlar, sigan glukagonu ile %90 gapraz reaksiyon vermektedir, sonuglar dizeltiimeden
verilmistir). Kullanilan 8lgim yonteminde, 200 pl plazma, blank ve standart igeren tiiplerin
{izerine 100 pl glukagon antiserumu eklendikden sonra tiipler, 2-8 °C'de 24 saat inkiibe edildi. Bu
siirenin sonunda 100 pl 1'25 ile isaretienmis glukagon eklenen tiipler, 2-8 °C'de 24 saat siire ile
ikinci bir inkiibasyona birakildi. Takiben tiliplerin (izerlerine 1 mi ¢Oktiriicl sollisyon eklenerek,
santrifiije edildikten sonra (15 dakika; 1500 g), iistte kalan sivi kismi (slipernatant) aspire edildi
ve oto-gama skintillasyon spektrometresinde (Packard, Cobra, Auto-Gamma Scintillation
Analyzer, ABD) radyoaktivite Slgiildii. Calismada belirtilen plazma glukagon diizeyi, plazma
immiinoreaktif glukagon diizeyidir.

Serum insiilin diizeyinin dlgiilmesi: Serum insdlin diizeyinin 8lglimi igin, arterdeki
kaniilden polipropilen tiipiere yaklagik 0.5 mi kan alindi. Alinan kan 6megi sojutmali santrifiijde
cevrildi (+4 °C; 2000 g; 15 dakika). Serumlar aynlarak, dlgim gtiniine kadar, -20 °C derin
dondurucuda saklandi. Serum insiilin diizeyi, ticari olarak bulunabilen kit (DPC, ABD, Biobak,
Bursa, Tirkiye) kullanilarak, RIA ile 8lglildi (kullanilan insan kitindeki antikoriar, sigan insiilini ile
%80 capraz reaksiyon vermektedir, sonuglar diizeltimeden verilmigtir). Kullanilan O6lgim
ybnteminde, insiilin antikoru baglanmis polipropilen tiiplere 200 pl serum, blank ve standart
eklendi. Takiben 125 jle isaretlenmis insilinden 1 mi eklenen tiipler, 18-24 saat siire ile oda
isisinda inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda, tiiplerdeki siipernatant aspire edildi ve oto-gama
skintillasyon spektrometresinde (Packard, Cobra, Auto-Gamma Scintillation Analyzer, ABD)
radyoaktivite 6lglildi. Galigmada belirtilen serum insdlin diizeyi, plazma immiinoreaktif insiilin

diizeyidir.
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Plazma katekolamin diizeyinin Slgiilmesi: Plazma katekolamin dizeylerinin 6i¢tldig
cahismada, arterdeki kaniilden sofutulmus ve iginde EGTA (80mg/2ml) + Glutatyon (60mg/mt)
sollisyonundan 10 ui bulunan eppendorf tiiplere 200 pl kan alindi. Alinan kan &rnekleri stiratle
santrifiije edildiler ( +4 °C; 2000 g; 15 dakika). Plazmalar ayrilarak 6lgtim giiniine kadar, - 20 °C
derin dondurucuda saklandilar. Plazma katekolamin diizeyleri, ticari olarak bulunabilen
Catecholamine Research Assay System kiti ( Amersham, UK, Niikleer Anonim $irketi, Ankara,
Tlrkiye) kullanilarak 6l¢ildi.

Kullanmian radyoenzimatik ybntemin esas: plazma igerisinde bulunan adrenalin,
noradrenalin ve dopamini, COMT (Catechol-o-metiltransferaz) ve 3H-SAM (tirityum ile
isaretlenmis S-Adenosyl-L-methionin) yardimi ile radyoaktif olarak isaretli metoksi Uriinlerine
doniistirmektir. Buna gtre noradrenalin, adrenalin ve dopamin sirasiyla; 3H-normetanefrin, 3H-
Metanefrin ve 3H-metoksitiramine déniisturiilir. Bu metod, katekolamin Slgiimiinde kullanilan
dijer metodlara gore ¢ok daha hassastir ve adrenalin ve noradrenalin 2-5 pg/ml, dopamin 15-20
pg/ml diizeylerde diglilebilmektedir. Olglimler buzlu su banyosu iginde ve 50 pl plazma
kullanilarak yapildi. Plazmalar ile birlikte hazirlanan blank ve standartlarin iizerine ilk olarak
asidik glutatyon iceren 10 pl stabilizan soliisyon eklendi.Takiben tiiplere COMT, SH-SAM (2.5
pCi), tampon ¢o6zelti (EGTA ve MgCl, icerir) ve distile su bulunan Slglim kansimindan 40 pi
eklendi ve 37 °C su banyosunda bir saat siireyle inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda tiipler buzlu
su banyosuna alinarak enzimatik reaksiyon durduruldu. Daha sonra tijplerinA lizerine icinde 4mM
metanefrin, normetanefrin ve metoksitiramin (bunlar kromatografi sirasinda "SH-" {riinlerinin
tasinmasint kolaylastirir) igeren soliisyondan 50 pl eklendi. Takiben toluen / isoamilalkol (3:2 v/v)
ve asetik asit (0.1 M) kullanilarak katekolaminler ekstrakte edildiler ve vakum (Jouan, RC-10.10,
Fransa) altinda kurutuldular., Bu tiiplerin iizerlerine 50 i etanol eklendi ve voriexleme
isleminden sonra, ince tabaka kromatografi plaklar (Kiesegel 60 F,54, Merck, Almanya) lizerine
pipet ve kurutma makinesi yardimi ile etanol emdirildi. Takiben plakiar tersiyeramilalkol / benzen
/ metilamin (6:2:3 vivlv) igeren banyo kiivetinde 3-4 saat siire ile birakilarak, reaksiyon

tirtinlerimizin gé¢ ederek ayrilmalan sadlandi. Katekolaminlerin 3H-O-metil iiriinlerinin bulundu§u
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zonlar, 254 nm ultraviyole 15181 (GAMAG, UV-Betrachter, Aimanya) altinda belirlendi. En ustteki
(baslama hattindan en uzaktaki) zon 3H-metoksitiramin, orta zon 3H-metanefrin, en alt zon ise
3H-normetanefrin’e aittir. Bu zonlardan 3H-metanefrin ve 3H-normetanefrin'i igerenler ince uglu
igne ile isaretlendi ve silika, bistliiri yardimi ile kazinarak sayim gigelerinde toplandi.
Calismamizda dopamin dizeylerini 8lgmedidimiz igin, en (ist zon dikkate alinmadi ve silikada
birakildi. Sigeler lizerine 1 ml amonyum hidroksit (0.05 M), 50 ul sodyum metaperiodat ve
gliserol eklenerek metaneftin ve normetanefrin vanilin'e déndistiriildii. Daha sonra siselere 1 ml
asetik asit (0.1 M), 4 ml toluen / liquifior (1000:50 v/v) karigimindan eklendi ve likit skintillasyon
spektrometresi ile (Packard,1600 TR, Liquid Scintillation Analyzer, ABD) radyoaktivite
Slgtildt.Paralel yapiimis ve miktarian bilinen standartiar yardimi ile 6rneklerdeki noradrenalin ve
adrenalin dlizeyleri hesaplandi.

ilaglar: Bu galismada kullanilan karbakol (karbamilkolin), atropin siilfat, mekamilamin
hidroklorlir, pirenzepin dihidrokioriir, prazosin hidrokloriir ve yohimbin hidrokloriir Sigma‘dan
(Sigma Qhem. Co., MO, ABD), propranolol hidrokloriir Dodu llag Fabrikasi'ndan, HHSID,
metoktramin hidrokloriir ve 4-DAMP RBI'dan (Research Biochemicals Inc., ABD), AF-DX 116 Dr.
Karl Thomae'den (Dr. Karl Thomae, Gmbh Biberach and Der Riss, Almanya) satin alinmigtir,
Prazosin ve AF-DX 116 harig tiim ilaglar tuzlu su (%0.9 NaCl) iginde, Prazosin distile su, AF-DX
116 ise HCI iginde (pH: 7.34'e ayarlandi) hazirdianmistir. ICV enjeksiyoniar igin, ilaglarin metinde
belirtilen dozlari 10 yl iginde zerk edilecek sekilde, serbest baz lizerinden hesaplanmistir. ICV
enjeksiyonlar Hamilton mikroenjektér't kullanilarak yapilmigtir. IP zerk igin kullanilan ilaglarin
metinde belirtilen dozlari kg bagina 1 ml iginde verilecek sekilde hazirlanmig ve 1 ml hacmindeki
enjektor yardimi ile zerk edilmistir.

istatistiki degerlendirmeler: Bulgular, bilgisayar istatistik paket programi kullanilarak
(Pharmacologic Calculation System, 2., Springer Verlag, 1986) bilgisayar ile dederlendirilmistir.
P'nin 0.05'den kiigilik oldugu degerler istatistiki olarak anlamh sayiimistir. Tim sonuglar ortalama

+ ortalamanin standart hatasi olarak verilmis ya da gdsterilmisgtir.
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BULGULAR

ICV YOLLA UYGULANAN KARBAKOL'UN KAN GLUKOZUNA ETKISi

Cerrahi islemleri yapilmis ve 2.5-3 saat kadar anestezinin etkisinden ¢ikmalan igin
bekletilmis sigcanlarda kan glukoz diizeyleri ortalama 144 £ 5 mg/di'dir (n=20). ICV yolla verilen
karbakol (2.5, 5 pg) kan glukozunu 15. dakikada dozla iligkili olarak arttirdi ($ekil 1). 2.5 ug
karbakol'iin etkisi sonraki dakikalarda geri d6nerken, 5 pg karbakol'lin etkisi 30. dakikada
azalmaya bagladi, 60. dakikada geri dondii (Sekil 1). Yiksek doz (10 pg) karbakol ise kan
glukozunu diJer dozlar ile kiyaslandifinda ¢ok daha fazla arttirdi. Artig karbakol
enjeksiyonundan 15 dakika sonra bagladi, 30. dakikada en yiiksek diizeye ulagti. 60 ve 120.
dakikalarda karbakol'iin etkisi azalmakla birlikte, halen kontrol diizeylerinin lizerindeydi (Sekil 1).
Tuzlu su enjeksiyonundan sonra kan glukozunda yaklagik 40-45 mg/dl kadar bir artma meydana

geldi.Tuzlu suyun etkisi 120. dakikaya kadar azalarak devam etti.

Kan Gkukozu (mg/dl)
400 *k

Zaman (dakika)

|| Karbakol(2.5 ug) ZZ Xarbakol (5 ug)
Karbakol {10 ug)

Sekil 1: Karbakol'lin kan glukozuna etkisi ve doz-cevap iligkisi. Degisen dozlarda karbakol'in
(2.5, 5, 10 ug) ICV yolla zerkinden 15, 30, 60, 120 dakika sonra kan alindi. Her grup icin 6-10 sigan kullaniids.
*: Tuzlu su tedavisinden farki géstermektedir (* : P<0.06 ** : P<0.001).
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ICV YOLLA UYGULANAN KARBAKOL'UN HIPERGLISEMIK ETKISINDE, MERKEZI
KOLINERJIK RESEPTORLERIN ROLU

ICV karbakol'iin hiperglisemik etkisinde kolinerjik reseptbrierin hangisinin aracilik ettigini
belirlemek igin, siganlara nikotinik reseptér antagonisti mekamilamin (50 pg), nonspesifik
muskarinik reseptdr antagonisti atropin (10 pg) veya tuziu su ICV yolla zerk edildi. Zerkten 15
dakika sonra yine serebral yan ventrikiile karbakol (10 ug) veya tuzlu su enjekte edildi. Atropin
6n tedavisi uygulanmis siganlarda, karbakol'e bagdh kan glukoz artigi 15. dakikada bir miktar
goriiimekle birlikte belirgin sekilde azaldi (Tablo 1). Mekamilamin uygulanmis grupta ise,
karbakol sonrasi kan glukozu daha fazla artis gosterdi (P<0.05) (Tablo 1). Atropin ve

mekamilamin tek baglarina kullamidikianinda, kan glukoz diizeylerini degistirmediler (Tablo 1).

Tablo 1: Kolinerjik reseptér antagonistleri ile tedavi edilmig siganlarda,

karbakol'lin kan glukoz diizeyine etkisi.

Glukoz (mg/di)

Gruplar 15 30’ 60’
Tuzlu su + Tuzlu su 194+ 9 187+ 8 164+ 8
Tuzlu su + Karbakol 3067 36918 326 + 13
Atropin + Tuzlu su 174 £ 5 168 £ 10 15717
Atropin + Karbakol 195+ 8* 181+£19* 138+8*
Mekamilamin + Tuzlu su 18415 1805 168+ 5
Mekamilamin + Karbakol 333x10 413+ 8# 3985

Atropin (10 pg), mekamilamin (60 pg) veya tuziu su ICV yolla zerk edildi. Antagonistlerin zerkinden 15
dakika sonra karbakol (10 pg) veya tuziu su enjekte edildi ve 15, 30, 60 dakika sonra kan giukoz diizeyleri dictildil.
Her grup icin §-10 sican kullamiidi.

* , # : Tuzlu su + Karbakol tedavisinden farki gbstermektedir (* : P<0.001, # : P<0.05).
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KARBAKOL'UN HIiPERGLISEMIK ETKISINDE MUSKARINIK RESEPTOR ALT
TIPLERININ ROLU

A) Pirenzepin'in etkisi: ICV yolla uygulanan karbakol'{in kan glukozunu arttinci etkisinin
atropin ile bloke olmasi, karbakol'lin etkisine merkezi muskarinik reseptdrierin aracilik ettigini
gostermektedir. Karbakol'iin hiperglisemik etkisine aracilik eden muskarinik reseptor alt tiplerinin
saptanmast amaci ile, karbakol (10 pg;ICV) enjeksiyonundan 15 dakika once muskarik M,
reseptdr antagonisti pirenzepin, de§isen dozlarda (10, 25, 50 100 pg) ICV yolia zerk edildi.
Pirenzepin kullanilan biitiin dozlarda, atropin 6n tedavisine benzer sekilde, tiim zaman
araliklaninda karbakol'tin kan glukozunu arttirici etkisini bloke etti. Pirenzepin'in etkisi dozla iligkili
olarak artti (Tablo 2). Pirenzepin (100 ug;ICV) tek basina kullanildifinda, tuzlu su

enjeksiyonunun etkisine benzer sekilde kan glukozununu arttirdi (Tablo 2).

Tablo 2: Pirenzepin 6n tedavisi uygulanmig siganlarda, karbakol'iin kan glukoz

diizeyine etkisi.

Glukoz (mg/dl)

Gruplar 15 30’ 60’
Tuzlu su + Tuzlu su 194+ 9 187+ 8 164+ 8
Tuzlu su + Karbakol 3067 369+8 326 + 13
Pirenzepin (10 pg) + Karbakol 219+ 11 * 194 £20* 146 £ 8 *
Pirenzepin (25 pg) + Karbakol 223 £ 14~ 158+ 10 * 150+ 56*
Pirenzepin (50 pg) + Karbakol 182+8* 156 £ 8 * 126 £ 5*
Pirenzepin (100 pg) + Karbakol 196+ 9 * 1376 * 146 £ 9 *
Pirenzepin (100 pg) + Tuzlu su 174 £ 10 176 £ 13 153+ 9

Degjigen dozlarda pirenzepin (ICV) veya tuzlu su (ICV) zerkinden 16 dakika sonra karbako! (10 pg) veya
tuzlu su ICV yolla enjekte edildi ve 15, 30, 60 dakika sonra kan glukoz diizeyleri 6lglildil. Her grup i¢in 5-10 sigan
kullanildi.

* : Tuzlu su + Karbakol tedavisinden farki géstermektedir {p<0.001).
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B) 4-DAMP'nin etkisi: Muskarinik M,ve M3 reseptdr antagonisti olan 4-DAMP (10

ug;ICV), karbakol (10 ug;ICV) enjeksiyonundan 15 dakika 6nce zerk edildi. 4-DAMP &n tedavisi

karbakol'e bagli kan glukoz artigint bloke etti (Tablo 3). 4-DAMP tek basina kullanildi§inda, tuzlu

su enjeksiyonunun etkisine benzer sekilde kan glukozunu arttirdi (Tablo 3).

Tablo 3: 4-DAMP on tedavisi uygulanmig sicanlarda, karbakol'in kan glukoz

diizeyine etkisi.

Glukoz (mg/dl)
Gruplar 15° 30° 60°
Tuzlu su + Tuzlu su 194 £ 9 187+ 8 164 + 8
Tuzlu su + Karbakol 30627 369%8 326 £ 13
4-DAMP + Tuzlu su 206+ 3 196 x5 1715
4-DAMP + Karbakol 185+ 7* 180+£7* 153+ 4*

4 ‘DAMP {10 pg;ICV) veya tuziu su {ICV) zerkinden 15 dakika sonra, karbakol {10 pg) veya tuziu su ICV

yolla enjekte edildi ve 15, 30, 60 dakika sonra kan glukoz diizeyleri 6lguldil. Her grup igin 6-10 sigan kullaniidi.

* : Tuzlu su + Karbakol tedavisinden farki gostermektedir (P<0.001).

C) Metoktramin'in etkisi: Muskarinik M, resept0r antagonisti olan metoktramin (10 pg),

karbakol (10 ug;ICV) =zerkinden 15 dakika Once

ICV yolla uygulandi.

Metoktramin

enjeksiyonundan yaklasik 3-4 dakika sonra siganlar konviilzyon gegirdiler. Metoktramin'in bu

etkisi karbakol enjeksiyonundan sonra daha da siddetlendi ve siganlarin bir kismi 6ldii. Bu

nedenle caligmada karbakol 2.5 pyg dozunda kullanildi. Metoktramin karbakol'iin kan glukozunu

arttirici etkisini 6nlememekle birlikte, dozla artan sekilde kan glukoz diizeyini arttird1 (Tablo 4).
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Tablo 4: Metoktramin 6n tedavisi uygulanmig siganlarda, karbakol'iin kan glukoz

diizeyine etkisi.

Glukoz (mg/dl)
Gruplar 15' 30' 60’
Tuzlu su + Karbakol 2257 167 £13 140+ 3
Metoktramin (10 ug) + Karbakol 240%9 244 £ 17* 144 £ 4
Metoktramin (25 pg) + Karbakol 310£15 ™ 333+15* 179+ 3*
Metoktramin (50 pg) + Karbakol 3M2x12™ 296 £ 11 * 174 £12*

Metoktramin (10, 26, §0 ug; ICV) veya tuzlu su (ICV) zerkinden 15 dakika sonra karbakol {2.5 jg) veya
tuzlu su ICV yolla enjekte edildi ve 15, 30, 60 dakika sonra kan alindi. Her grup igin 5-8 sigan kullamldi.
* : Tuzlu su + Karbakol tedavisinden farki gostermektedir (* : P<0.01, ** :P<0.001)

Metoktramin (10, 25, 50 pg) tek bagina kulianildijinda, dozla iligkili sekilde kan glukoz
diizeylerini arttirdi.Metoktramin'in etkisi 15. dakikada maksimumdu, 30. dakikada azalarak, 1.
saatin sonunda kontrol diizeylerine geri déndii (Tablo 5).

Tablo 5: Metoktramin on tedavisi uygulanmis sicanlarda, karbakol'iin kan glukoz

diizeyine etkisi.

Glukoz (mg/di)
Gruplar -15' 0 15' 30° 60’
Tuzlu su + Tuzlu su (Ts) 148+ 5 170+ 3 184 £ 9 187 +8 164 + 8
Metoktramin (10 ug) + Ts 165 £ 1 1616 169+ 8 167 +8 1487
Metoktramin (25 ug) + Ts 14020 220+10* 160+ 4 152+ 6 167 +6
Metoktramin (50 ug) + Ts 139+5 270+ 9* 216 +22 207 £22 167 + 11

Degisen dozlarda metoktramin, tuzlu su (ICV) zerkinden 16 dakika dnce, ICV yolla enjekte ediidi.
Metoktramin enjeksiyonundan 6nce (-15), tuzlu su enjeksiyonundan énce {0} ve tuzlu su enjeksiyonundan 18, 30, 60
dakika sonra kan glukoz diizeyleri Slgiildii. Her grup igin §-8 sigan kullanildi.

* : Tuzlu su + Tuzlu su tedavisinden farki gstermektedir { * : P<0.01, ™ : P<0.001).
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D) AF-DX 116'nin etkisi: Bir dier muskarinik M, reseptér antagonisti olan AF-DX 116
degisen dozlarda (20, 40, 100 ug), karbakol (10 ug;ICV) zerkinden 15 dakika sonra ICV yolla
enjekte edildi. AF-DX 116, metoktramin galigmasinda oldudu gibi siganlarda konviilzyona neden
olmadi ve kullanildigi dozlarda karbakol'iin kan glukoz diizeyine olan etkisini 15 ve 30.
dakikalarda de§istirmezken, 60. dakikada anlamli sekilde azaltti (Tablo 6). AF-DX 116 (20

Hg;ICV) tek basina Kan glukoz seviyesini degistirmedi (Tablo 6).

Tablo 6: AF-DX 116 6n tedavisi uygulanmig siganlarda, karbakol'iin kan glukoz

diizeyine etkisi.
Glukoz (mg/dl)

Gruplar 1%’ 30 60’
Tuzlu su + Tuzlu su 194+ 9 187+ 8 164+ 8
Tuzlu su + Karbakol 3067 369+8 326 £ 13
AF-DX 116 (20 ug) + Karbakol 292+ 9 312+ 26 205+13 ™
AF-DX 116 (40 pg) + Karbakol 298 + 18 317 £ 32 219 £ 30 *
AF-DX 116 (100 ug) + Karbakol 270+ 18 306 £ 27 213+ 27 *
AF-DX 116 (20 pg) + Tuzlu su 158 £ 1 152 £ 1 154 £ 4

Degisen dozlarda AF-DX 116 {ICV) veya tuzlu su (ICV) zerkinden 16 dakika sonra karbakol (10 pg) veya
tuzlu su ICV yolla enjekte edildi ve 15, 30, 60 dakika sonra kan glukoz diizeyleri bigiildi. Her grup icin 6-10 sigan
kullansldi.

* :Tuzlu su + Karbakol tedavisinden farki géstermektedir (* : P<0.01, ** : P<0.001).

E) HHSID'nin etkisi: Muskarinik M3 reseptor antagonisti olan HHSID de§isen dozlarda
(10, 25, 50, 100 ug), karbakoi'den (10 ug;ICV) 15 dakika &nce ICV yolla zerk edildi. HHSID
kullanildi§gi dozlarda karbakol'lin hiperglisemik etkisini degistirmedi (Tablo 7). HHSID (100

ug;ICV) tek basina kan glukozunda degisiklik meydana getirmedi (Tablo 7).
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Tablo 7: HHSID on tedavisi uygulanmis siganlarda, karbakol'iin kan glukoz

dizeyine etkisi.

Glukoz (mg/dl)

Gruplar 15' 30° 60’
Tuzlu su + Tuzlu su 194+ 9 187+ 8 164 £ 8
Tuziu su + Karbakol 306+7 369+8 326 £ 13
HHSID (10 ug) + Karbakol 305+ 13 331110 269+ 5
HHSID (20 ug) + Karbakol 324 £ 13 32215 243 £ 19
HHSID (50 pg) + Karbakol 3148 327+ 5 270 £ 11
HHSID (100 ug) + Karbakol 308 £ 4 343110 274+ 9
HHSID (100 ug) + Tuzlu su 16114 156 £ 1 144+ 5

Degjigen dozlarda HHSID {ICV) veya tuzlu su (ICV) zerkinden 15 dakika sonra karbakol {10 ug) veya tuziu
su ICV yolla enjekte edildi. Takiben 18, 30, 60 dakika sonra kan glukoz diizeyleri diglldii. Her grup icin 5-8 sican
kullaniidu,

ICV YOLLA UYGULANAN KARBAKOL'UN PLAZMA GLUKAGON VE SERUM
INSULIN DUZEYLERINE ETKiSI VE ETKIDEN SORUMLU MERKEZI KOLINERJIK
RESEPTORLER

Kan glukoz seviyelerinin diizenlenmesinde rol oynayan insiilin ve glukagon diizeylerinin
ICV karbakol ile dedisip degismedigini belirlemek igin, ilk olarak karbakol'den 15 dakika sonra
alinan kan 6meklerinde plazma glukagon ve serum insilin diizeyleri digiildii. Karbakol dozla
iliskili sekilde plazma glukagon diizeylerini arttirdi, serum insiilin diizeylerini azaitti (Tablo 8).
Kan glukoz diizeylerinde oldudu gibi (Sekil 2a), plazma glukagon diizeyinde meydana gelen
yiikselme, karbakol (10 ug;ICV) enjeksiyonundan 15 dakika sonra basladi, 30. dakikada en
ylksek diizeye ulagt, 60. dakikada halen kontrol diizeylerden yiiksekti (Sekil 2b). Karbakol'iin

serum insiilinin diizeylerini inhibe edici etkisi 15. dakikada maksimumdu, 30. dakikada azalarak
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devam etti. Insilin diizeyleri karbakol zerkinden 60 dakika sonra kontrol diizeylerine geri déndii

(Sekil 2¢).

Tablo 8: Degisen dozlarda karbakol'iin kan glukoz, plazma glukagon ve serum

insiilin diizeylerine etkisi.

Gruplar Glukoz (mg/dl) Glukagon (pg/mil) Insilin (UI0/mi)
Tuzlu su 194 £ 9 162 + 19 321
Karbakol (1pg) 23217 * 285 +32*™ 24 +2*
Karbakol (5 ug) 249+ 16 ™ 410272 * 14+3*
Karbakol! (10 pg) 306 +£7* 445 + 82 * 10+£2*

Tuzlu su {ICV} zerkinden 186 dakika sonra dedisen dozlarda karbakol ICV yolla enjekte edildi ve 16 dakika
sonra kan alindi. Her grup igin §-6 sigan kullanildi.

* : Tuzlu su tedavisinden farki géstermektedir ( * : P< 0.0, ™ : P< 0.001).

Kan Glukozu (mg/d1)

300 41 S

200 ']

100 41

o -

Zaman (dakika)

I Tuziu su Karbakol

Sekil 2a
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Plazma Glukagon (pg/ml) Serum Instilin (uI0/ml)
40
R
+k
204
*k
1047
0 .
15 a0 80
Zaman {dakika) Zaman (dakika)
B Tuzlu su Earbakol BB Tuziu su Karbakol
sekil 2b $ekil 2¢

Sekil 2a, 2b, 2c: Karbakol'liin kan glukoz, plazma glukagon ve serum insiilin diizeylerine
etkisi. Tuzlu su (ICV) enjeksiyonundan 15 dakika sonra karbakol 10 pg dozunda ICV yolla zerk edildi ve 15, 30, 60
dakika sonra kan 6rnekleri toplandi. Her grup igin §-6 sican kullamid.

* : Tuzlu su + Tuzlu su tedavisinden farki géstermektedir (* : P<0.05 , ** : P<0.001).

Karbakol'iin plazma glukagon ve serum insiilin diizeylerine etkisinde aracilik eden
kolinerjik reseptdr ve reseptdr alt tiplerini test etmek amaci ile karbakol (10 ug;ICV)
enjeksiyonundan 15 dakika 6nce atropin (10 pg), mekamilamin (50 pg), pirenzepin (25 ug), 4-
DAMP (10 ug) veya AF-DX 116 (20 ug) ICV yolla zerk edildi. Karbakol veya tuzlu su
enjeksiyonundan 30 dakika sonra alinan kan &rneklerinde kan sekeri, plazma glukagon ve serum
insiilin diizeyleri 6lgiildii. Atropin, pirenzepin ve 4-DAMP 6n tedavisi, karbakol'lin plazma
glukagon ve serum insiilin diizeylerine olan etkisini bloke etti (Tablo 9). Mekamilamin ve AF-DX
116 6n tedavisi ise karbakol'lin insiilin ve glukagon diizeylerine olan etkisini deistirmedi (Tablo

9).
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Tablo 9: Kolinerjik antagonistlerie tedavi edilmis siganlarda, karbakol'iin kan

glukoz, plazma glukagon ve serum insiilin dilzeylerine etkisi.

Gruplar Glukoz (mg/dl) Glukagon (pg/ml) insiilin (uI0/mI)
Tuzlu su + Tuzlu su 187+8 174 £ 25 373
Tuzlu su + Karbakol 3698 474 1 B4 202
Atropin + Tuzlu su 168 £ 10 217+ 24 324
Atropin + Karbakol 181 +£10* 184 £ 14 * 41x9*
Mekamilamin + Karbakol 1805 246+ 9 312
Mekamilamin + Tuzlu su 41318 438 + 64 2412
Pirenzepin + Tuzlu su 1372 211 £ 14 303
Pirenzepin + Karbakol 158 £ 10 * 203 £ 156 * 39+6*
4-DAMP + Tuzlu su 2067 167 £12 4118
4- DAMP + Karbakol 185+ 7* 192+ 8* 3413~
AF-DX 116 + Tuzlu su 131£3 230+ 35 3613
AF-DX 116 + Karbakol 312+ 26 435+ 65 202

Atropin {10 pg), mekarnilamin (60 pg), pirenzepin {25 pg), 4-DAMP (10 pg), AF-DX 116 (20 pg) veya tuzlu su
ICV yolla zerk edildi. Antagonistlerin zerkinden 15 dakika sonra karbako! {10 pg; ICV) enjekte edildi ve 30. dakikada
kan alindi. Her grup igin §-7 sigan kullaniidi.

* : Tuzlu su + Karbakol tedavisinden farki géstermektedir (P < 0.001).

ICV YOLLA UYGULANAN KARBAKOL'UN HIPERGLISEMIK ETKISINDE PLAZMA
KATEKOLAMINLERININ ROLU

Kan glukoz seviyelerinin diizenlenmesinde ¢nemli rolii olduunu bildidimiz sempato-
adrenal sistemin karbakol'tin hiperglisemik etkisine de aracilik edip etmedigini arastirmak icin, ilk
olarak plazma katekolamin diizeyleri Siglildii. Bu amagla karbakol (10 ug) veya tuziu su ICV
yolla enjekte edildi, 30 dakika sonra plazma adrenalin ve noradrenalin diizeyleri 8lctildii (Tablo
10). Karbakol plazma adrenalin ve noradrenalin diizeylerini anlamli sekilde arttirdi. Sonuglar

tuzlu su ile tedavi edilmis siganlarla karsilastiriidijinda, plazma adrenalin diizeyindeki artis
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%300, plazma noradrenalin diizeyindeki artis ise %50 oraninda oldu (Tablo 10). Karbakol'iin
plazma katekolamin diizeylerine etkisinde muskarinik kolinerjik reseptérierin rollinii test etmek
icin, karbakol (10 ug;ICV) eenjeksiyonundan 15 dakika sonra atropin (10 pg) ICV yolla zerk
edildi. Karbakol'e bagh plazma adrenalin ve noradrenalin diizeyindeki artis atropin &n tedavisi ile

ortadan kaikarken, atropin'in kendisi plazma katekolamin diizeylerini degistirmedi (Tabio 10).

Tablo 10: Karbakol'iin hiperglisemik etkisinde katekolaminlerin rolii ve bu etkiden

sorumlu olan merkezi kolinerjik reseptorler.

Gruplar Noradrenalin (pg/ml) Adrenalin {pg/ml)
Tuzlu su + Tuzlu su 557 £ 45 399 + 56
Tuzlu su + Karbakol 793+65* 1451 £ 85 **
Atropin + Tuzlu su 491 % 85 320 £ 50
Atropin + Karbakol 370+ 62 # 557+ 79 #

ICV yolla tuzlu su veya atropin (10 pg) zerkinden 18 dakika sonra karbakol (10 pg;ICV) veya tuzlu su (ICV)
enjekte edildi ve 30. dakikada alinan kan &rneklerinden plazma katekolamin diizeyleri bigiildii. Her grup icin §-6
sigan kullanildi.

* : Tuzlu su + tuzlu su tedavisinden farki géstermektedir (*: P< 0.05, **: P< 0.001).

# : Tuzlu su + Karbakol tedavisinden farki géstermektedir (# : P< 0.001).

MERKEZI YOLLA UYGULANAN KARBAKOL'UN HIPERGLISEMIK ETKISINDE
ADRENAL GLANDIN ROLU

Merkezi uygulanan karbakol'lin  hiperglisemik etkisinde aracihi§i  oldudunu
diigindugiimiiz sempato-adrenal sistemin roliini arastirmak igin yaptifimiz calismalarin ikinci
agsamasinda bir grup siganda iki tarafli adrenal gland gikarildi, dijer bir grup sigana ise sham
operasyon uygulandi. ADK veya sham operasyon uygulanmig siganlara tuziu su (10 pl;ICV) veya
karbakol (10 ug;ICV) zerk edildi. 30 dakika sonra alinan kan 6meklerinden glukoz, plazma

glukagon ve serum insilin diizeyleri 6iglildi. ADK uygulanmis ve tuzlu su zerk edimis siganlarda
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kan glukoz ve serum insiilin dlizeyleri, sham grubuna gére anlamlt sekilde azaldi, plazma
glukagon diizeyleri ise artti (Tablo 11). ADK uygulanmis ve karbakol ile tedavi edilmig siganlarda
ise, karbakol'e badl kan glukoz artisi, sham grubuna gére cok daha az oranda oldu (Tablo 11).
Plazma glukagon diizeyleri, ADK uygulanmis siganlarda karbakol enjeksiyonundan sonra artti.
Plazma glukagon diizeyindeki bu artis, bazal deferler géz 6niine alindijinda, sham grubuna
gbre daha az oranda oldu (Tablo 11). Serum insiilin diizeyleri ise, karbakol enjeksiyonundan

sonra ADK uygulanmis siganlarda sham grubunun aksine artti (Tablo 11).

Tablo 11: ADK ve sham operasyon uygulanmis siganlarda, karbakol'iin kan
glukoz, plazma glukagon ve serum insiilin diizeylerine etkisi.

Gruplar Glukoz (mg/dl) Glukagon (pg/ml) insiilin (u0/mI)
ADRENALEKTOMI

Tuzlu su 8413 301 + 26 161

Karbakol 132+ 3 # 598 + 54 # 3314 #

SHAM OPERASYON
Tuzlu su 133£3* 152+ 12* 31x2*
Karbakol 3207~ 689+ 8* 16+£2*

ADK veya sham operasyon uygulanmig sicanlara, fuziu su veya karbakol {10 pg} ICV yolla uygulandi.
Uygulamadan 30 dakika sonra kan érnekleri alindi. Her grup igin 5-6 sigan kullanildi.

* : ADK grubundan farki gostermektedir (P < 0.001).

# : Tuzlu su tedavisinden farki géstermektedir (P < 0.001).

MERKEZ| UYGULANAN KARBAKOL'UN HIPERGLISEMIK ETKISINDE PERIFERIK
ADRENERJIK RESEPTORLERIN ROLU

Adrenallerin iki tarfli olarak ¢ikariimasi ile ICV karbakol'liin kan glukoz, plazma glukagon
ve serum insilin dlizeylerine olan etkisinin bloke olmasi (veya deJismesi) bu etkilerde adrenal

kaynakli katekolaminlerin rolti olabilecedini dusilindirmektedir. Dolagimda katekolaminierin
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etkilerine hangi adrenerjik reseptdrlerin aracilik etti§ini belirlemek icin, ICV yolla karbakol (10 pg)
veya tuzlu su enjeksiyonundan 15 dakika &nce, nonselektif B adrenerjik reseptdr blok6rii
propranolol (0.5 mg/kg), selektif oy adrenerjik reseptdr blokérii prazosin (0.3 mg/kg), selektif a,
adrenerjik reseptdr blok8rii yohimbin (0.5 mg/kg) veya tuziu su IP yolla zerk edildi. Karbakol
veya tuziu zerkinden 30 dakika sonra kan alindi. Karbakol'iin kan glukoz, plazma glukagon ve
serum insiilin diizeylerine etkisini propranolol veya prazosin 6n tedavisi degistirmedi (Tablo 12).
Yohimbin 8n tedavisi ise karbakol'iin kan glukoz ve plazma glukagon diizeylerini arttirict etkisini
ortadan kaldirdi (Tablo 12). Karbakol bu siganlarda, serum insiilin diizeyini azaltmadid: gibi
yaklasik iki kat arttirdi (Tablo 12). Kullanilan antagonistierden sadece prazosin tek basina kan
glukoz ve plazma glukagon diizeylerini kontrol grubuna gbre bir miktar arttirdi. Artis, kan
glukozunda anlamii éiglideydi (P< 0.05) (Tablo 12). Dider antagonistler ise harhangi bir de§isme

yapmadilar.

TABLO 12: Adrenerjik reseptor antagonistleri ile tedavi edilmis siganlarda,
karbakol'iin kan glukoz, plazma glukagon ve serum insiilin diizeylerine etkisi.

Gruplar Glukoz (mg/di) Glukagon (pg/mil) insiilin (uI0/ml)
Tuzly su + Tuzlu su 143+ 5 176 £ 12 33x2
Tuzlu su + Karbakol 3298 499 £ 26 18+2
Propranolol + Tuzlu su 136+ 3 110 £ 11 302
Propranolol + Karbakol 316 £ 10 545 £ 61 1812
Prazosin + Tuzlu su 183 x 11 205124 35¢1
Prazosin + Karbakol 333£13 511+ 60 162
Yohimbin + Tuzlu su 1325 126+ 8 364
Yohimbin + Karbakol 163+9* 14311 * 64+t6*

Karbakol (10 pg; ICV) veya tuziu su (ICV) enjeksiyonundan 16 dakika &nce propranolol (0.5 mg/kg),
prazosin (0.3 mg/kg), yohimbin (0.6 mg/kg) veya tuzlu su IP yolla zerk edildi ve 30 dakika sonra kan alindi. Her grup
icin §-6 sigan kullamld).

* ¢ Tuzlu su + Karbakol tedavisinden farki gtstermektedir (P < 0.001).
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TARTISMA

Calismamizdan elde edilen bulgular, uyanik tok siganlarda lateral serebral ventrikiile
enjekte edilen karbakol'iin, dozla iligkili gekiide kan glukozunu arttirdi§ini géstermistir (Sekil 1).
Karbakol'iin hiperglisemik etkisi, muskarinik reseptdr antagonisti atropin ile bloke olurken,
nikotinik reseptér antagonisti mekamilamin karbakol'iin etkisini bloke etmemis, tersine
karbakol'iin etkisinde artmaya neden olmustur (Tablo 1). Bu sonuglar bize, ICV yolla uygulanan
karbakol'iin neden oldu§u hipergliseminin kolinerjik muskarinik resepttrier araciif ile oldugunu
gbstermektedir,

ICV karbakol'iin hiperglisemik etkisinin atropinle tnlenmesi, tnceki galismalarda merkezi
kolinerjik aktivitenin artmasina bagl kan glukoz diizeyinde meydana gelen artisin, muskarinik
resepttrler aracihdi ile oldu§una dair bulgularla uyumiudur (Korner ve Ramu, 1975; Iguchi ve
ark., 1985, 1986, 1990). Ancak secici muskarinik antagonistier ile yaptiyimiz bu g¢alismada,
muskarinik resepttr alt tiplerinin rolii ile ilgili bulgular oldukga karmagiktir. Muskarinik M,
reseptdr antagonisti pirenzepin, M; ve M; reseptér antagonisti 4-DAMP, karbakol'iin kan
glukozuna olan etkisini tamamen ortadan kaldirmaktadir (Tablo 2, Tablo 3). My reseptér
antagonisti HHSID ise karbakol'lin hiperglisemik etkisini degistirmemektedir (Tablo 7).
Muskarinik M, resept6r antagonisti AF-DX 116 6n tedavisi karbakol enjeksiyonundan sonra 15 ve
30. dakikalarda meydana gelen kan glukoz artisini degistirmezken, 60. dakikada gériilen
hiperglisemik etkiyi bloke etmistir (Tablo 6). Bir difer M, reseptor antagonisti olan metoktramin'in
kendisi de hiperglisemi meydana getirmekte (Tablo 5) ve karbakol'in hiperglisemik etkisini
arttirmaktadir (Tablo 4). Ancak bu ilag ile tedavi edilmis siganlarda konviilzyon gériilmesi nedeni
ile ortaya c¢ikan hipergliseminin, ilaca mi badh olduju yoksa konviilzyonun bir sonucu mu
oldudunu bilmek mimkin degildir. Ancak ortaya ¢ikan konviiizyon, bazi M, reseptdr
antagonistlerinin  kolinerjik aktiviteyi arttirdiyi ve buna badh birtakim motor fonksiyon
bozukluklar ile birlikte ndbet olusturabildigini bildiren diger bazi bulgular ile uyumliudur (Hoss ve
ark., 1990). Bu sonuglar beraberce dikkate alindifinda, merkezi yolla uygulanan karbakol'iin

hiperglisemik etkisinde aracilik eden muskarinik reseptr alt tipini tam bilmemekle beraber, M,
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alt tipi olduju sonucuna varmamiza yol agmaktadir. ICV uygulanan karbakol'iin plazma
adrenalin, noradrenalin, glukagon ve serum insiilin diizeylerine etkisine de araciik eden
kolinerjik reseptdrier, muskarinik tiptedir (Tablo 9, Tablo 10). Ayni zamanda karbakol'iin
glukagon ve instilin diizeylerine olan etkisi, pirenzepin ve 4-DAMP &n tedavileri ile &nlenirken,
metoktramin ve AF-DX 116 karbakoi'lin stz konusu etkilerini degistirmemigtir (Tablo 9). Bu
sonuglar, karbakol'iin hiperglisemik etkisine aracilik eden muskarinik reseptdrierin M, alt tipi
olabilecegine dair bulgulanimiz ile uyum igerisindedir.

ICV yolla uygulanan karbakol'iin neden oldudu hiperglisemide, karbakol'lin merkezi sinir
sistemindeki etki yeri bu galigmalar sirasinda lokalize edilmemigtir. Ventromedial hipotalamus
(VMH), kan glukoz konsantrasyonlarinin diizenienmesinde rol oynayan en 6nemli merkezlerden
birisidir (Benzo, 1983; Rohner-Jeanrenaud, 1983; Sasaki ve ark., 1988). Bu bblgenin elektrik
veya kimyasal maddeler ile uyariimasi, sempato-adrenal aktivitede artma ile birlikte kan glukoz
diizeylerinin de hizla yikselmesine neden olur (Benzo, 1983; Rohner-Jeanrenaud, 1983; Sasaki
ve ark., 1988). Indirek kolinerjik agonist olan neostigmin'in VMH igine direk enjeksiyonu,
hiperglisemiye neden olmaktadir (Honmura ve érk., 1992). Bu buigular beraberce ele alindijinda
ICV karbakol'lin de VMH'a etki ile hiperglisemi yapti§1 distntlebilir. Ancak bunun deneysel
verilerle desteklenmesi gerekir.

ICV karbakol'iin hiperglisemik etkisine dolagimda glukagon ve katekolaminlerin artisi,
insiilinin azalmasi eglik etmektedir (Tablo 8, S$ekil 2a,b,c, Tablo 10). Gerek katekolaminler ve
gerekse glukagon hiperglisemi olusturan endojen maddelerdir (Cryer, 1980; Hems ve Whitton,
1980). Dolayisi ile ICV karbakol'den sonra kan glukozunda gdzlenen artig, katekolaminlere veya
glukagona veya her ikisine bagh olabilir. Insiilin ise kan glukozunu azaitan bir hormondur (Hems
ve Whitton, 1980; Cherrington ve ark., 1987). Hiperglisemik etkide serum insiilin azalmasinin da
katkisi olabilir. Katekolaminler insiilin sekresyonunu o,-adrenerjik reseptorier aracilidi ile azaltan,
glukagon sekresyonunu ise arttiran maddelerdir (Ahren ve ark., 1984, John ve ark., 1990; Angel

ve Langer, 1988). Bu bilgiler dikkate alindiinda karbakol'iin yol acti§i hiperglisermni, glukagon
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artisi ve insiilin azalmast gibi etkilerin hepsi katekolamin artisina bagh olabilir. Bu olasilik,
calismamizdan elde ettifimiz 2 bulgu ile giicli sekilde desteklenmektedir.

lik olarak; ICV uygulanan karbakol plazma adrenalin ve noradrenalin diizeylerini
arttirmaktadir (Tablo 10). Katekolamin diizeyinin artmig olmasi, karbakol enjeksiyonundan sonra
sempato-adrenal aktivitenin 6nemli Slgtide artmis oldufunu gdstermektedir. Adrenal glandi
¢ikariimis siganlarda ise ICV karbakol'iin hiperglisemik etkisi biylik oranda azalmaktadir. Bu
sartlarda glukagon artisi da simirll kalmaktadir. Ayni siganlarda serum insiilin diizeyleri ise
artmaktadir (Tablo 11). Kolinerjik maddeler ile merkezi sinir sisteminin uyariimasinin, sempatik
olduu kadar parasempatik aktivitede de artmaya neden olduju ve parasempatik aktivitedeki
artisinin etkilerinin (pankreasdan glukagon ve insiilin saliminda artma gibi), artmus sempatik
aktivite nedeni ile maskelendi§i 6ne siirliimektedir (/guchi ve ark., 1986; Gotoh ve ark., 1989).
Calismamizda, ICV yolla uygulanan karbakol'lin ADK uygulanmig siganlarda serum insiilin
diizeylerini arttirmasi (Tablo 11), bu hipotez ile uyumludur. Bu siganlarda ICV karbakol sonrasi
insillin diuzeylerinde meydana gelen artma, muhtemelen artmis glukagon diizeylerine ragmen
kan glukoz diizeyinin artigini 6nlemektedir. ADK uygulanmis ve tuzlu su ile tedavi edilmis
siganlarda kan glukoz diizeyleri 6nemli biglide azalmaktadir (Tablo 11). Bu bulgu, adrenal
glandin kan glukoz diizeylerinin belirdi sinirdar iginde sirdiriimesi igin 6nemli oldudunu
gbstermektedir. Bu sigcanlarda, muhtemelen azalmis olan kan glukoz diizeylerini kompanse
etmek igin glukagon diizeyi artarken, insiilin diizeyi azalmaktadir (Tablo 11). Bulgularimiz, ADK
sonras! sempatik aktivitenin Snemli dlgiide arttigini gbsteren ¢alismalar ile uyumludur (Darfington
ve ark., 1989).

Ikinci olarak; a, adrenerjik reseptdr antagonisti olan yohimbin, ICV uygulanan
karbakol'in glukoz, giukagon ve insiilin diizeylerine olan etkisini tamamen ortadan
kaldirmaktadir (Tablo 12). Nonselektif B adrenerjik reseptdr antagonisti propranolol ve segici o,
adrenerjik reseptr antagonisti prazosin 6n tedavileri ise, karbakol'iin kan glukoz, plazma
glukagon ve serum insiilin diizeylerine etkisini dedistirmemektedir (Tablo 12). Daha &nce

siganlarda yapilan galismalarda, artmig sempato-adrenal aktivitenin pankreastan glukagon
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sekresyonunu hem o, hem de B, adrenoreseptdrier araciigi ile arttirirken, insiilin sekresyonunu
B, adrenoreseptorler ile arttirdidi, o, adrenerjik reseptérier aracili ile de azaltud: gbésterilmistir
(Ahren ve ark., 1984; John ve ark., 1990; Angel ve Langer, 1988). Normal gartlarda, pankreastan
insiilin sekresyonu lizerine o, adrenoreseptdrierin baskilayict etkisi hakim durumdadir (Ahren ve
ark., 1984; John ve ark., 1990; Angel ve Langer, 1988). Bizim bulgularimiza gbre, ICV yolla
uygulanan karbakol'e bagli dolasimda artan katekolaminler, pankreasdan o, adrenoreseptbrler
araciligi ile glukagon sekreseyonunu arttirmakta ve insilin sekresyonunu azaltmaktadir.
Muhtemeien B adrenerjik reseptdrier, karbakol'lin insiilin ve glukagon diizeylerine olan etkisinde
aractlik etmemektedir.

Kolinerjik maddeler ile merkezi sinir sisteminin uyanimasi sonucunda, sempato-adrenal
aktivite meydana gelen artma nedeni ile dolagimda artmig olan katekolaminler, hem 'pankreas
hormonlarinin  salimmint  degistirerek (glukagonda artma, insillinde azalma), hem de
karaciferdeki adrenoreseptdrier araciify ile glikojenolizi arttirarak, kan glukoz diizeylerinin
artisina neden olmaktadirlar (lguchi ve ark., 1986, 1988). Calismamizda, yohimbin 6n tedavisinin
ICV karbakol'iin neden oldugu hiperglisemiyi ortadan kaldirmasi (Tablo 12), karbakol'in
hiperglisemik etkisinde katekolaminlerin direk olarak karaciferde glikojenolizi stimiile etmesinin
cok fazla katkisi olmadi§ini diistindiirmektedir. Bununla birlikte, yohimbin uygulanmig siganlarda
ICV karbakol'den sonra serum insiilin diizeyinde meydana gelen Snemli miktardaki artigin da
(Tablo 12), kan glukoz seviyelerini azaltabilecegi g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Sonug olarak galismamizdan elde ettijimiz bulgulara gére;

1.) Merkezi sinir sisteminin bir kolinerjik agonist olan karbakol ile uyarilmasi;
muhtemelen M1 alt tipi olan muskarinik kolinerjik reseptérler aracihidi ile hiperglisemiye neden
olmaktadir.

2.) Karbakol'tin hiperglisemik etkisinde, dolagimda artmig olan katekolaminlerin a,
adrenerjik reseptérier aracili§i ile pankreastan glukagon sekresyonunu arttirmasinin, insiilin
sekresyonunu ise azaltmasinin 8nemli katkisi bulunmaktadir (bu hipotez, arka sayfadaki semada

bzet olarak verilmistir).
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KARBAKOL

SEMPATO-ADRENAL
AKTIVITE

SEMPATIK & @ADRENAL BEZ
GANGL1ON

KATEKOLAMIN

Bk KARACiGER

GLUKAGON

GLUKOZ

Bu aragtirmanin bulgulan, ICV uygulanan karbakol'iin hiperglisemik etkisinde, merkezi
muskarinik reseptorler araciii ile sempato-adrenal sistemin uyariimasinin roliinii ortaya
koymaktadir. Bu bulgularin, merkezi uygulanan karbakol'iin hiperglisemik etkisinde, sempato-
adrenal sistemin aracilijjina dair geligkili sonuglara (Korner ve Ramu, 1975; Iguchi ve ark., 1985)
bir agiklik getirecedi siiphesizdir. Diger taraftan galismamizda; kolinerjik maddelerin ICV yolla
uygulanmasinin neden oldudu hiperglisemide muskarinik reseptdr alt tiplerinin muhtemel rolii ilkk
kez tanimlanmigtir. Kullandiimiz muskarinik reseptdr alt tiplerine spesifik antagonist ilaglarin
dozlan ile ilgili bulgularimizin, daha sonra yapilacak in vivo galigmalara katkisi olacag

distincesindeyiz.
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OzZET

1.) Calismada, ICV yolla dedisen dozlarda uygulanan karbakol, dozla iligkili olarak, kan
glukoz ve plazma glukagon diizeylerini arttirirken, serum insiilin diizeylerini azaltti.

2.) Karbakol'iin kan glukoz, plazma glukagon ve serum insiilin diizeylerine olan etkilerini
nikotinik reseptdr antagonisti mekamilamin, muskarinik M, reseptdr antagonistleri metoktramin
ve AF-DX 116, muskarinik M3 reseptdr antagonisti HHSID 6n tedavileri degistirmedi. Nonspesifik
muskarinik reseptdr antagonisti atropin, muskarinik M, reseptdr antagonisti pirenzepin,
muskarinik M; ve M reseptdr antagonisti 4-DAMP 6n tedavileri ise karbakol'lin s6z konusu
etkilerini bloke ettiler.

3.) ICV yolla uygulanan karbakol, plazma katekolamin diizeylerini arttirdi. Karbakol'iin bu
etkisi atropin 6n tedavisi ile ortadan kalkti.

4.) Adrenalektomi uygulanmis siganlarda, merkezi yolla uygulanan karbakol'e bagli kan
glukoz artigi ve serum insiilin diizeyinde goriilen azalma bloke oldu. Ayni siganlarda plazma
glukagon diizeyi ise sham operasyon uygulanmis grup ile karsilastiriidijinda daha az oranda
arttr.

5.) Periferik yolla (IP) uygulanan B adrenoreseptr antagonisti propranolol ve ol
adrenoreseptdr antagonisti prazosin 6n tedavilari, karbakol'in (ICV) kan glukoz, plazma
glukagon ve serum insiilin diizeylerine olan etkilerini de§istirmedi. «, adrenoreseptdr antagonisti
yohimbin 6n tedavisi ise, karbakol'lin etkilerini bloke etti.

6.) Bulgular; a) ICV yolla uygulanan karbakol'iin merkezi muskarinik kolinerjik reseptérier
aracihd ile hiperglisemi meydana getirdidini ve karbakol'iin sdz konusu etkisine aracilik eden
muskarinik reseptdr alt grubunun  muhtemelen muskarinik M; tipi reseptdrier oldugunu
gtstermektedir. b) Karbakol'tin hiperglisemik etkisinde, dolagimda artmis olan katekolaminlerin,
a, adrenerjik reseptdrier aracnll§| ile pankreasdan glukagon sekresyonunu arttirmasi, insilin

sekresyonunu ise azaltmasinin dnemli katkisi oldudunu disilindiirmektedir.
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