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TURKCE OZET

Bu c¢alismada, merkezi yolla enjekte edilen nesfatin-1’in normotansif
sicanlarda kardiyovaskiiler etkilerini belirlemek ve nesfatin-1’in kardiyovaskiiler
etkilerinde merkezi kolinerjik sistemin aracilifini géstermek amaglandi. Calismada,
70 adet erkek Sprague Dawley irki, normal kan basincina sahip siganlar kullanildi.
Sevoflurane (% 2—4 / % 100 O2) anestezisi altinda, kardiyovaskiiler parametreleri
kayit altina alabilmek i¢in si¢anlarin sol femoral arterlerine heparinli % 0,9 tuzlu su
(100 U/ml) ile doldurulmus katater, merkezi yolla ilag enjeksiyonlarini
gerceklestirebilmek icin ise sicanlarin serebral yan ventrikiillerine (s.y.v.) 22 G
paslanmaz ¢elik igneden elde hazirlanmis olan kilavuz kaniil yerlestirildi.
Mikrodiyaliz ¢alismasi i¢in siganlarin posterior hipotalamusuna (PH), 18 kDa
molekill agirhigina kadar molekiillerin gegisine izin veren zar ve 2 mm diyaliz
yiizeyine sahip olan mikrodiyaliz problar1 yerlestirildi. Caligmanin ilk asamasinda
merkezi olarak uygulanan nesfatin-1’in kardiyovaskiiler etkileri arastirildi. Nesfatin-
1 (200 pmol; s.y.v.) kisa siireli olarak normotansif hayvanlarda pressér ve
bradikardik/tasikardik fazlar igeren bir yanit olusturdu. Nesfatin-1’in kardiyovaskiiler
etkilerinde merkezi kolinerjik sistemin aracihigini géstermek igin merkezi kolinerjik
nikotinik ve muskarinik reseptorlerin etkide araciliklar1 ve nesfatin-1’in PH’den
asetilkolin (ACh) ve kolin (Ch) salinimina etkisi arastirildi. Muskarinik reseptor
antagonisti atropin (10 pg; s.y.v.) ve nikotinik reseptor antagonisti mekamilamin (50
1g; S.y.v.) nesfatin-1 tarafindan uyarilan kardiyovaskiiler etkileri bloke etti. Yine
PH’den yapilan mikrodiyaliz calismasina gore, nesfatin-1 posterior hipotalamik
ekstraseliiler ACh ve Ch seviyesini arttirdi.

Sonug olarak, bulgular merkezi olarak uygulanan nesfatin-1’in normotansif
sicanlarda pressor ve bradikardik/tasikardik fazlar iceren bir yanit olusturdugunu
gostermektedir. Nesfatin-1’in olusturdugu kardiyovaskiiler etkilere PH’den salinan
ACh ve Ch, merkezi kolinerjik muskarinik ve nikotinik reseptorler tizerinden aracilik
etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Nesfatin-1, Kan Basinci, Kalp Atim Sayisi, Kolin/Asetilkolin,
Mikrodiyaliz
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INGILIZCE OZET

The investigation of the mediation of central cholinergic system in
nesfatin-1 evoked cardivascular effects.

In the current study, it was aimed to determine the cardiovascular effect of
centrally administrated nesfatin-1 and to demonstrate an involvement of the central
cholinergic system in nesfatin-1-induced cardiovascular effect in normotensive rats.
In the present study normotensive 70 male Sprague Dawley rats were used. Under
sevoflurane (2-4% / 100% Oy) anesthesia, the left femoral artery of rats was
cannulated with PE 50 tubing filled with heparinized saline (100 U/mL) to record
cardiovascular parameters. For central treatment, A 22-gauge stainless steel cannula
was palced to the lateral ventricule of rats. Handmade microdialysis probes with 18
kDa molecular weight cut-off dialysis membrane having 2 mm long dialysis area
were placed to posterior hypothalamus of rats which used for microdylasis study. In
the present study, at the first place, the effects of centrally injected nesfatin-1 on
cardiovascular parameters were investigated. Nesfatin-1 (200 pmol; i.c.v.) caused to
short-lasting increases in mean arterial pressure and to heart rate responses including
bradycardic/tachycardic phases in normotensive animals. In order to show mediation
of the central cholinergic system in nesfatin-1-induced cardiovascular effects, the
mediation of central cholinergic nicotinic and muscarinic receptors on nesfatin-1
evoked cardiovascular response and the effect of nesfatin-1 on posterior
hypothalamic extracelular acetylcholine and choline releases were determined.
Muscarinic receptor antagonist atropine (10 pg; i.c.v.) and nicotinic receptor
antagonist mecamylamine (50 ug; i.c.v.) blocked nesfatin-1 induced cardiovascular
effects. Also centrally injected nesfatin-1 increased the acetylcholine and choline
level in posterior hypothalamus, as shown in microdialysis studies.

In conclusion, results show that centrally administered nesfatin-1 produce
pressor effect on blood pressure and to heart rate responses including
bradycardic/tachycardic phases in normotensive rats. Moreover, according to our
findings, there is an involvement of the central cholinergic system in nesfatin-1-
induced cardiovascular effects.

Key words: Nesfatin-1, Blood Pressure, Heart Rate, Choline/Acetylcholine,
Microdialysis
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1.GIRIS

Nesfatin-1, Oh-1 ve arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda kesfedilmis, yaklasik
9,8 kDa molekiil agirliginda ve yarilanma 6mrii 23,5 dakika olan, prekiirsor proteini
niikleobindin 2’den (NUCB2) tiireyen, 82 amino asite sahip, beslenmenin
kontroliinde rol oynayan anoreksijenik bir peptitdir (Aydin, 2013; Oh-I ve ark.,
2006). Nesfatin-1, merkezi sinir sistemi igerisinde gida aliminin diizenlenmesi,
noroendokrin ve kardiyovaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesinden sorumlu
otonomik merkezlerden, hipotalamusta, arkuat niikleus, supraoptik niikleus,
paraventrikiiler niikleus (Maejima ve ark., 2009) ve lateral hipotalamik boélgede (Foo
ve ark.,, 2008; Oh-I ve ark., 2006) ayrica hipotalamus disinda beyinin bir¢ok
bolgesinde ve yine kardiyovaskiiler kontrol acisindan o©nemli beyin koki
bolgelerinde ve Ozellikle de niikleus traktus solitaryusta (NTS) (Foo ve ark., 2008;
Goebel ve ark., 2009; Goebel-Stengel ve ark., 2011; Goebel-Stengel ve Wang, 2013;
Kuksis ve Ferguson, 2014; Moreau ve Ciriello, 2013) ve spinal kordda ise 6zellikle
preganglionik sempatik ve parasempatik hiicre gruplarinda (Goebel ve ark., 2009)
yer aldigit immunreaktif ve molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalarla gosterilmistir.
Merkezi  sinir  sistemi  igerisinde  genis  bir dagilim  gosteren  ve
ndrotransmitter/néromodiilator etkilere sahip oldugu belirtilen nesfatin-1’in merkezi
ve periferik olarak kardiyovaskiiler sistem tiizerinde de diizenleyici bir etkiye sahip
oldugu bir¢ok ¢alismada belirtilmektedir. Merkezi olarak enjekte edilen nesfatin-1’in
hipotalamusta oksitosinerjik sistemi aktive ettigi, buna bagli olarak NTS’de pro-
opiomelanokotinin uyarildigt ve sonrasinda bu yolak {iizerinden hipotalamusta
melanokortin % reseptorlerinin  (MCR?%) uyarilmasi sonucu sempatik sinir
aktivitesinin ve kan basincinin arttig1 gosterilmistir (Yosten ve Samson, 2009; 2010).
Yine yakin zamanda siganlarda nesfatin-1’in merkezi enjeksiyonlarmin, hem
normotansif hem de hipotansif kosullarda kan basincinda pressor yanitlar
olusturdugunu ve olusan bu pressor yanitlarin, kalp atimi {izerinde normotansif
siganlarda bradikardik, hipotansif siganlarda ise tasikardik yanitlara neden oldugunu

rapor ettik (Yilmaz ve ark., 2015). Yine aym ¢alismada, merkezi nesfatin-1



enjeksiyonu sonrasi, plazma katekolamin ve vazopressin miktarlarinda ve renin
aktivitesinde artislarin oldugunu da gosterdik (Yilmaz ve ark., 2015). Deneysel
caligmalar, nesfatin-1’in kardiyovaskiiler sistem iizerindeki merkezi kontrollerinde,
hipotalamus icerisinde yer alan oksitosin ve MCR%4 reseptorleri ile NTS de yer alan
pro-opiomelanokortin reseptorlerinin aracilik ettigi gosterilmistir (Yosten ve
Samson, 2009; 2010). Bu bahsedilen reseptorler disinda, nesfatin-1’in kan basinci
tizerindeki pressor etkilerine aracilik eden herhangi bir merkezi mekanizmadan so6z
edilmemektedir. Yapilan diger bir c¢alismada gastrik distansiyon olusturulmus
sicanlarin mideye projeksiyon gonderen kolinerjik sinirler olan vagusun dorsal motor
noronlarinda NUCB2/nesfatin-1 ekspresyonlarinin arttiginin gosterilmesi (Bonnet ve
ark., 2013) nesfatin-1’in etkilerinde kolinerjik sistemin araciliginin olabilecegini
diistindiirmekle birlikte merkezi nesfatin-1’in kardiyovaskiiler etkilerinde merkezi
kolinerjik sistemin araciligini gosteren bir delil bulunmamaktadir. Ayrica, nesfatin-
I’in kardiyovaskiiler sistem {iizerinde pressor etkileri oldugu bilinen histamin ile
merkezi sinir sistemi icerisinde kolokalize olmasi (Gotoh ve ark., 2013) ve 6zellikle
bir Ch donérii olan CDP-kolin ile olusturulan kardiyovaskiiler etkilerde histaminerjik
reseptorlerin araciligini ortaya koymus olmamiz da (Jochem ve ark., 2010) nesfatin-
1’in kan basinct tizerindeki olusturdugu merkezi etkilerinde kolinerjik sistemin etkin
bir rol alabilecegini diislindiirmektedir. Yine hem kolinerjik sistemin hem de
nesfatin-1’in olusturdugu kardiyovaskiiler etkilere, normal ve hipotansif kosullarda
periferik katekolamin, vazopressin ve renin anjiotensin sisteminin aracilik etmesi bu
iki ndromodiilator veya ndrotransmitter sistemin etki profili bazinda benzerliklerini
gostermektedir. Bu deliller en azindan kardiyovaskiiler sistemin kontrolii agisindan
merkezi kolinerjik sistem ve nesfatin-1 arasinda bir etkilesim olabilecegini
diistindiirmekle birlikte bu etkilesimi simdiye kadar agiklayan bir rapora
rastlanmamaktadir. Bu bilgiler 1s18inda sunulan ¢alismada merkezi olarak uygulanan
nesfatin-1’in kardiyovaskiiler etkilerinde merkezi kolinerjik sistemin araciliginin

hemodinamik ve mikrodiyaliz ¢caligmalari kullanilarak gdsterilmesi amaglanmuistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Nesfatin-1’in Genel Ozellikleri
2.1.1 Nesfatin-1’in Yapisi

Nesfatin-1, ilk kez 2006 yilinda Oh-I ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmgtir.
Yeni kesfedilmis bu molekiil, yarilanma 6mrii 23,5 dakika olan, kalsiyum ve DNA
baglama proteini olan NUCB2 6nciil proteininden tiiremis, yaklasik 9,8 kDa molekiil
agirhigina sahip 82 amino asit (AA) uzunlugunda bir polipeptittir (Aydin, 2013;
Stengel ve Tache, 2011).

NUCB2
82 85 163 166 396

D sty nesanz 5

Prohormon

konvertaz 1 23 53 82

i

N23 M30 C29

II

Nesfatin-1
Orta-segment (30A4) : PDTGLYYDEYLKQVIEVLEETDPHFREKLQK

Sekil 1. NUCB2 proteininin yapist ve Nesfatin-1"in olusumu (Garcia Galiano, 2010A)

NUCB2, posttranslasyonel degisiklikler i¢in bir¢ok pargaya sahiptir. PC3 / 1
ve PC2 gibi 6zel prohormon doniistiiriicii enzimler NUCB2'yi nesfatin-1, nesfatin-2
ve nesfatin-3 olusturmak {izere donistiiriirler; N-terminal parcasi, nesfatin-1’1 (AA.
1-82) olustururken, C-terminal pargasi ise nesfatin-2 (AA. 85-163) ve nesfatin-3’e
(AA. 166-396) onciilliik eder (Oh-I ve ark., 2006) (Sekil 1). Ancak simdiye kadar
yapilan caligmalarda sadece nesfatin-1 molekiiliiniin fizyolojik etkileri ortaya
konabilmistir (Aydin, 2013). Nesfatin-2 ve nesfatin-3’iin biyolojik aktiviteleri
hakkinda herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.



NUCB?2, plazma zarinda ve nevroplazmada bulunur. Insanlar ve diger memeli
tiirleri arasinda % 85'den fazla bir benzerlik tasir ve hatta alt organizmalarla da

benzerlik sergiler (Gonzalez ve ark., 2009), (Sekil-2).

Nesfatin/NUCB2

-24 1 82 85 163 166 396
-

-

KR RR
: Amino asit dizilimi
insan VP]DIDKTK\"QNIHPVESAKIEPPDTGI.YYDEYLK(lVIDVl?I%‘,

sican VPIDVDKTKVHNVDPVESARIEPPDTGLYYDEYLKQVIEVLE
fare VPIDVDKTKVHNTEPVENARIEPPDTGLYYDEYLKQVIEVLEE

43 82
insan -TDKHFREKLQKADIEEIKSGRLSKELDLVSHHVRTKLDEL

sican -TDRHFREKLQKADIEEIRSGRLSQELDLVSHKVRTRLDEL
fare -TDRHFREKLQKADIEEIRSGRLSQELDLVSHKVRTRLDEL

Sekil 2. Insan, sigan ve farelerde nesfatin-1 aminoasit dizilimlerinin karsilagtirmalar1 (Oh-1 ve ark., 2006).

2.1.2 Nesfatin-1’in Sentezi ve Salinim
Sicanlar ve fareler iizerinde yapilan RNA ve protein diizeyindeki cesitli

calismalarla nesfatin-1’in beyindeki dagilimi belirlenerek, bunun leptinden-bagimsiz
mekanizmalar araciligiyla (melanokortin-bagimli) ¢alisan yeni bir tokluk molekiilii
oldugu vurgulanmistir (Oh ve ark.,, 2006), ancak yapilan son c¢alismalarda
paraventrikiiler niikleusta yer alan nesfatin-1’in leptin tarafindan direkt olarak
uyarildigr ve leptinin nesfatin-1’in anoreksijenik etkilerine aracilik ettigi de rapor
edilmektedir (Darambazar ve ark., 2015).

Nesfatin-1, merkezi sinir sistemi iginde genis bir dagilim gostermektedir.
Istahin kontrolii, néroendokrin ve kardiyovaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesinden
sorumlu otonomik merkezlerden hipotalamusta, arkuat niikleus, paraventrikiiler
niikleus, supraoptik niikleus (Maejima ve ark., 2009) ve lateral hipotalamik bdlgede
(Foo ve ark., 2008; Oh-I ve ark., 2006), ayrica hipotalamus disinda subfornikal
organda (Moreau ve Ciriello, 2013), piriform ve insular kortekste, endopiriform



niikleusta, niikleus akkumbenste, lateral septumda, stria terminalisin bed niiklusunda,
sentral amigdaloid niikleusta, medial preoptik bolgede, dorsal raphe niikleusta,
niikleus ambiguusta, ventrolateral medulla ile gigantosellular retikiiler niikleusta,
bunun yanisira serebellumda purkinje hiicrelerinde (Goebel ve ark., 2009; Kuksis ve
Ferguson, 2014), talamik parafasikiiler niikleusta, Edinger-Westphal niikleusta,
dorsal vagal komplekste, lokus seruleusta, ventral raphede, NTS’de, periventrikiiler
niikleusta, dorsamedial hipotalamusta (Foo ve ark., 2008; Goebel-Stengel ve ark.,
2011; Goebel-Stengel ve Wang, 2013), spinal kordda ise preganglionik sempatik ve
parasempatik hiicre gruplarinda (Goebel ve ark., 2009) yer aldig1 yapilan

immunreaktif ve PCR ¢aligmalariyla gosterilmistir.

m Merkezi Bélgeler

RGC=

—\dlpOSltler Periferal Bolgeler
Karacnger
ey Gastrik
Adipps§ ,,J Mukoza

Pankreatik
Adaak

Doku 5«

Testis
Beta Hiicresi

Sekil 3. Nesfatin-1"in organizmada dagilimi.

Merkezi sinir sistemi haricinde nesfatin-1’in viicut sivilarinda da varligi
gosterilmistir. Insanlarda, sicanlarda ve farelerde yapilan ¢alismalarda, nesfatin-1’in
merkezi sinir sisteminin disinda, mide ve bagirsak mukozasinda (Chung ve ark.,
2013; Zhang ve ark., 2010; Stengel ve ark., 2009), kalpte, bobrekte, karaciger ve
dalakta, timusta, iireme organlarinda (Chung ve ark., 2013; Kim ve ark., 2014),

adipoz dokularda (Ramanjaneya ve ark., 2010), testis (Garcia-Galiano ve ark., 2012)



ve pankreas [ hiicrelerinde (Zhang ve ark., 2010; Stengel ve ark., 2009; Nakata ve
ark., 2011) de bulundugu rapor edilmistir. (Sekil-3), (Sekil-4).

SICAN
\ " /’)
@ Ord 1 AW »”
Adipoz doku Pankreas T.stic Mide Beyin B Kalp‘munahk,-\kcigu Karaciger
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Sekil 4. Sigan, fare ve insan periferik dokulari tarafindan Nesfatin-1 tiretimi.

2.2 Nesfatin-1’in Fizyolojik Etkileri
2.2.1 Nesfatin-1 ve Gida Alhnm

396 aminoasitten olusan NUCB2 proteini 24 aminoasitlik bir sinyal peptidini
olusturur ve istahin kontroliinde gorev alir (Oh-1 ve ark., 2006). Sigan beyin-omurlik
stvist NUCB2’den tiireyen nesfatin-1’1 icermekte ve bunun miktar1 aglik kosullari
altinda hipotalamik c¢ekirdekte azalmaktadir. NUCB2’nin nesfatin-1’e doniistimii
yiyecek aliniminin baskilanmasinda gereklidir (Oh-I ve ark., 2006). Bu molekiiliin C
terminal fragmenti besin diizenlenmesinde rol oynamamaktadir. Buna karsilik N
terminali ise besin aliniminda 6nemli rol oynamaktadir ve nesfatin-1'de NUCB2'nin
N terminal bdlgesinden kaynaklanan bir fragmenttir (Maejima ve ark., 2009).
Nesfatin 1; N23 (1-23), M30 (24-53), C29 (54-82) olmak iizere 3 alt segment
icermektedir. Bu 3 alt segmentten M30; nesfatin-1’in besin alinimi iizerinde etkili
olan kismidir. Immun boyama ¢alismalarinda; siganlarin NUCB2/nesfatin-1 iceren
proteinlerinin, istah ve metabolizmanin diizenlenmesinde O6nemli rol oynayan
hipotalamusun paraventrikiiler, arkuat, supraoptik ve trakt solitaryus ¢ekirdeklerinde,
lateral hipotalamik alanda, dorsomediyal hipotalamik c¢ekirdekte, zona insertada,

spinal kordun hiicre govdelerinde (akson terminalinde bulunmamaktadir), vagusun



dorsal c¢ekirdeginde ve hipofiz bezinde bulundugu gosterilmistir (Darambazar ve
ark., 2015; Foo ve ark., 2008; Maejima ve ark., 2009; Oh-I ve ark., 2006). Nesfatin-
1’in biyolojik aktivitesi ilk olarak sicanlarda belirlenmis, gida alimini azaltarak kilo
kaybini sagladigi saptanmistir (Stengel ve Tache, 2010; 2011).

Farelerde nesfatin-1’in anoreksijenik etkisini; beyin ventrikiil enjeksiyonunun
ilk 4 saatinde yeme miktarin1 azaltarak doymayi kolaylastirma yoluyla ve yeme
araliklarinmi arttirip yeme sikligini azaltarak gerceklestirdigi; uzun siire nesfatin-1’in
uygulanmasinin da kilo kaybina sebep oldugu belirlenmistir (Aydin, 2013; Stengel
ve ark., 2009).

Ayrica nesfatin-1 enjeksiyonunun siganlarda daha az su tiikketimine neden
oldugu da saptanmistir, bu da nesfatin-1’in sivi ve elektrolit dengesinde rol
oynayabilecegi diisiincesine yol agmistir (Yosten ve ark., 2012).

Bunun disinda, nesfatin-1’in, gida alimiyla ilgili beyinde yer alan ¢ogu peptit
gibi, gastrointestinal motor fonksiyonlar iizerine de etkin oldugu belirlenmistir
(Stengel ve ark., 2009). Ratlarda gastrik bosalmay1 geciktirdigi, farelerde ise gastro-
duodenal hareketi baskiladigr belirlenmistir, bunun da doygunluk hissinin
saglanmasina katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Stengel ve ark., 2009). Boylece,
gecikmis mide bosalmasina neden olan mekanizmalarin, merkezi nesfatin-1

tarafindan uyarildigina odaklanilmistir (Stengel, 2010).

2.2.2 Nesfatin-1 ve Obezite Tliskisi

Obezite; besinlerle alinan enerjinin (kalori) harcanan enerjiden fazla olmasi
ve fazla enerjinin viicutta yag olarak depolanmasi (% 20 veya daha fazla) sonucu
ortaya c¢ikan, yagam kalitesini ve siiresini olumsuz yonde etkileyen bir hastalik olarak
kabul edilmektedir (Billington ve ark., 2000). Obezite; tiim toplum sagligim
etkileyen, tedavisi zorunlu bir endokrin- metabolizma bozuklugudur (Visscher ve
ark., 2001). Obezite gelisiminde rolii olan tiim faktorler enerji dengesinin alim
yoniine kaymasina neden olur (Swinburn, 2004). Obezite de enerji alimi ve tiiketimi
arasindaki denge ile ilgili yapilan tiim ¢aligmalardan elde edilen sonuglara ragmen
besin-enerji dengesi hala agiklanamamuistir. Yeni kesfedilmis, enerji metabolizmasi

ile yakindan iligkili oldugu gosterilen, hipotalamustaki néronlarda istah sinyali ile



ilgili oldugu tanimlanmis olan nesfatin-1’in enerji dengesinde aktif olabilecegi
diisiiniilmektedir (Stengel ve Tache, 2010).

Sicanlara merkezi olarak uygulanan nesfatin-1 enjeksiyonu istah1 6nemli
oranda baskilarken, nesfatin-2 ve nesfatin-3’{in yerini tutan fragmentlerin ise istahi
etkilemedigi belirtilmigtir (Oh-1 ve ark., 2006). Nesfatin-1 merkezi olarak
verildikten sonra besin alimi azaltict etkinin 6 saat boyunca devam ettigi
gosterilmistir (Oh-I ve ark., 2006; Shimizu ve ark., 2009a). Yapilan baska bir
calismada ise nesfatin-1'in osmotik pompa ile serebral ventrikiillere diizenli olarak
inflizyonu besin aliniminda, viicut agirliginda, mezenterik, subkutan ve epididimal
yag kitlesinde dnemli oranlarda azalmaya neden olurken iskelet kaslarinda herhangi
bir degisiklige neden olmadigi gosterilmistir (Oh-1 ve ark., 2006; Colmers, 2007).

Tok durumdaki farelere intraperitoneal nesfatin-1 enjeksiyonunun (doza
bagimli) 3 saat boyunca yemek alinimini baskiladigi belirtilmekle birlikte subkutan
verilmesinin besin alinimini 14 saat boyunca durdurdugu goézlenmistir. Bdylece
nesfatin-1’in subkutan enjeksiyonunun; intraperitoneal ve merkezi enjeksiyonlarina
gore daha uzun siire etkili oldugu gosterilmistir (Oh-1 ve ark., 2006; Shimizu ve ark.,
2009a). Bunun yaninda, Wistar ki siganlarda yapilan nesfatin-1'in nazal
uygulanmasiin da 6 saat boyunca gida alimimi baskiladigi gosterilmistir (Oh-I ve
ark., 2006; Shimizu ve ark., 2009b).

Ayrica nesfatin-1’in yag dokusu tarafindan eksprese edilip salindigr da
bilindigi i¢in yag dokusu birikimi ile kardiyovaskiiler risk arasindaki iliski goz oniine
alindiginda, viicut yag kiitlesi degisiklikleri nedeniyle nesfatin-1 diizeylerindeki
degisikliklerin  kardiyovaskiiler ~fonksiyon icin biiyiilk 6nemi olabilecegi

diistiniilmektedir (Bastien ve ark., 2013).

2.2.3 Nesfatin-1 ve Gastrik Islemleri

Nesfatin- 1’in midede yiiksek ekspresyonu oldugu gosterilmistir. Merkezi
yolla enjekte edildiginde vagus siniri vasitasiyla gastrik asit salgisin1 inhibe etmekte;
stres ve indometazin kaynakli zarardan gastrik mukozay1 korumaktadir (Stengel ve
ark., 2009). Nesfatin-1’in arkuat niikleusa merkezi enjeksiyonu, greline duyarl ve
mideyi genigleten eksitatdr noronlar1 inhibe ederken ayn1 zamanda greline duyarli ve

mideyi genisleten inhibitér ndronlari stimiile eder. Yapilan bu ¢aligmalarla nesfatin-



I’in gastrik hareketliliin azaltilmasindan sorumlu oldugu da gosterilmistir (Kolgazi

ve ark., 2015; Stengel ve ark., 2009).

2.2.4 Nesfatin-1’in Stres, Kaygi ve Korku Yanitlari

Ana gida alim diizenleyici peptidlerin ¢ogu, enerji homeostazinin ve ¢evreye
adaptasyon i¢in gerekli stres tepkisinin diizenlenmesinde hipotalamik seviyede yer
alir. Nesfatin-1, on beyin, arka beyin ve omurilik boyunca bulunan otonomik
diizenleyici ¢ekirdekler tarafindan salgilanir (Foo ve ark., 2008; Goebel-Stengel ve
ark., 2011; Goebel-Stengel ve Wang, 2013). Sinirlama stresine maruz kalindiginda
nesfatin-1 iireten noronlar aktiflesir. Boylece nesfatin-1, otonomik ¢ikisin merkezi
modiilasyonu ile bagirsak hareketlerini kontrol eder (Tache ve Bonaz, 2007).

Nesfatin-1’in periferik enjeksiyonunun; smirlama stresinden kaynaklanan
stres yanitlarina karst gastrik mukozayi, mide salgisin1 azaltarak korudugu
bildirilmistir (Tache ve Bonaz, 2007). Ayrica siklooksijenaz - prostaglandin ve nitrik
oksit sentaz- nitrik asit sistem yolaklar1 ile ve bunun yanisira vagal, duyu sinirleri ve
vallenoid reseptorlerinin aktivasyonunu igeren bir mekanizma ile de gastrik salgiy
ve gastrik zararlar1 engelledigi rapor edilmistir (Stengel ve Tache, 2011).

Sicanlarda merkezi olarak enjekte edilen nesfatin-1’in kaygi ve korkuya
iliskin davramiglarda da rol aldigi ve cinsiyete bagli olarak kaygi ve korku
yanitlarinda farliliklar gosterebilecegi bildirilmektedir (Merali ve ark., 2008).
Yapilan bir ¢alismada obezite (Hofmann ve ark., 2013) ve anoreksiya nevroz
(Hofmann ve ark., 2015) teshisi konulmus kadinlarda nesfatin-1’in plazma
diizeylerinin kaygi durumunun siddetiyle paralel olarak yiikseldigi gosterilmekle
birlikte obez erkeklerde bu durumun ters korelasyona sahip oldugu belirtilmistir
(Hofmann ve ark., 2013).

Nesfatin-1'in merkezi seviyesi akut stresle arttirilabilirken nesfatin-1'in
plazma seviyesi akut stresten etkilenmez (Goebel ve ark., 2009, Yoshida ve
Maejima, 2010). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda kronik stresin nesfatin-1'in

plazma seviyesini artirabilecegi rapor edilmistir.(Yoshida ve Maejima, 2010)



2.2.5 Nesfatin-1 ve Uyku

Nesfatin-1 ile ilgili olarak yapilan c¢aligmalarda bu molekiilin uyku
durumunun diizenlenmesinde de degisik etkiler ortaya koydugu farkli ¢alismalarda
gosterilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, siganlara nesfatin-1’in merkezi olarak
enjeksiyonunun hizli g6z hareketleri uykusunda (REM) gegirilen toplam siireyi ve
REM uyku periyoduna girme sikligini arttirdigi gosterilmekle birlikte nesfatin-1’in
bloke edilmesinde ise bu etkilerin tersi etkilerin ortaya ¢iktigi rapor edilmektedir
(Jego ve ark., 2012). Diger bir calismada ise REM uyku periyodunun
engellenmesinin dorsolateral hipotalamusta nesfatin-1/NUCB2 protein ve mRNA
seviyelerinde azalmalara yol actig1 belirtilmektedir. Ayrica nesfatin-1’in merkezi
enjeksiyonunun uykuda gecirilen toplam siireyi azalttigida gosterilmektedir (Vas ve
ark., 2013). Arastirmacilar bu farkliligi, nesfatin-1’in farkli dozlarda ve merkezi

enjeksiyonun farkli zamanlarda uygulanmasi ile agiklamaktadir.

2.2.6 Nesfatin-1 ve Ureme Fonksiyonu

Farkli arastirmalar nesfatin-1 sinyalinin normal ergenlik gelisiminde ve ¢esitli
tiirlerde yeterli tireme islemleri i¢in gerekli oldugunu gostermektedir (Boutsikou ve
ark., 2013; Garcia-Galiano ve ark., 2010b). Obez olmayan ¢ocuklar ve ergenlerde
nesfatin-1’in dolagimdaki seviyesinin ergenligin ilerlemesiyle birlikte artislar
gosterdigi belirtilmektedir. Ayrica ergen disi siganlarda merkezi olarak enjekte edilen
nesfatin-1’in hem Ad libitum beslenenlerde hem de a¢ birakilan gruplarda
dolasimdaki LH ve FSH hormon seviyelerini arttirdii gosterilmesinin yaninda bu
etkinin yetiskin disi siganlarda ise gézlenmedigi rapor edilmektedir (Garcia-Galiano
ve ark., 2010b). Baska bir calismada ise yiiksek miktarda nesfatin-1 enjeksiyonunun
yetiskin erkek siganlarda LH ve FSH seviyelerini arttirdigi da rapor edilmistir
(Garcia-Galiano ve ark., 2010a). Boylece nesfatin-1’in hem ergen hem de yetisken

hayvanlarda gonadotropik aksisi modiile ettigi gosterilmistir.

2.2.7 Nesfatin-1'in Endotel Dokular Uzerindeki Etkileri
Endotel disfonksiyonu, yiiksek kan basincinin gelisiminde rol oynayan
mekanizmalardan biridir. Calismalarin bir¢ogunda nesfatin-1'in siganlarda endotel

fonksiyon modiilasyonu yoluyla kan basincini arttirmasi tiizerine olast etkiler
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arastirllmistir.  Arastrmacilar, izole mezenterik artere uygulanan nesfatin-1
tedavisinin sodyum nitroprusid tarafindan indiikklenen gevsemeyi, siklik guanozin
monofosfat iiretiminin bozulmas1 yoluyla engelledigi gosterilmistir. Sodyum
nitroprusid’in intravendz yolla uygulanmasinin, konsantrasyona bagli olarak kan
basincinda diisilislere neden oldugu ve kan basincindaki bu diisiislerin de nesfatin-1
tarafindan geri dondiiriildiigi gosterilmistir (Bernatova, 2014; Yamawaki ve ark.,
2012). Bu gozlemler, nesfatin-1'in, periferik damarin kontraktilitesini dogrudan bir
sekilde modiile ederek kan basincinin kontroliine katilabilecegini diisiindiirmektedir

(Yamawaki ve ark., 2012).

2.2.8 Nesfatin-1'in Kardiyovaskiiler Sistem Uzerindeki Etkileri

2.2.8.1 Nesfatin-1’in Kalp Dokusu Uzerindeki Etkileri

Nesfatin-1'in, sigan ve insan kalp dokusunda ve kardiyomiyositlerde ana
kaynak olan mide veya beyne benzer konsantrasyonlarda hem mRNA hem de protein
seviyelerinde eksprese edildigi gosterilmistir (Angelone ve ark., 2013). Dahasi,
kiiltiire edilmis sigan kardiyomiyositlerinin, nesfatin-1 salgiladig1 gosterilmistir. Bu
bilgiler dogrultusunda kalbin nesfatin-1'in baslica kaynaklarindan biri olabilecegi ve
yalnizca endokrin / otokrin / parakrin nesfatin-1 sinyalizasyonuna degil dolagimdaki
nesfatin-1 konsantrasyonlara da katkida bulunabilecegi ifade edilmektedir (Feijo o-
Bandi'n ve ark., 2013).

Kardiyak ve dolagimdaki nesfatin-1 seviyeleri, si¢anlarda ve farelerdeki yag
dokusunda oldugu gibi, direkt olarak diyetten etkilenebilir. Yiiksek yaglh diyetle
beslenmenin nesfatin-1’in  atriyumundaki mRNA ve protein seviyelerini arttirdig
belirtilmistir. Bununla birlikte yiiksek yagli diyetle beslenmenin ventrikiillerde
mRNA ve protein seviyelerinde herhangi bir degisiklige neden olmadigi da
gosterilmistir (Ramanjaneya, 2010).

Atriyumunun, énemli kan basinci regiilatorleri olarak tanimlanan natriiiretik
peptitler gibi peptitlerin salgi dokusu oldugu bilinmektedir. Ancak son zamanlarda
enerji metabolizmasi regiilasyonuyla da iliskilendirilmistir. Bu nedenle atriyumun,
patofizyolojik kosullar altinda kalp nesfatin-1 {iretimini diizenleyebilecegi ve
nesfatin-1 dolasim konsantrasyonlarina katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir

(Collins ve ark., 2014; Lumsden ve ark., 2010).
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Perfiize edilmis sican kalbinde, nesfatin-1 inflizyonunun, negatif inotropizm
indiiksiyon ile bazal kardiyak performansin1 doza bagimli bir sekilde etkiledigi ve sol
ventrikiil basincinda bir azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Mazza ve ark., 2015).

Ote yandan, iskemi / reperfiizyon hasarma bagli olarak kalp dokusunda
nesfatin-1 seviyelerinin azaldig da bildirilmektedir. (Angelone ve ark., 2013). Farkli
kardiyo depresif peptidlerde oldugu gibi, nesfatin-1’in iskemi / reperfiizyon
hasarinda kardiyoprotektif etkilere sahip oldugu yani iskemi / reperfiizyon hasari
sonucu olusan enfarkt boyutunun belirgin olarak azaltilmasinda ve iskemi sonrasi
kasilma fonksiyonunun iyilestirilmesinde dnemli bir rol iistlendigi gosterilmistir. Bu
koruyucu etkiye ise, mitokondrial potasyuma bagli ATP kanallar1 ve sagkalim 6ncesi
protein kinazi C’nin (PKC) aracilik ettigi bildirilmistir (Cappello ve ark., 2007;
Mazza ve ark., 2015). Ozellikle, PKC- ¢’nin, iskemi / reperfiizyon hasari sonrasi
mitokondriyum iizerinden etki gostererek hem nekrozu hem de apoptozu azaltarak
hiicresel sagkalimi etkiledigi rapor edilmektedir (Angelone ve ark., 2013).

Kalpteki L tipi Ca*? kanallar1 (LTCC) yoluyla Ca'? akisi, kas
kontraksiyonunu tetikleyen ve eylem potansiyel siiresini kontrol eden ¢ok islevli bir
sinyaldir. Kisitlama stresine ve kronik periferik nesfatin-1 inflizyonuna maruz
birakilan siganlarin kardiyak oziitlerinde, LTCC proteini ekspresyonu onemli 6lciide
artmistir (Ayada ve ark., 2015a). Bununla birlikte, kiiltiire edilmis yetiskin
ventrikiiler miyositlerde nesfatin-1’in, LTCC akimlarmi MCR4 ve PKC-0
aktivasyonu ile azalttigi bildirilmektedir (Ying ve ark., 2015). Bu da nesfatin-1'in,
farkli patofizyolojik kosullar altinda LTCC aktivitesini modiile edebildigini
diisiindiirmektedir. Nesfatin-1'in kalpten baska, vagal afferent nodoz ganglion
noronlar1 iginde N-tipi Ca*2-kanallarnin aktivasyonuyla ve farelerde pankreatik
adaciklarin B-hiicrelerindeki LTCC'ler yoluyla Ca*? akimini uyardigi gosterilmistir
(Nakata ve ark., 2011). Ayrica, nesfatin-1’in bir fare néroblastoma hiicre hattindaki
cAMP yanit elementinin uyarim aktivitesini arttirdign ve LTCC Ca*2-kanallarinin
bagimli bir mekanizma yoluyla paraventrikiiler niikleusta oksitosinerjik sinyallemeyi
aktive ettigi gosterilmistir (Maejima ve ark., 2009). Bu veriler, nesfatin-1'in merkezi
ve periferik etkilerine kismen Ca'™ kanallarmin aktivasyonunun aracilik

edilebilecegini gosterir niteliktedir.
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2.2.8.2 Nesfatin-1’in Merkezi Sinir Sistemindeki Kardiyovaskiiler Etkileri

Canli, gelisiminin ilk evrelerinde besin ihtiyacini difiizyon yoluyla giderirken,
hizla biiylime sebebiyle oksijen ve besin ihtiyacin1 karsilayacak ve atik tirtinleri
uzaklagtiracak yeni bir sistem olusturmaktadir. Bu nedenle embriyoda gelisimini ilk
tamamlayan sistem kardiyovaskiiler sistemdir.

Nesfatin-1 kardiyovaskiiler sistemin diizenlemesinde yer alan hipotalamus
bolgelerinde Ornegin arkuat niikleus (Maejima ve ark., 2009), paraventrikiiler
niikleus (Darambazar ve ark., 2015), lateral hipotalamik bdlge, supra optik niikleus
(Foo ve ark., 2008; Oh-I ve ark., 2006) ve dorsal motor vagus ¢ekirdegi (Foo ve ark.,
2008), amigdalanin merkez ¢ekirdegi (Kukkis ve Ferguson, 2014), insular korteks,
niikleus ambiguus ve NTS’de (Bundzikova-Osacka ve ark., 2015; Foo ve ark., 2008)
yaygin sekilde eksprese olmaktadir. Merkezi diizeydeki nesfatin-1 dagilimi bize
nesfatin-1’in  kardiyovaskiiler fonksiyonun diizenlenmesinde Onemli bir rol
istlenebilecegini  gosterdigi i¢in birgok arastirmact bu mekanizma iizerinde
calismaktadir.

Merkezi sinir sistemi igerisinde norotransmitter ve noromodiilator etkilere
sahip oldugu belirtilen nesfatin-1’in merkezi ve periferik olarak kardiyovaskiiler
sistem iizerinde de diizenleyici bir etkiye sahip oldugu bir¢ok c¢alismada
belirtilmektedir. Merkezi olarak enjekte edilen nesfatin-1’in hipotalamusta
oksitosinerjik sistemi aktive ettigi, buna bagli olarak NTS’de pro-opiomelanokortinin
uyarildig1 ve sonrasinda bu yolak iizerinden hipotalamusta MCR?¥: reseptorlerinin
uyarilmasi sonucu sempatik sinir aktivitesinin ve kan basincinin arttig1 gosterilmistir.
Oksitosin reseptor antagonisti ornitin vazotosin ve MCRY4 reseptor antagonisti
SHU9119’un merkezi olarak enjekte edilmesiyle nesfatin-1’in kan basincini artirict
etkisinin ve sempatik sinir aktivitesinin engellendigi rapor edilmistir (Yosten ve
Samson, 2009; 2010). Bahsedilen reseptorler disinda, nesfatin-1’in kan basinci
tizerindeki pressor etkilerine aracilik eden herhangi bir merkezi mekanizmadan s6z
edilmemektedir. Merkezi sinir sistemi igerisindeki etkinligini, hipotalamusta G-
coupled protein reseptorleri ilizerinden (Brailoiu ve ark., 2007), paraventrikiiler
niikleusta melanokortin sistem araciligiyla (Maejima ve ark., 2009) ve arkuat
niikleusta ise noropeptid Y (NPY) reseptorlerini hiperpolarize ederek (Price ve ark.,

2008) gosterdigi rapor edilmistir.
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Sicanlarda lateral ventrikiile nesfatin-1 uygulamasmin diger gida alimini
diizenleyici peptidler gibi aynmi aralikta kan basincini arttirdigi gosterilmistir.
Beslenmenin diizenlenmesinde rol alan NPY ’nin, paraventrikiiler niikleus nesfatin-1
noronlarin1 inhibe ettigi, a-MSH’nin ve hipofiz adenilat siklaz-aktif polipeptid’in
(PACAP) ise paraventrikiiler niikleus nesfatin-1 ndronlar1 {izerinde uyarici etkiler
olusturdugu rapor edilmektedir (Maejima ve ark., 2013; Sedbazar ve ark., 2014).
Nesfatin-1’in kronik kisitlamaya bagl stres sartlarinda ve obeziteye bagli olusan
hipertansiyonda da 6nemli rolleri oldugu bildirilmektedir (Ayada ve ark., 2015b;
Zhao ve ark., 2015).

Sicanlarda nesfatin-1 immunreaktivitesi niikleus ambiguusda da gosterilmis
ve premotor kardiyak vagal noronlarin kalp frekansinin diizenlenmesinde 6nemli bir
rol oynadigi rapor edilmistir (Sharp ve ark., 2014). Niikleus ambiguusa uygulanan
nesfatin-1 enjeksiyonunun, kardiyak preganglionik ndronlarda hiicre i¢i Ca*?
konsantrasyonlarinda artisa yol agtigi ve bu sinyalleme zinciriyle G-protein-bagl
reseptdr aktivasyonunu ve P / Q tipi Ca*? kanallarim aktive ettigi bildirilmistir.
Ayrica, nesfatin-1’in niikkleus ambiguusa mikro enjeksiyonunun, kan basincinda
herhangi bir degisiklik olmaksizin kalp atis hizin1 diisiirdiigli de rapor edilmistir
(Brailoiu ve ark., 2013). Bunun yani sira NTS’ye yapilan nesfatin-1 enjeksiyonu
sonrasi kan basincinin ve kalp atim sayisinin arttig1 da rapor edilmektedir (Mimee ve
ark., 2012).

Bobrekleri innerve eden sempatik sinir sisteminin renin-anjiyotensin sistemi
vasitastyla kan basincinin diizenlenmesine katildigi belirtilmektedir (Brailoiu ve
ark., 2013). Oreksin (Tanida ve ark., 2006), NPY (Tanida ve ark., 2009) veya
PACAP (Tanida ve ark., 2010) gibi baz1 anoreksijenik peptitlerin merkezi
enjeksiyonunun, renal sempatik sinir aktivitesini ve sonu¢ olarak kan basincini da
degistirdigi rapor edilmektedir. Benzer sekilde, siganlarda nesfatin-1'in merkezi yolla
enjekte edilmesi MCR % fonksiyonel reseptorlere bagli bir mekanizma yoluyla renal
sempatik sinir aktivitesini arttiripp ve kalp atis hizinda herhangi bir degisiklik
yapmadan kan basincini arttirdigi da gosterilmistir (Tanida ve ark., 2011). Yakin
zamanda laboratuvarimizda yapilmis bir ¢alismada, sicanlarda nesfatin-1’in merkezi
enjeksiyonlarinin, hem normotansif hem de hipotansif kosullarda kan basincinda

pressoOr yanitlar olusturdugunu ve olusan bu pressor yanitlarin, kalp atimi iizerinde
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normotansif siganlarda bradikardik, hipotansif sicanlarda ise tagikardik yanitlara
neden oldugunu rapor ettik. Yine ayni ¢alismada, merkezi nesfatin-1 enjeksiyonu
sonrasi, plazma katekolamin ve vazopressin miktarlarinda ve renin aktivitesinde
artiglarin oldugunu da gosterdik (Yilmaz ve ark., 2015). Bu bulgular merkezi olarak
uygulanan nesfatin-1'in renal sempatik aktivitesinde artisa yol agtigini ve
kardiyovaskiiler etkilere aracilik etmek i¢in plazma katekolamin, vazopresin ve renin
konsantrasyonlarini arttirdigini ortaya koymaktadir. Biitiin bu sonuglar, nesfatin-1'in
merkezi etkisinin otonom sinir sisteminin kardiyovaskiiler fonksiyonunu korumak
icin diizenledigini gostermektedir.

Yapilan ¢aligmalarda, periferal olarak verilen nonspesifik a-adrenerjik sistem
antagonisti fentolaminin nesfatin-1’in kan basincini artirici etkisini bloke etmesi
nesfatin-1’in kardiyovaskiiler sistem tizerindeki regiilator etkilerine adrenerjik
sisteminde aracilik ettigini gostermektedir (Yosten ve Samson, 2009; 2010). Bir
bagka c¢alisma ise nesfatin-1’in farelere subkutan enjeksiyonunun, o-adrenerjik
bagimsiz fakat f-adrenerjik bagimli mekanizma yoluyla kalp atis hizin1 etkilemeden
ortalama kan basincini 6nemli dl¢iide arttirdigini gostermistir (Osaki, 2014).

Yakin zamanda yapilan bir calismada gastrik distansiyon olusturulmus
siganlarin mideye projeksiyon génderen kolinerjik sinirler olan vagusun dorsal motor
noronlarinda NUCB2/nesfatin-1 ekspirasyonlarinin arttiginin gosterilmesi (Bonnet
ve ark., 2013) nesfatin-1’in etkilerinde kolinerjik sistemin araciliginin olabilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica, nesfatin-1’in kardiyovaskiiler sistem iizerinde pressor
etkileri oldugu histamin ile ko-lokalize olmasi1 (Gotoh ve ark., 2013) ve ozellikle
laboratuvarimizda yapmis oldugumuz ¢alismalarda bir kolin (Ch) donoérii olan CDP-
kolin ile olusturulan kardiyovaskiiler etkilerde histaminerjik reseptorlerin araciligini
ortaya koymus olmamiz da (Jochem ve ark., 2010) nesfatin-1’in kan basinci
tizerindeki olusturdugu merkezi etkilerinde kolinerjik sistemin etkin bir rol
alabilecegini diisiindiirmektedir. Yine hem kolinerjik sistemin hem de nesfatin-1’in
olusturdugu kardiyovaskiiler etkilere, normal ve hipotansif kosullarda periferik
katekolamin, vazopressin ve renin anjiotensin sisteminin aracilik etmesi bu iki
noromodiilatér veya norotransmitter sistemin etki profili bazinda benzerliklerini
gostermektedir. Bu bulgular, kardiyovaskiiler sistemin kontrolii agisindan merkezi

kolinerjik sistem ve nesfatin-1 arasinda bir etkilesim olabilecegini diisiindiirmektedir.
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2.3 Kolinerjik Sistem

Canlilarda kolinerjik sistem, periferik ve santral sinir sistemine ait hiicreler
arast uyarimlarin tasinmasi ve iletiminde rol oynar (Sulak ve Malas, 2002).
Kolinerjik sistem, merkezi sinir sistemi igerisinde bircok hayati 6neme sahip
sistemin merkezi kontroliinde norotransmitter ve noromodiilatér olarak ¢alisan
onemli bir sistemdir (Perry ve ark., 1999).
Kolinerjik sistem, beyin igerisinde 3 farkli dagilim gostermektedir.
1) Medial septal niikleus, Mynert’in niikleus bazalisi, diagonal band’in vertikal
niikleusu ve hipokamplisiin innervasyonunda gorevli diagonal band niikleusun
horizontal kismi, kortikal bolgeler ve subkortikal cekirdekler bazal 6n beyin
kismindan iletim almaktadir.
2) Beyin sapindan talamusa uzanan pedunkulopontin’in lateral dorsal tegmental
iletimlerini, orta beyni ve diger medulla oblongata béliimlerini igermektedir.
3) Striatum ve niikleus akkumbens internéronlarinda yer almaktadir (Scarr ve ark.,

2013), (Sekil 5).

N

~ Bazal énbeyin projeksiyonlan -
/Pedhkﬂloponn%r-om dorsal tegmental projeksiyonlarn e \

Sekil 5. Beyinde kolinerjik sistemin dagilimi (Scarr ve ark., 2013)
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Insan merkezi sinir sistemindeki kolinerjik sistemin karmagsik yapisi goz
Online alindiginda, uyku, bilis ve duyusal islem gibi kritik, cesitli fonksiyonlari
kontrol etmesi sasirtict degildir. Kolinerjik sistemin tiim fonksiyonlar1 asetilkolin
(ACh) ile iki reseptor ailesi arasindaki etkilesim tarafindan kontrol edilir. Bunlar;
nikotinik ve muskarinik reseptorlerdir (Dale, 1914).

Kolinerjik sistemin sinyal tasiyicist olan ACh molekiilii, Ch ve asetilkoenzim
A’dan senzetlenir. 19. Yiizyilda Strecker tarafindan kesfedilen, 2 karbon zinciri
iceren Ch’in (2-hidroksietil-N,N,N-trimetil amonyum, beta-hidroksietil-N,N,N-
trimetil amonyum, Ch) bir karbon zincirine hidroksil (OH) grubu, diger karbon
zincirine ise aminli azot eklenmistir ve Ch kismi arti ylik tasimaktadir (Strecker,

1862) (Sekil 6).

(CH3)3-N+-CH2-CH2-OH

Sekil 6. Ch’in kimyasal yapist (Mavi: Azot, Kirmizi: Oksijen, Siyah: Karbon, Beyaz: Hidrojen)

Ch, ACh sentezinde 6ncii molekill olmanm yani sira viicutta metil verici
molekiil olarak gorev alir ve hiicre zariin temel yapi tas1 bazi temel fosfolipidlerinin
sentezinde de Onciil madde olarak gorev alir. Bununla baglantili olarak Ch zardaki
fosfolipidlerden kaynaklanan bazi ikincil habercilerin [lizofosfotidilkolin, platelet
aktive edici faktor gibi] yapisinda yer alir (Ulus ve Cansev, 2010). Bu bilgiler
151g¢inda Ch’ in, viicutta pek ¢ok diizenleyici etkiye sahip oldugu goriilmektedir.

ACh; kolinasetiltransferaz enzimi araciligi ile serbest Ch’ in asetile
edilmesiyle tek basamakli bir reaksinyonla gergeklesir ve sentezde kullanilan
asetilkoenzim A, asetil grubu vericisi olarak ikinci substrat gorevi goriir (Ulus ve

Cansev, 2010). Sentezlenen ACh, sinaptik vezikiillerde depalanir ve ACh transporter
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enzimleri ile tasinarak olusan uyarilar ile birlikte bir ndrotransmitter madde olarak
sinaptik bosluga salinir. Buradan kolinerjik sistem reseptorlerine (muskarinik veya
nikotonik reseptorlere) baglanarak etkisini gosterir. ACh etkisini gosterdikten sonra,
asetilkolinesteraz (AChE) diger bir adiyla spesifik kolinesteraz tarafindan inaktive
edilip, asetik asit ve Ch’ ¢ hidrolize olur (Sulak ve Malas., 2002). Memelilerde 2
cesit kolinesteraz oldugu gosterilmistir. Birincisi; AChE, ACh’i inaktive eden,
ikincisi ise kolinerjik sinirlerde, glia hiicrelerinde, karacigerde ve plazmada bulunan

Butirilkolinesteraz (BChE)’dir (Sulak ve Malas., 2002).

2.3.1 Kolinerjik Reseptorler

Kolinerjik sistem reseptorleri,1914 yilinda Sir Henry Dale (Dale, 1914)
tarafindan muskarinik ve nikotinik reseptorler olarak siniflandirilmistir. Reseptorler

ayni zamanda yapisal, fizyolojik ve fonksiyonel farkliliklar da gosterirler.

2.3.1.1 Muskarinik Reseptorler

Muskarinik reseptorler hem merkezi hem de periferal sinir sisteminin
ndronlarinda ve otonom sinir sisteminin kontroliinde olan kalpte, solunum yollarinda,
gastrointestinal sistemde, tiriner yollarda, g6z ve ekzokrin bezlerde bulunur ve birgok
onemli temel fizyolojik islevi igeren diizenlemeye aracilik eder (Caulfield ve
Birdsall, 1998; Nathanson, 2001).

Muskarinik reseptorler, G-protein ile baglantili reseptdr ailesine iiyedir.
Insanlarda ve diger memelilerde muskarinik reseptdr alt tiplerini sifreleyen 5 farkli
intronsuz genin varligi rapor edilmistir (Bonner ve ark., 1988; Caulfield ve Birdsall,
1998; Krejci ve ark., 2004). M1, M2, M3, M4, M5 (Cabadak, 2006) reseptor alt
tiplerinden; M1, beyin korteksinde ve striatumda; M2, kalp ve beyincikte; M3, diiz
kas ve ekzokrin salgi bezlerinde; M4, beynin striatumunda; M5, substantia nigrada
yer almaktadir (Nathanson, 2001).

Muskarinik ACh reseptorleri, kalp atisinin, kan basincinin diizenlenmesinde,
damarlarin gevsemesinde, hava yolundaki diiz kaslarin kasilmasinda, viicut 1sisinin
ayarlanmasinda, gastrointestinal bolgede bulunan organlarin deviniminde, ekzokrin

ve endokrin bezlerden salgida, ayrica motor ve duyu kontroliinde, hafiza, 6grenme
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gibi karmasik olaylarin diizenlenmesinde rol alir (Messer ve ark., 1990; Nathanson,
2001). Muskarinik reseptor etkileri nikotinik reseptorlere gore daha yavas baglayip
daha uzun siirer. Muskarinik reseptorlerin etkilerini ise atropin ve skopolamin bloke

eder (Ugur, 2008).

2.3.1.2 Nikotinik Reseptorler

Kolinerjik sistemde o2-a10 ve B 2- P4 alt tiplerine ayrilan nikotinik
reseptorler; otonomik ganglionlarda, noromiiskiiler kavsak sonrasi ¢izgili kasta ve
adrenal medullanin kromofin hiicrelerinde bulunur (Gotti ve ark., 2006). Nikotinik

reseptorler, ligand kapili iyon kanallarindan olugsmustur (Sekil 7).

Sekil 7. Nikotinik reseptorler.

Nikotinik reseptorler, merkezi sinir sistemi igerisinde  ndrotransmitter
salimiminin diizenlenmesinde, post sinaptik etkilere aracilik etme gibi gorevleri
istlenmektedir (Gotti ve ark., 2006).

Nikotinik kolinerjik reseptorler daha ¢ok eksitator 6zelliklidirler ve ¢ok ¢abuk
etki gosterirler. Siiratle sonlanip, duyarsizlasirlar. Bu nikotinik reseptorler d-

tubokurarin ve mekamilamin ile bloke olurlar (Ugur, 2008).
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2.3.2 Kolinerjik Sistemin Kardiyovaskiiler Etkileri
Kolinerjik sistemi aydinlatmak amaciyla yapilan arastirmalarda, Ch ve tiirevi

molekiillerin insan ve deney hayvanlar {izerinde ¢esitli fizyolojik, biyokimyasal ve
davranig tlizerine etkileri olabildigine isaret edilmistir (Ulus ve Cansev, 2010). Bir
kolinerjik sistem norotransmitteri olan ACh’in kedilere intravendz enjeksiyonu ile
tasikardik ve pressor etkiler gbézlenmis ve bu etkilere aracilik eden reseptorlerin
muskarinik ACh reseptorleri oldugu gosterilmistir (Bhargava ve ark., 1978).
Insanlarda ve siganlarda; intravendz veya intraperitoneal Ch enjeksiyonu ile
kan basincinin diistiigii (Cansev ve ark., 2007) ve merkezi enjeksiyonunun da pressor
etkiler dogurdugu (Arslan ve ark., 1991) ve oral yolla verildiginde siganlarda kan
basincina etki etmezken (Ulus ve Wurtman, 1979), Alzheimer hastalarinda hipotansif
etkiler yarattig1 gosterilmistir (Boyd ve ark., 1977). Ch, anestezi altindaki kopeklere
serebroventrikiiler yolla enjekte edildiginde kan basincinda once kisa siireli bir
yiikselmeye, sonra da yaklasik bir saat siiren bir diismeye neden oldugu belirtilmistir
(Srimal ve ark., 1969). Yapilan bir bagka ¢alismada siganlara sisterna igine ya da
dorsal medullaya Ch verildiginde kan basincinmi diisiirdiigii (Kubo ve Misu, 1981),
serebral yan ventrikiile Ch verilmesiyle ise kan basmcini kisa siireligine yiikselttigi
ve kalp hizin1 da 10 ile 60 dakika arasi yavaslattig1 bildirilmistir (Arslan ve ark.,
1991). Merkezi yolla verilen Ch’ in kan basinci iizerine etkilerinde hem muskarinik
hem de nikotinik ACh reseptorlerin araciligi bulundugu belirtilmistir (Arslan ve ark.,
1991; Li ve Buccafusco, 2004). Ch’ in merkezi enjeksiyonlarinin kan basincinda
yarattig1 pressor etkilerin yani sira kalp {lizerinde bradikardik yanitlara neden oldugu
da belirtilmektedir (Arslan ve ark., 1991). Ayrica Ch’ in, normotansif si¢canlarda,
merkezi enjeksiyonunun olusturdugu pressor etkilere periferde aracilik eden
sistemlerin; sempato- adrenal sistem ve renin- anjiyotensin sistem oldugu
gosterilmistir (Arslan ve ark., 1991; Isbil- Biiyiikcoskun ve ark., 2001). Hemorojik
sok olusturulmus siganlarda, merkezi ve periferik yolla verilen Ch kan basincini
tamamen ya da kismen geri dondiiriir (Isbil- Biiyiikcoskun ve ark., 2008). Merkezi
yolla enjekte edilen Ch, hemorajik sokta kan basmcini diizeltici etkilerini merkezi

nikotinik ACh reseptorlerinin ACh sentez ve salinimini uyarmasi ile vasopressin ve
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katekolamin saliniminin arttirilmasina bagli oldugu belirtilmektedir (Ulus ve Cansev,
2010).

Ozetle; yillardir kan basincinin kontroliinde ACh’in énemli bir rol oynadigina
dair kanitlar biriktirilmistir. Dogrudan etki eden agonistler ya da dolayli olarak etki
eden kolinerjik ajanlar tarafindan merkezi kolinerjik uyarim; siganlar, kediler ve
kopekler de dahil olmak iizere cesitli tilirlerin uyanik ya da anestezi altinda diizenli
olarak kan basincini arttirir.

2.4 Posterior Hipotalamusun Kardiyovaskiiler Sistem Uzerindeki Etkilerinde

Kolinerjik Sistemin Aracilig
Hipotalamusta, ACh sentezinde goérevli olan Ch asetiltransferazin genis bir

yayilima sahip oldugu gergeklestirilen immiinohistokimyasal boyamalar sonucu
gosterilmistir. Gergeklestirilen immiinohistokimyasal boyamalarda hipotalamusun
ozellikle posterior boliimiinde, Ch asetiltransferazin ve kolinerjik sinirlerin yogun
olarak bulundugu belirtilmektedir (Rao ve ark., 1987; Ruggiero ve ark., 1990).
ACh’in PH’de varligin1 kanitlamak i¢in push-pull teknigi ile caligmalar yapilmis ve
ACh’in  bu bolgedeki varligi kanmtlanmistir (Prast ve Philippu, 1992).
Kardiyovaskiiler sistemin merkezi kontroliinde diizenleyici bir etkiye sahip olan PH,
bu etkilerde merkezi sinir sisteminde bulunan ¢esitli norotransmitter ve
noromodiilatér madde ile isbirligi i¢indeyken bir kolinerjik sistem eleman: olan
ACHh’in de araciligi belirtilmistir (Kang ve Koh, 2007). Tim bu verilere ek olarak,
PH’de yer alan ACh’in kardiyovaskiiler diizenlemede baroreseptor refleksin
modiilasyonunda ve spontan hipertansif si¢anlarin hipertansiyonunda rol aldig1 da
belirtilmistir (Brezenoff ve ark., 1982; Brezenoff ve Xiao, 1989; Criscione ve ark.,
1983).

Karbakol (kolinerjik agonist) ve Ch esteraz inhibitorleri olan fizostigmin ve
neostigminin PH’ye mikroenjeksiyonlarinin kardiyovaskiiler sistem {izerinde pressor
etkiler yarattiginin belirtilmesinin yaninda (Buccafusco ve Brezenoff, 1979; Martin,
1996) olusan bu pressor etkilerde ganglionik nikotinik ve muskarinik reseptorlerin
araciligiin oldugu gosterilmistir (Martin, 1992; Methvin ve Martin, 1998; Xiao ve
Brezenoff, 1988).

PH’de kolinerjik sistemin kardiyovaskiiler sistem iizerindeki etkinliginin
gosterilmesi amaglanan pek cok c¢alisma yapilmistir. Yapilan bu caligmalarda,

kolinerjik sistem agonisti olan karbakoliin daha 6nce de belirtildigi lizere PH’ye
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enjeksiyonunun kan basinci iizerinde pressér ve kalp atimi lizerinde tasikardik
yanitlar olusturmasinin yaninda olusan bu yanitlarda sempatik sinir sisteminin ve
anterior hipotalamusta anjiotensin-II néronlarinin  aktive oldugu ve ayrica
vazopressin saliniminin da artti@1 rapor edilmistir (Hagiwara ve ark., 2005; Martin,

1996; Methvin ve Martin, 1998).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Hayvanlar

Calismada, 300-350 gr agirliginda, Spraque Dawley irk1 70 adet erkek sigan
kullanildi. Siganlar, Uludag Universitesi, Deney Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve
Arastirma Merkezinden satin alindi. Hayvanlar, dort hayvan bir arada olacak sekilde
su ve yem alimlar1 serbest birakilarak bakildilar. Hayvanlarin bulundugu odanin 1sis1
20 — 24 °C olacak sekilde sabit tutuldu. Oda, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik
(08.00 — 20.00 saatleri aras1 aydinlik) olacak sekilde aydinlatildi.

Calismadaki tiim cerrahi ve deneysel islemler Uludag Universitesi, Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi (U.U. HAYDYEK Karar No:
2016-10/04, Tarih: 09.08.2016).

3.2 Cerrahi islemler

Sevoflurane (% 24 / %100 O) anestezisi altinda, kardiyovaskiiler
parametreleri kayit edilebilmek i¢in siganlarin sol femoral arterlerine heparinli % 0,9
tuzlu su (100 U/ml) ile doldurulmus katater (PE 50 ve 60) yerlestirildi. Katater cilt
altindan gegcirilerek boynunun arkasindan ¢ikarildi ve kullanilincaya kadar sabitlendi.
Boylece sicanlarin anesteziden ¢iktiktan sonraki bekleme siiresinde katatere ulasarak
kemirmeleri engellenmis oldu. Serebral yan ventrikiil (s.y.v.) yolla ilag
enjeksiyonlari igin ise, yine sevoflurane (% 2-4 / %100 O2) anestezisi altinda
siganlarin kafatasina Paxinos ve Watson’in sigan stereotaksik koordinatlarini
gosteren atlasa (Paxinos ve Watson, 2005) gore bregmanin 1,0 mm posterioruna ve
1,5 mm lateraline bir delik acild1 ve 22 G paslanmaz c¢elik igneden elde hazirlanmis
kilavuz kaniil yerlestirildi. Kaniil kafatasinin 4,2 mm altina gelecek sekilde itildi.
Kaniiliin kafatasinin iizerindeki kismi dis¢i akriligi ile sabitlendi. Mikrodiyaliz
caligmas1 yapilacak olan siganlar s.y.v.’e kilavuz kaniil yerlestirildikten sonra
stereotaksik alete yerlestirildi. Mikrodiyaliz ¢aligmast i¢in 18 kDa molekiil agirligina
kadar molekiillerin gecisine izin veren zar ve 2 mm diyaliz yiizeyine sahip olan,
laboratuvarimizda hazirlanmis mikrodiyaliz problart PH’ye yerlestirildi. Kisaca;
sigan stereotaksik koordinatlarimi gosteren (Paxinos ve Watson, 2005) atlasa gore

belirlenen koordinatlar dogrultusunda PH i¢in; bregmanin 3,6 mm posterioru, orta
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hattin 0,5 mm laterali matkap ucu ile delinerek stereotaksik alet yardimiyla
mikrodiyaliz problar1 9,0 mm vertikale ulasacak sekilde yerlestirildi. Probun
kafatasinin tizerindeki kismi dis¢i akriligi ile sabitlendi.

Cerrahi iglemlerin bitiminden sonra si¢anlar bireysel olarak plastik kutulara
yerlestirildi ve yaklagik 4 — 5 saat anesteziden ¢ikmalari i¢in beklendi. Bu donemde
sicanlar rahatsiz edilmediler ve herhangi bir agr1 bulgusu da saptanmadi. Sicanlara
uygulanan cerrahi islemler sabah saat 9.00 — 10.00 arasinda uygulanirken, ilag
uygulamalar1 ve kardiyovaskiiler parametrelerin kayit islemi 14.00 — 16.00 saatleri

arasinda gerceklestirildi.

3.3 Kan Basinc1 ve Kalp Atim Sayisinin Kaydedilmesi
Hayvanlarin anesteziden ¢ikmalari i¢in 4 — 5 saatlik bekleme periyodunun

ardindan uyanik siganlarin femoral arterlerine yerlestirilmis olan arteriyel kateter,
MP36 (Biopac Systems Inc. CA, USA) fizyolojik kayit sistemi ile baglantili BPT
300 (Biopac Systems Inc. CA, USA) voliimetrik basing transdiisirina baglandi ve
AcgKnowledge yazilimi (Biopac Systems Inc. CA, USA) kullanilarak kan basinci ve
kalp atim sayis1 kayitlar1 alindi. Siganlarin kontrol kan basinci ve kalp atim sayisi
kayitlar1 alindiktan sonra hayvanlara gereken enjeksiyonlar yapildi ve 60 dakika
boyunca ve tedavi sonrasi kan basinci ve kalp atim sayisi kayitlari toplandi. Kan
basinct ortalama arteriyel kan basinct (mmHg) olarak, kalp atim sayisi ise dakika

vurum sayisi (atim/dakika) olarak belirlendi.

3.4 Mikrodiyaliz Calismasi

Siganlarin anestezi etkisinden ¢ikmalart igin 4 — 5 saatlik bekleme
periyodundan sonra mikrodiyaliz probu perfiizyon pompasina baglandi ve suni beyin
omurilik sivisi ile perfiize edildi. pH’s1 7,4 olan perfiizyon sivisinin igerigi, 120 mM
NaCl, 1,3 mM CaClz, 1,2 mM MgSOg4, 1,2 mM NaH2PO4, 3,5 mM KCI, 25 mM
NaHCOs and 10 mM glukoz seklinde ayarlandi. Perfiizyon hiz1 2 ul/dakika olacak
sekilde ve diyaliz 6rnekleri 10 dakika araliklarla toplandi. Baslangicta 60 dakikalik
bir stabilizasyon periyodu boyunca érnekler toplandi ve bu periyodun sonundaki son
3 Ornegin ortalamasi1 bazal deger olarak kabul edildi. Calismanin sonunda

mikrodiyaliz uygulanan beyinler toplandi ve % 10’luk formaldehit iginde tespit

24



edildi. Beyinlerden 5 um’lik seri koronal kesitler alind1 ve hemotoksilen — eozin
boyamasi ile boyandi. Preparatlardan mikrodiyaliz probunun PH’ye ulasip

ulagamadig1 dogrulamasi yapildi (Sekil 8).

Sekil 8. Unilateral olarak PH’ye yerlestirilen mikrodiyaliz probunun yerinin fotomikrografik olarak dogrulanmasi.
Ok: Mikrodiyaliz probunun ulasti§1 noktay: gosteriyor. Noktali yuvarlak seklin sol alt kosesindeki resim, Paxinos ve Watson’un
sican beyin streotaksik koordinatlarini gosteren atlasa gore PH’ nin konumunu géstermektedir. 3V: iigiincii ventrikil.
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3.5 flaclarn S.Y.V. Yol ile Enjeksiyonu
Serebral yan ventrikiil yol ile enjeksiyon, 28 G’lik paslanmaz celik igneden

laboratuvarimizda hazirlanan, kafatasindan itibaren 4.2 mm’lik derinlige ulasan
mikroenjeksiyon kaniiliiniin, kilavuz kaniil igine yerlestirilmesi ile yapildi.
Mikroenjeksiyon kaniilii, polietilen kateter (PE 20) ile baglantili idi. Bu katatere
tuzlu su veya verilmek istenen ilag doldurularak 10 pl’lik hamilton mikroenjektor ile
5 ul hacminde sivi s.y.v.’e enjekte edildi. Arzu edilen maddenin enjekte edildigini
goriintiilemek amaciyla mikroenjeksiyon kaniiliine bagli katater verilmek istenen
madde ile doldurulurken iginde ufak bir hava kabarcigi birakildi ve enjeksiyon
esnasinda bu hava kabarciginin hareketi takip edilerek istenilen hacimdeki sivinin
verilip verilmedigi kontrol edildi. Deney sonunda s.y.v. enjeksiyonunun dogru
yapildigin1 dogrulamak amaciyla 1 pl metilen blue s.y.v.’e enjekte edildi ve
enjeksiyondan hemen sonra sicanlarin beyinleri c¢ikarilarak ventrikiiler sistem

icerisinde metilen blue’nun olusturdugu boyama géz ile kontrol edildi.

3.6 Deney Protokolii
Calismada, ilk olarak normotansif hayvanlarda merkezi uygulanan nesfatin-

1'in kardiyovaskiiler etkilerini gostermek amaglanmistir. Bu amagla nesfatin-1 (200
pmol) veya tuzlu su hayvanlara (5 pl) s.y.v. yol ile enjekte edilerek kan basinci ve
kalp atim sayis1 verileri bir saat siire ile takip edildi.

Ikinci deney setinde, nesfatin-1'in kardiyovaskiiler diizenleme agisindan
onemli bir bolge olan PH’den ekstraseliiler ACh ve Ch salinimina etkisini aragtirmak
amaciyla mikrodiyaliz ¢aligmasi yapildi. Bu amagla nesfatin-1 (200 pmol s.y.v.) veya
tuzlu su (5 pl s.y.v.) enjeksiyonlarindan sonra 10’ar dakikalik toplama periyotlar1 ile
bir saat siire ile diyalizat 6rnekleri toplandi.

Ucgiincii deney setinde ise merkezi olarak uygulanan nesfatin-1'in
kardiyovaskiiler ~etkilerinde merkezi kolinerjik muskarinik ve nikotinik
reseptOrlerinin araciligini belirlemek igin nesfatin-1 (200 pmol; s.y.v.) veya tuzlu su
(5 ul s.y.v.) tedavisinden 10 dakika 6nce, muskarinik reseptor antagonisti atropin (10
ug; s.y.v.) veya nikotinik reseptor antagonisti mekamilamin (50 pg; s.y.v.) veya
kontrol amacl tuzlu su (5 pl; s.y.v.) 6n tedavisi ayr1 ayr1 yapildi ve 6n tedavi sonrasi

10 dakika tedavi sonrasi ise bir saat siire ile kan basinci ve kalp atim sayisi kayitlari
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alindi.

3.7 Asetilkolin ve Kolin Analizi
Ach ve Ch, elektrokimyasal dedektore sahip yiiksek performansli sivi

kromatografi (HPLC) sisteminde Sl¢iildii. HPLC sisteminde ACh ve Ch 6l¢timii igin,
mobil fazin sistemde hareketini saglayan izokratik Ozellige sahip bir pompa
kullanildi (Hitachi L2130, Japon). Mikrodiyaliz caligmasi sonucu elde edilen
ornekler, 20 pl’lik enjeksiyon tinitesine (Rheodyne 77251) 10 ul olarak enjekte edildi.
Sistem igerisinde Orneklerin taginmasini saglayan mobil faz, fosfat buffer soliisyonu
(0,05 mmol/l NazHPOa, pH: 8,5) igerisine bakteriostik etkiye sahip kathon ilave
edilerek hazirlandi. Mobil fazin sistemdeki akis hiz1 1 ml / dakikaya ayarlandi. ACh
ve Ch piklerinin tanimlanabilmesi i¢in, ACh 18,1 mg ve Ch 13,9 mg (Sigma-Aldrich
Co., Germany) tartilip 1 ml kathonlu suda ¢oziildii ve olusturulan bu ¢ozeltiler ACh
ve Ch 1 pmol/ul olacak sekilde sulandirildi. Boylece istenilen ACh ve Ch standartlari
hazirlandi. Standartlar sisteme 10 pl olarak enjekte edildi ve dlgtimler i¢in gerekli
referans standart pikler elde edildi. HPLC sisteminde, igerisinde AChE ve Ch
oksidaz enzimleri bulunan ve bu sayede ACh ve Ch’i H202’e¢ doniistiiren
immobilize- enzim kolonu (IMER) kullanildi (Bioanalytical Systems, BASi, IN,
USA). PH’den alinan diyalizatlardaki ekstraseliiler ACh ve Ch miktarlarinin tayini
icin kolon, kolon firmi igerisinde 24 °C’ ye ayarlandi. Kolon igerisindeki ACh ve
Ch’in enzimatik aktiviteye bagli kimyasal degisimi nedeniyle olusan H20:
iyonlarmin elektrokimyasal olarak belirlenebilmesi igin platin elektrod kullanildi
(Antec Leyden Ltd., The Netherlands) ve platin elektrodun potansiyeli 500 mV
olarak ayarlandi. Referans elektrod olarak ise Ag/AgCl elektrod kullanildi.
Kromotogram goériintiilerinin analizi i¢in Agilent EZChrom Elite (Agillent
Technologies, Inc., CA,USA) programi kullanildi. Biitiin 6rnekler i¢in ikiser kez
Ol¢iim yapildi ve mikrodiyaliz problarinin recovery oranmi belirlemek i¢in 3
mikrodiyaliz probu, ACh ve Ch standartlarina daldirilarak mikrodiyaliz
caligmasindaki gibi Ornekler toplandi ve elde edilen 6rneklerden yapilan Olglim
sonuglarina gore problarin geri kazanim oranlarinin % 80 oldugu belirlendi. Diyalizat
ornekleri sisteme verildikten sonra, igerisindeki ACh’in kolondan ¢ikip dedektorde

algilanmasi i¢in gecen siire 4 dakika, Ch i¢in ise bu siirenin 6 dakika oldugu goriildi
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(Sekil 9). Sonuglar olusan pik alanlarina gore degerlendirilerek, PH’den alinan

orneklerdeki ACh ve Ch miktarlar1 "pmol" cinsinden hesaplandi.
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Sekil 9. Diyalizat 6rneklerinden HPLC’de dlglilen ACh ve Ch’in kromotogram goriintiisii. A, standarttan ACh piki; B,
standarttan Ch piki; C, diyalizattan ACh piki; D, diyalizattan Ch piki.

3.8 flaglar

Calismada kullanilan nesfatin-1, atropin ve mekamilamin Sigma’dan (Sigma-
Aldrich Co. Deisenhofen, Germany) satin alidi. Tiim ilaglar deney giinii taze olarak
izotonik tuzlu suda sulandirildi. Bu amagla kontrol grubu enjeksiyonlarinda izotonik
tuzlu su kullanildi.

3.9 istatistiksel Degerlendirme

Veriler, 7 siganin ortalama =+ standart hatas1 seklinde verildi ya da gosterildi.
Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlii tekrarlanan RM-ANOVA’y1 takiben,
Bonferroni test ile yapildi. p’nin 0,05°den kiigiik oldugu degerler istatistiki olarak

anlamli sayildi.
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4.BULGULAR

4.1 Merkezi Olarak Uygulanan Nesfatin-1’in Kardiyovaskiiler Etkileri

Sicanlarda merkezi yolla uygulanan nesfatin-1’in kardiyovaskiiler etkilerini
gostermek amaciyla nesfatin-1 (200 pmol) veya % 0,9’luk tuzlu su (5 pl) s.y.v. yol
ile sicanlara enjekte edildi. Ilag veya tuzlu su enjekte edilmeden &nce
kardiyovaskiiler parametrelerin kaydi alindi. Nesfatin-1 ortalama kan basincinda
istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden oldu (p<0,05) (Sekil 10 A). Nesfatin-1’in
bu pressor etkisi, ilag verildikten sonraki ilk dakikada basladi ve 20. dakikada en
yiiksek degerine ulast1 (Sekil 10 A).

Merkezi yolla uygulanan nesfatin-1 kalp atim sayisi lizerinde ise bradikardik
ve tasikardik fazlar igeren bir etki olusturdu (Sekil 10 B). Nesfatin-1 ilk 10 dakika
bradikardik etki yaratirken 20. dakikada si¢anlarda tasikardik ve 30. dakikada
bradikardik olarak devam eden bir etkiye neden oldu (Sekil 10 B).
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Sekil 10. Merkezi olarak uygulanan Nesfatin-1’in kardiyovaskiiler etkisi. Siganlarin kontrol kan basinci ve kalp atim sayist
kayitlar1 alindiktan sonra, Nesfatin-1 (200 pmol; s.y.v.) ya da tuzlu su (5 pl; s.y.v.) enjekte edildi (dakika 0) ve 60 dakika
boyunca kan basinci (A) ve kalp atim sayis1 (B) kayd1 alindi. Degerler 7 siganin ortalama + standart hatasi seklinde verilmistir.
Istatistiksel p<0.05, tuzlu su grubuna gére anlamh farki gostermektedir.

4.2. Merkezi Olarak Uygulanan Nesfatin-1’in Posterior Hipotalamustan
Ekstraseliiler Asetilkolin ve Kolin Cikisina EtKisi
Mikrodiyaliz ¢alismast ile kardiyovaskiiler diizenlemede 6nemli bir bdlge

olan, kolinerjik noronlarm varliginin bilindigi PH bolgesinde, merkezi yolla
uygulanan nesfatin-1 (200 pmol; s.y.v) veya kontrol amagh % 0,9’luk tuzlu suyun (5
ul s.y.v.) ekstraseliiler ACh ve Ch ¢ikisina etkisi arastirildi. Sicanlara mikrodiyaliz
problarinin yerlestirilmesini takiben 10’ar dakika araliklarla 3 adet bazal 6rnek (20
ul) toplandi. Toplanan bazal 6rneklerde siganlarin posterior hipotalamik ekstraseliiler
ACh ve Ch miktarlar1 mikrodiyaliz problariin % 80’lik geri kazanim oranlar1 da gz
Oniine alinarak sirasiyla 0,402 + 0,16 ve 4,23 + 0,55 pmol olarak 6l¢iildii. Nesfatin-1
enjeksiyonu sirasinda ve sonrasinda 10’ar dakika araliklarla diyalizatlarin
toplanmasma devam edildi. Nesfatin-1 (200 pmol; s.y.v.) enjeksiyonu posterior
hipotalamik ekstraseliiler ACh ve Ch konsantrasyonunda istatistiksel olarak anlaml
bir artis olusturdu (p<0,05) (Sekil 11 A ve Sekil 11 B). Merkezi olarak nesfatin-1
enjeksiyonundan sonra ACh ve Ch ¢ikislarinda sirasiyla 20 dakika sonra % 72,8
(Sekil 11 A) ve % 87,7 oraninda (Sekil 11 B) artis goriildii.
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Sekil 11. Merkezi olarak uygulanan Nesfatin-1"in posterior hipotalamik ekstraseliiler ACh (A) ve Ch (B) ¢ikisina etkisi.
Siganlarda Nesfatin-1 (200 pmol) veya % 0,9 tuzlu su(5 pl) enjeksiyonu s.y.v. yol ile yapildi. Enjeksiyondan 6nce ve sonra
10’ar dakika araliklarla diyalizat 6rnekleri toplam 20 pl olacak sekilde toplandi. 30 dakikalik stabilizasyon periyodu esnasinda
PH’deki ekstraseliiler ACh ve Ch seviyelerinin bazal degere ulagtigini gorebilmek i¢in diyalizat 6rnekleri HPLC’de 6lgiildii ve
ti¢ 6rnegin ortalamasit ACH ve Ch’in bazal degeri olarak hesapland (0. dakika), Nesfatin-1 (200 pmol) veya % 0,9 tuzlu su (5
ul) enjeksiyonu sonrast HPLC’de ACh ve Ch dl¢timleri yapildi (10. Dakika, ilag enjeksiyonlart sonrasindaki ilk diyalizat
ornegini gostermektedir.) Degerler 7 siganin ortalama + standart hatas1 seklinde verilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler 2
yonli RM-ANOVA’y1 takiben Benferroni testi ile yapildi. *, p<0,05, tuzlu su grubuna gore anlamli farki gostermektedir.
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4.3 Kolinerjik Muskarinik ve Nikotinik Reseptor Antagonisti On Tedavisinin
Nesfatin-1’in Olusturmus Oldugu Kardiyovaskiiler Etkilerdeki Aracihigi
Sicanlarda merkezi olarak uygulanan nesfatin-1’in kardiyovaskiiler sistem

tizerindeki etkilerinde kolinerjik reseptdrlerin araciligini arastirmak igin siganlara
nesfatin-1 (200 pmol; s.y.v.) veya % 0,9 tuzlu su (5 pl; s.y.v.) uygulamasindan 10
dakika once farkli dozlarda kolinerjik muskarinik reseptor antagonisti atropin (10 ug;
s.y.v.) veya kolinerjik nikotinik reseptor antagonisti mekamilamin (50 pg; s.y.v.) 6n
tedavisi uygulandi. Atropin ve mekamilamin 6n tedavisi nesfatin-1’in olusturdugu
pressor etkiyi baskiladi (Sekil 12 A, 13 A). Atropin ve mekamilamin 6n tedavisi
sonucu kalp atim sayilarinda ise yine nesfatin-1’in yaratmis oldugu tasikardik ve

bradikardik etkiler bloke edilmistir (p<0,05) (Sekil 12 B, 13 B).
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Sekil 12. Atropin 6n tedavisinin Nesfatin-1" in olusturdugu kardiyovaskiiler etkilerdeki aracihigi. Stabilizasyon periyodunun
sonunda atropin (10 pg) veya % 0,9 tuzlu su (5 ul) siganlara s.y.v. yolla enjekte edilerek 6n tedavileri yapildi. On tedaviden 10
dakika sonra siganlara s.y.v. yolla nesfatin-1 (200 pmol) veya % 0,9 tuzlu su (5 pl) uygulandi. Kardiyovaskiiler parametreler,
nesfatin-1 veya % 0,9 tuzlu su tedavisinden sonra 60 dakika boyunca kaydedildi. Degerler 7 siganin ortalama =+ standart hatasi
seklinde verilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlii RM-ANOVA’y1 takiben Bonferroni testi ile yapildi. *, p<0,05,

“Tuzlu su + Tuzlu su’’, “‘Atropin + Tuzlu su’’ ve ‘‘Atropin + Nesfatin-1’" grubuna goére anlaml farki gostermektedir.
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Sekil 13. Mekamilamin ©on tedavisinin Nesfatin-1’in olusturdugu kardiyovaskiiler etkilerdeki araciligi. Stabilizasyon
periyodunun sonunda mekamilamin (50 pug) veya % 0,9 tuzlu su (5 pl) siganlarin s.y.v. yolla enjekte edilerek on tedavileri
yapildi. On tedaviden 10 dakika sonra siganlara s.y.v. yolla nesfatin-1 (200 pmol) veya % 0,9 tuzlu su (5 pl) uygulandi.
Kardiyovaskiiler parametreler, nesfatin-1 veya % 0,9 tuzlu su tedavisinden sonra 60 dakika boyunca kaydedildi. Degerler 7
siganin ortalama + standart hatasi seklinde verilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonli RM-ANOVA’y1 takiben
Bonferroni testi ile yapildi. *, p<0,05, ‘“Tuzlu su + Tuzlu su’’, ‘‘“Mekamilamin + Tuzlu su’’ ve ‘‘Mekamilamin + Nesfatin-1"’
grubuna gore anlaml farki gostermektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismanin sonuglari, nesfatin-1’in merkezi yolla enjeksiyonunun normal kan
basincina sahip sicanlarda kan basincini yiikseltigini ve kalp atim sayisin1i Once
azalttigin1 ve sonrasinda ise artisa neden oldugunu ve ayrica s.y.v.’e uygulanan
nesfatin-1’in ekstraseliiler posterior hipotalamik ACh ve Ch seviyelerinde artiga
neden oldugunu gostermektedir. Merkezi kolinerjik muskarinik reseptdr antagonisti
olan atropin ve nikotinik reseptor antagonisti olan mekamilamin nesfatin-1 tarafindan
uyarilan kardiyovaskiiler etkileri tamamen bloke etti.

Normotansif siganlarda, s.y.v.’e enjekte edilen nesfatin-1’in kardiyovaskiiler
etkilerine bakildiginda; hizli fakat kisa siireli olarak gelistigi gozlendi. Ilk
dakikalarda baslayan etki, enjeksiyonun 20. dakikasinda en yiiksek seviyesine ulasti
ve etki tam 60 dakika boyunca devam etti. Normotansif hayvanlarda, kullanilan
dozda merkezi yolla uygulanan nesfatin-1, kan basincinda yaklagik 8 mmHg+1 artisa
neden oldu. Yine normotansif hayvanlarda serebral yan ventrikiile enjekte edilen
nesfatin-1, kan basinci etkilerine benzer sekilde hizli ve kisa siireli olarak kalp atim
sayisinda ilk 10 dakika boyunca bradikardik etki yaratirken 20. dakikada siganlarda
tagikardik ve 30. dakikada bradikardik olarak devam eden bir etkiye neden oldu.
Merkezi olarak uygulanan nesfatin-1’in olusturdugu kalp atim sayisi cevabi kan
basmct etkisi ile zamansal olarak da uyumludur. Nesfatin-1’in olusturdugu
bradikardik yanit muhtemelen nesfatin-1’in olusturdugu, ilk dakikalarda gézlenen
kan basicindaki artis etkisine ikincil yanit olarak barorefleks mekanizmasinin aktive
olmas1 sonucu gozlenmis olabilir. Nesfatin-1 uygulanmasindan sonra giiclii olarak
gozlemlenen tasikardik yanit ise nesfatin-1’in merkezi sinir sisteminde
kardiyovaskiiler refleks merkezlerini aktiflestirmesi sonucu es zamanl olarak giiglii
tasikardik yanitin olusu ve buna bagli olarak da daha da giiclenmis kan basinci artigi
yanit1 olarak diigiiniilebilir.

Simdiye kadar yapilan calismalar hem endojen hem de disaridan ekzojen
olarak uygulanan nesfatin-1’in merkezi kardiyovaskiiler kontrol agisindan 6nemli

roller {istlenebilecegini diislindiirmektedir. Nesfatin-1’in kardiyovaskiiler kontrol
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acisindan onemli beyin bolgeleri olan hipotalamusun arkuat niikleus (Maejima ve
ark., 2009), paraventrikiiler niikleus (Darambazar ve ark., 2015), lateral hipotalamus
ve supraoptik niikleus (Foo ve ark., 2008; Oh-I ve ark., 2006) bolgeleri ve yine
onemli kardiyovaskiiler diizenleme bolgeleri olan dorsal motor vagus ¢ekirdegi (Foo
ve ark., 2008), amigdala (Kukkis ve Ferguson, 2014), niicleus ambiguus ve NTS’de
(Bundzikova-Osacka ve ark., 2015; Foo ve ark., 2008) varliginin rapor edilmis
olmasi, endojen nesfatin-1’in merkezi kardiyovaskiiler diizenlemede 6nemli rolleri
olabilecegine dair delilleri giiglendirmektedir. Bununla birlikte ekzojen nesfatin-1
etkinligi acisindan daha 6nce yapilan bircok ¢aligmada, merkezi olarak enjekte edilen
nesfatin-1’in normal kan basincina sahip hayvanlarda gii¢lii bir kardiyovaskiiler etki
olusturdugu rapor edilmistir. Serebral yan vetrikiile enjekte edilen nesfatin-1’in kan
basinci tlizerinde arttirici ve kalp atim sayisinda ise bradikardik bir yanit olusturdugu
gosterilmistir (Tanida ve Mori, 2011; Yilmaz ve ark., 2015; Yosten and Samson,
2009, 2010, 2014). Ayrica nesfatin-1 kardiyovaskiiler kontrol agisindan onemli bir
beyin sap1 bolgesi olan NTS’ye mikro enjekte edildiginde hem kan basincinda hem
de kalp atim sayisinda arttirict bir etki olusturdugu da bilinmektedir (Mimee ve ark.,
2012). Nesfatin-1’in merkezi enjeksiyonlarinin hem normotansif hem de hipotansif
kosullarda kan basincinda pressor yanitlar olusturdugunu ve olusan bu pressor
yanitlarin, kalp atimi iizerinde normotansif siganlarda bradikardik, hipotansif
sicanlarda ise tagikardik yanitlara neden oldugunu yakin zamanda rapor ettik (Y1ilmaz
ve ark., 2015). Aymi calismada, merkezi nesfatin-1 enjeksiyonu sonrasi, plazma
katekolamin ve vazopressin miktarlarinda ve renin aktivitesinde artislarin oldugunu
da gosterdik (Yilmaz ve ark., 2015). Bu sonuglar merkezi olarak uygulanan nesfatin-
I’in kardiyovaskiiler etkilerine periferik mekanizma olarak vazopressinerjik,
sempatoadrenerjik ve renin-anjiotensin  sistemlerinin aracilik edebilecegini
disiindiirmektedir. Merkezi olarak uygulanan nesfatin-1’in  kardiyovaskiiler
etkilerinin periferik olarak nonspesifik a-adrenerjik antagonist olan fentolamin 6n
tedavisi ile geriletilmesi (Yosten and Samson, 2009) en azindan nesfatin-1’in
kardiyovaskiiler etkilerini sempatoadrenerjik sistemi aktive ederek gosterebilecegi
diisiincesini  giiclendirmektedir. Daha Onceden gerceklestirmis oldugumuz
calismalarin sonuglar1 nesfatin-1’in merkezi kontrol agisindan olduk¢a 6nemli bir

molekiil oldugunu dogrular niteliktedir ve bununla birlikte, bu calismada elde
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ettigimiz merkezi olarak enjekte edilen nesfatin-1 yanit olarak alinan kardiyovaskiiler
yanit1 dogrular niteliktedir.

Calismanin sonuclar1 literatiirde bir ilk olarak nesfatin-1 tarafindan
olusturulan kardiyovaskiiler etkilerde merkezi kolinerjik sistemin araciligini hem
mikrodiyaliz hem de hemodinamik ¢aligsmalar agisindan gostermektedir. Nesfatin-1
kardiyovaskiiler diizenleme ac¢isindan Onemli bir beyin bolgesi olan PH’den
ekstraseliiler ACh seviyesini % 72,8 ve Ch seviyesini % 87,7 oraninda arttirmistir.
PH, kardiyovaskiiler kontrol agisindan énemli bir bolge olmasinin yani sira yogun
kolinerjik noronlar1 barindiran (Rao ve ark., 1987 ve Ruggiero ve ark., 1990) ve yine
nesfatinerjik noronlar1 iceren diger hipotalamik ¢ekirdekler olan arkuat niikleus
(Magjima ve ark., 2009), paraventrikiiler niikleus (Darambazar ve ark., 2015), lateral
hipotalamus ve subraoptik niikleus’dan (Foo ve ark., 2008; Oh-l ve ark., 2006)
yogun noronal projeksiyonlar alan bir bolgedir. PH’den yapilan mikrodiyaliz
calismasi sonuglart ile nesfatin-1’in kardiyovaskiiler etki profili zamansal olarak
birbiri ile uyumlu idi ve etkiyi karsilastirabilmemize de olanak sagladi. Ciinkii
merkezi olarak nesfatin-1 enjeksiyonundan sonra ekstraseliiler posterior hipotalamik
ACh ve Ch seviyesindeki maksimum artis enjeksiyondan sonraki ilk 20 dakika
igerisinde elde edildi ve aymi sekilde nesfatin-1’in olusturdugu maksimum
kardiyovaskiiler etkiler enjeksiyondan sonraki 20. dakika da elde edildi. Ayrica
merkezi olarak, kolinerjik muskarinik reseptor antagonisti atropin ve kolinerjik
nikotinik reseptdr antagonisti mekamilamin 6n tedavisi tamamen s.y.v.’e uygulanan
nesfatin-1 tarafindan olusturulan kardiyovaskiiler etkileri engelledi. Simdiye kadar
yayinlanan raporlarin hi¢ birinde ne periferik ne de merkezi olarak bir sistemin
diizenlenmesinde nesfatinerjik ve kolinerjik sistem etkilesimine dair bir delil
bulunmamaktadir. Yine simdiye kadar yapilan caligmalarda nesfatin-1’in hem
kardiyovaskiiler hem de diger etkilerine aracilik eden kendi reseptorii de
tanimlanamamustir. Bununla birlikte nesfatin-1’in kardiyovaskiiler etkilerine aracilik
eden bazi sistem ve reseptorlerin varligina dair raporlar bulunmaktadir. Nesfatin-1’in
kardiyovaskiiler etkilerine merkezi melanokortinerjik ve oksitosinerjik sistemlerin ve
yine kortikotropin salgilatict hormonun katkida bulundugu bilinmektedir (Tanida ve
Mori, 2011; Yosten ve Samson, 2009, 2010, 2014). Ciinkii bu ¢alismalarda merkezi

olarak uygulanan nesfatin-1 tarafindan olusturulan kardiyovaskiiler etkiler merkezi
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MCR3/4 reseptor antagonisti olan SHU9119 (Tanida ve Mori, 2011; Yosten ve
Samson, 2009), oksitosin reseptor antagonisti ornithine vasotosin (Yosten ve
Samson, 2010) ve/veya kortikotropin salgilatict hormon reseptér antagonisti
astressin2B (Yosten ve Samson, 2014) 6n tedavisi ile tamamen bloke edildigi
bildirilmistir.

Merkezi sinir sisteminde genis bir dagilim gosteren kolinerjik sistem, agrinin
hissedilmesi, 6grenme, beden 1sisinin diizenlenmesi, gida alimi, sivi dengesi ve
kardiyovaskiiler sistemin diizenlenmesi gibi ¢ok sayida Onemli mekanizmanin
kontroliinde ve diizenlenmesinde rollere sahiptir. Basta hipotalamus olmak iizere
kardiyovaskiiler sistemin kontrolinde rol alan bircok beyin bolgesinde hem
kolinerjik nérotransmitter maddeler olan ACh ve Ch’in hem de kolinerjik muskarinik
ve nikotinik reseptorlerin varligi tespit edilmistir. (Nees, 2015). Laboratuvarimizda
yapilmis ¢aligmalara gére merkezi nesfatin-1’in olusturdugu etkilere benzer sekilde
(Yilmaz ve ark., 2015) merkezi yolla kolinerjik ajanlarin uygulanmasi normatansif
hayvanlarda pressér ve bradikardik bir etki olustururken (Savci ve ark., 2002),
hipotansif hayvanlarda renal, mezenterik ve abdominal aorta gibi hayati organlari
kanlandiran damarlarin kan akiminda da artisa neden olarak pressor ve tasikardik bir
etki olusturmaktadir (Jochem ve ark., 2010). Merkezi olarak uygulanan kolinerjik
ajanlarin bu kardiyovaskiiler etkilerine merkezi olarak kolinerjik nikotinik reseptorler
aracilik ederken (Savci ve ark., 2002) periferde ise nesfatin-1’in etkilerine aracilik
ettigi gibi (Yilmaz ve ark., 2015) katekolaminerjik, vazopressinerjik ve renin-
anjiotensin sisteminin aracilik ettigi de bilinmektedir (Arslan ve ark., 1991; Ulus ve
ark., 1995). Merkezi kolinerjik sistemin kardiyovaskiiler etkiler olusturuken diger
merkezi kardiyovaskiiler etkinlige sahip sistemler ile de etkilesimde oldugu da rapor
edilmistir. Merkezi kolinerjik ajanlarin uygulanmas: ile elde edilen kardiyovaskiiler
yanitlara, merkezi histaminerjik (Jochem ve ark., 2010; Yalgin ve ark., 2009) ve
prostaglandinerjik (Yalgin ve ark., 2005; 2006; Topuz ve ark., 2014) gibi sistemlerin
hem hipotalamus gibi énemli kardiyovaskiiler diizenleme bolgelerinde ekstraseliiler
seviyelerini artirarak hem de reseptdrleri ile aracilik ettigi bilinmektedir.

Sonug olarak, s.y.v. uygulanan nesfatin-1 normatansif uyanik si¢anlarda
pressor ve bradikardik/tasikardik fazlardan olusan bir kardiyovaskiiler yanit ortaya

koymaktadir. Sonuglarimiz merkezi sinir sisteminden kardiyovaskiiler sistemin
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diizenlemesinde nesfatinerjik ve kolinerjik sistem arasinda bir etkilesim oldugunu
gostermektedir. Ciinkii serebral yan ventrikiile nesfatin-1 enjeksiyonu posterior
hipotalamik ACh ve Ch seviyesini arttirmakta ve merkezi kolinerjik hem nikotinik
hem de muskarinik reseptorlerin aktivasyonu s.y.v. enjekte edilen nesfatin-1’e alinan

kardiyovaskiiler yanita aracilik etmektedir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

ug Mikrogram

ul Mikrolitre

oC Santigrat derece

AA Aminoasit

ACh Asetilkolin

ATP Adenozin trifosfat

Camp Siklik Adenozin Monofosfat
Ch Kolin

FSH Folikiil uyarict hormon

Gr Gram

kDa Kilodalton

LH Luteinizan hormon

LTCC L tipi Ca*? kanallar1

M1 Muskarinik reseptor 1

M2 Muskarinik reseptor 2

M3 Muskarinik reseptor 3

M4 Muskarinik reseptor 4

M5 Muskarinik reseptor 1
MCRY Melanokortin % reseptorleri
ml Mililitre

mM Milimolar

mm Milimetre

mmol Milimol

mV Milivolt

NPY Noropeptid Y

NTS Niikleus traktus solitaryus
NUCB?2 Niikleobindin 2

PACAP Hipofiz adenilat siklaz-aktif polipeptid
PH Posterior Hipotalamus

PKC Protein kinaz1 C

pmol Pikomol

REM Hizli g6z hareketleri uykusu
S.y.v. Serebral yan ventrikiil
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8. TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerinden
faydalandigim, bana yeni bir bakis agis1 kazandiran degerli danigman hocam
Prof. Dr. Murat Yalgin’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Yiiksek lisansa birlikte basladigim, her sikistigimda imdadima yetisen
arkadaslarim Elif Yazar, Nasir Niaz’a sonsuz tesekkiirler.

Laboratuvar ¢alismalarinda hayvan tutmaktan, cerrahi iglemlere kadar
her adimi1 bana sabirla 6greten arkadaslarim Gékgen GUVENC ve Leman
Gizem ERKAN’a en ¢okta sabirlarindan dolay1 sonsuz tesekkiir ederim.

Ozellikle tez yazim asamamda bana yardimci olan Dr. Burgin
ALTINBAS’a sonsuz tesekkiirler.

Tez deneyleri slirecimden, tez yazim asamamin tamamlanmasina
kadar her an yanimda olan, manevi destegini devamli hissettiren Oktay
YILDIZ’a yiirekten tessekkiir ederim.

Biitiin basarilarimda emegi olan, maddi manevi beni hi¢ yalniz
birakmayan, her firsatta asla pes etmemem gerektigini hatirlatan, iyi isler
basardigimda herkesten ¢ok gururlanan, giilimseme sebebim olan biricik
annem Yurdanur BASARAN AYDIN ve biricik babam Selahattin AYDIN’a
sonsuz tesekkiirler. Tyi ki varsmiz. ..
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