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TURKCE OZET

Bu ¢alismada, serebral yan ventrikiile ekzojen olarak uygulanan nesfatin-1’in
kardiyovaskiiler parametreler {izerindeki etkilerini gostermek ve nesfatin-1 kaynakli
kardiyovaskiiler —parametre degisimlerinde merkezi siklooksijenaz (COX)
tromboksan A, (TXA,), prostaglandin (PG) E, D, F,, sinyal yolag: ve lipooksijenaz
(LOX) yolagmin araciligini hemodinami ve mikrodiyaliz ¢aligmalar1 ile ortaya
koymak amaglandi.

Calisma, 140 adet Sprague Dawley 1irki erkek siganlar {izerinde
gerceklestirildi. Tiim cerrahi islemler sevofluran anestezisi (%2-4/%100 O,) altinda
yapildi. Kardiyovaskiiler parametre takibi i¢in sicanlarin sol femoral arterlerine
heparinli tuzlu su (%0,9 tuzlu suda 100 U/ml heparin) iceren PE 50 kateter
yerlestirildi. Serebral yan ventrikiile (s.y.v.) ila¢ enjeksiyonlarinin yapilabilmesi i¢in
laboratuvarimizda hazirlanmis kilavuz kaniil belirlenen koordinatlara gore kafatasina
sabitlendi. Enjeksiyonlar Hamilton enjektdre baglantili olarak bulunan ve
laboratuvarimizda hazirlanmis olan enjeksiyon kaniiliiniin kilavuz kaniil icine
yerlestirilmesini takiben uygulandi. Posterior hipotalamustan (PH) ekstraseliiler total
PG seviyelerini belirlemek i¢in PH’ye elde hazirlanmis mikrodiyaliz problari
yerlestirildi ve PH’den diyalizat 6rnekleri toplandi.

Ik deney setinde, s.y.v. yolla uygulanan farkli dozlardaki (100, 200 ve 400
pmol) nesfatin-1’in ortalama kan basinci ve kalp atim sayisi ilizerindeki etkileri
arastirilldi. Nesfatin-1 doza bagli olarak, siganlarda kan basinci iizerinde pressor, kalp
atim sayisi {lizerinde ise bradikardik ve tasikardik fazlari igeren bir yanita neden oldu.
Caligmanin ikinci asamasinda 200 pmol dozda uygulanan nesfatin-1’in, PH’de
ekstraseliiler total PG seviyelerinde bir artis yarattigi, yapilan mikrodiyaliz ¢alismasi
ile ortaya koyuldu. Son deney setinde ise nesfatin-1 kaynakli kardiyovaskiiler
etkilerde merkezi COX, TXA,, PGE, PGD, PGF,, ve LOX’un araciligin1 géstermek
amaciyla segici olmayan COX inhibitori ibuprofen (250 pg), TXA; sentez inhibitorii
furegrelate (250 pg), PGE ve PGD’nin reseptor antagonisti AH6809 (10 pg), PGFy,
reseptor antagonisti PGF,, dimetil amin (10 ug), secici olmayan LOX inhibitorii
NDGA (250 pg) veya kontrol amagh tuzlu su ve DMSO 6n tedavileri nesfatin-1 (200
pmol) tedavisinden 5 dakika once uygulandi. Ibuprofen tamamen; furegrelate,
AH6809, PGF,, dimetil amin ve NDGA ise kismen nesfatin-1’in yaratmis oldugu
kardiyovaskiiler etkileri bloke etti.

Sonugta bulgular, s.y.v. yolla uygulanan nesfatin-1’in normotansif siganlarda
PH’de ekstraseliiler total PG seviyesinde bir artisa neden olarak kan basincinda bir
yiikselmeye ve bradikardik/tasikardik fazlar1 igeren kardiyovaskiiler bir yanita neden
oldugunu gostermektedir. Nesfatin-1’in yarattig1 kardiyovaskiiler etkilere merkezi
COX enzim yolaginin tamamen; COX iiriinlerinden TXA2, -PGE, -PGD ve -PGF,,
ve ayrica LOX enzim yolaginin da kismen aracilik ettigini de ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Nesfatin-1; Kan Basmci; Kalp Atim Sayisi; Serebral Yan
Ventrikiil; Hipotalamus; Siklooksijenaz; Lipooksijenaz; Mikrodiyaliz.



INGILIiZCE OZET

Investigation of the Role of Central Cyclooxygenase and Lipoxygenase
Pathways in Cardiovascular Effects of Nesfatin-1

In this study, it was aimed to demonstrate the effects of exogenously
intracerebroventricular (ICV) injected nesfatin-1 on cardiovascular parameters, and
in this effect, the mediation of central cyclooxygenase (COX) thromboxane A;
(TXA,), prostaglandin (PG) E, D, F,, signaling pathways and lipoxygenase (LOX)
pathway by using hemodynamic and microdialysis studies.

The experiments were performed on male Sprague Dawley rats (n=140). All
of the surgical operations were done under sevoflurane anaesthesia (%2-4 / %100
O2). Left femoral arteries of the rats were catheterized with PE 50 catheters
containing heparinized saline (100U/ml heparin in 0.9% saline) to monitored
cardiovascular parameters. Hand-made guide cannulas were fixed to the skulls of the
rats according to the predetermined coordinates to inject the drugs ICV. The drugs
were injected ICV by hand-made injection cannulas connected with Hamilton
injectors inserted in the guide cannulas. Microdialysis probes were placed in
posterior hypothalamus (PH) to determine extracellular total PG levels, and dialysate
samples were collected from PH.

In the first experimental group, it was investigated the effects of different
doses of nesfatin-1 (100, 200 and 400 pmol) on the mean blood pressure and heart
rate. Nesfatin-1, dose-dependently, caused pressor effects on the blood pressure, also
bradycardic and tachycardic phases on the heart rate responses in the rats. On the
second step of the experiment, it was revealed that 200 pmol dose of nesfatin-1
increased extracellular total PG levels in PH, in accordance with the results of the
microdialysis study. To the determination of the central COX, TXA,, PGE, PGD,
PGF,, and LOX mediation in nesfatin-1-induced cardiovascular effects, non-
selective COX inhibitor ibuprofen (250 ng), TXA, synthase inhibitor furegrelate
(250 pg), PGE and PGD receptors antagonist AH6809 (10 ng), PGF,, receptor
antagonist PGF,, dimethylamine (10 pg), non-selective LOX inhibitor NDGA (250
ug), in addition saline and DMSO (as control) pretreatments were administrated 5
min before nesfatin-1 (200 pmol) treatment, in the last experimental group. Ibuprofen
completely, whereas furegrelate, AH6809, PGF,, dimethylamine and NDGA
partially blocked nesfatin-1-induced cardiovascular effects.

In conclusion, the data showed that ICV injected nesfatin-1 caused a rise in
the blood pressure and cardiovascular responses including bradycardic/tachycardic
phases because of an increase in extracellular total PG levels in PH, in normotensive
rats. In the present study, it was also revealed that nesfatin-1-induced cardiovascular
effects were mediated by COX enzyme pathway completely, TXA,, -PGE, -PGD and
-PGF,, and also LOX enzyme pathway partially.

Keywords: Nesfatin-1; Blood pressure; Heart rate; Lateral cerebral ventricle;
Hypothalamus; Cyclooxygenase; Lipoxygenase; Microdialysis.



1. GIRIS

Aragidonik asit (AA), hiicre membran fosfolipidlerinin fosfolipaz A; (FLA,)
ile hidrolizi sonucunda serbest hale gecen polidoymamis yag asitidir. AA,
siklooksijenaz  (COX) ve lipooksijenaz (LOX) enzimleri aracihgr ile
prostaglandinlerin  (PG), tromboksanlarin (TX) ve lokotrienlerin (LT)
sentezlenmesinde prekiirsér endojen bir molekiildiir (Molloy ve ark., 1998). Merkezi
sinir sistemini (MSS) de igine alan birgok doku ve organda varligi bilinen AA ve
metabolitleri, (Akhlag ve Lyloyd, 2004) kardiyovaskiiler sistem de dahil olmak iizere
organizmadaki bir¢ok sistemin kontroliinde hem fizyolojik hem de farmakolojik
olarak gorev almaktadir (Tassoni ve ark., 2008). FLA, aktivatorii olan melittin ve
AA’nin merkezi olarak uygulanmasi hem normotansif hem de hipotansif kosullarda
plazma katekolamin, vazopressin ve renin anjiotensin sistemini aktive ederek kan
basincinda artisa neden olmaktadir (Aydin ve Yalcin, 2008; Yalcin ve ark., 2006a;
Yalcin ve Erturk, 2007; Yalcin ve Savci, 2007; Yalcin ve Aydin, 2009). Melittinin
yaratmis oldugu pressor etkilere TXA nin, kolinerjik nikotinik reseptorlerin (Yalcin
ve Erturk, 2007), FLA,’nin ve COX enzim yolaginin kismen de olsa bir araciligi
oldugunu ve melittinin FLA,’yi aktive ederek AA salinimimna neden oldugunu,
AA’nin de COX enzim yolagi araciligr ile TXA, nin ve olasilikla baska PG’lerin
sentezini artirarak etkisini gosterdigini agiklamaktadir (Yalcin ve ark., 2009). Bunu
destekleyen baska ¢alismalarda, hem normal (Aydin ve Yalcin, 2008; Yalcin, 2011)
hem de hipotansif kosullarda (Yalcin ve Aydin, 2009) merkezi olarak uygulanan
AA’nin olusturdugu pressor etkide sentezlenen PG’lerin araciligi gosterilmistir.
Serebral yan ventrikiile enjekte edilen TXA, de melittin ve AA’nin etkisine benzer
sekilde, hem normotansif hem de hipotansif hayvanlarda pressér bir yanit
olusturmaktadir ve hipotansiyonu geri dondiirmektedir (Yalcin ve Savci, 2004;
Yalcin ve ark., 2005a; Yalcin ve ark., 2005b; Yalcin, 2011). TXA, aracilikl1 etkilere
de, MSS’de hem kendi reseptorleri (Yalcin ve Savci, 2004) hem de kolinerjik
nikotinik reseptorler aracilik etmektedir (Yalcin ve ark., 2005b; Yalcin ve ark.,
2006b). Bu c¢aligmalar hem FLA;’nin hem de AA’nin MSS’deki kardiyovaskiiler



sistemi kontrol eden merkezlerde, COX enzim yolagini kullanarak bir néromodiilator
olarak ¢alistigini diisiindiirmektedir.

Nesfatin-1, 2006 yilinda Oh-I ve arkadaslar tarafindan kesfedilmis, prekiirsor
molekiilii niikleobindin2’den (NUCB2) koken alan, yarilanma 6émri 23,5 dakika olan
ve 9,8 kDa agirliga sahip anoreksijenik bir peptiddir (Aydin, 2013; Oh-I ve ark.,
2006). Beslenmenin kontroliinde 6nemli bir rol oynadigi bilinen nesfatin molekiild,
nesfatin-1, nesfatin-2 ve nesfatin-3 olmak tizere 3 farkli forma sahiptir ve simdiye
kadar yapilan c¢alismalarda yalnizca nesfatin-1’in fizyolojik etkinligi ortaya
konmustur (Aydin, 2013). Hem MSS hem de periferal doku ve organlarda genis
dagilim gosterdigi bilinen nesaftin-1, besin aliminin kontrolii, su aliminin
diizenlenmesi, gastrik bosalmanin ve bagirsak motilitesinin yavaslatilmasi, glikoz ve
lipid metabolizmasinin diizenlenmesi, viicut sicakliginin kontrolli, anksiyete ve
depresyonun modiile edilmesi, reprodiiktif fonksiyonlarin diizenlenmesi, uyku-
uyaniklik dongiisiiniin regiilasyonu ve kardiyovaskiiler sistemin kontroliinii de igine
alan 6nemli fizyolojik fonksiyonlarda gorev almaktadir (Schalla ve Stengel, 2018).
MSS igerisinde néroendokrin ve kardiyovaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesinden
sorumlu otonomik merkezlerden, hipotalamusun arkuat niikleusu, paraventrikiiler
niikleusu, supraoptik niikleusu, dorsamedial hipotalamus ve lateral hipotalamik
bolgede (Foo ve ark., 2008; Maejima ve ark., 2009; Oh-1 ve ark., 2006); ayrica
niikleus akkumbens, stria terminalisin bed niikleusu, niikleus ambiguus ve
ventrolateral medulladaki varliginin yani sira (Kuksis ve Ferguson, 2014), Edinger-
Westphal niikleusta, dorsal vagal komplekste, lokus seruleusta, niikleus traktus
solitariusta (Foo ve ark., 2008; Goebel-Stengel ve ark., 2011; Goebel-Stengel ve
Wang, 2013) ve spinal kordun preganglionik sempatik ve parasempatik hiicre
gruplarinda (Goebel ve ark., 2009a) da yer aldigi yapilan c¢aligmalar ile ortaya
konmustur. Nesfatin-1’in merkezi kardiyovaskiiler sistem diizenlenmesinde yer alan
onemli merkez ve c¢ekirdeklerde bulunmasinin yaninda, MSS igerisinde
ndrotransmitter ve noromodiilator etkileri oldugu da bilinmektedir. Nesfatin-1’in
hem merkezi hem de periferik olarak disaridan uygulanmasiyla da kardiyovaskiiler
sistem Tlzerinde diizenleyici etkiler yarattifi yapilan g¢alismalarla gosterilmistir.
Nesfatin-1’in merkezi olarak uygulanmasinin, hem oksitosin hem de melanokortin %

reseptorlerini (MCR%) kullanarak sempatik sistemi aktive ettigi ve kan basincinda



bir artig yarattifi rapor edilmistir (Yosten ve Samson, 2009; Yosten ve Samson,
2010). Niikleus traktus solitarius ve niikleus ambiguusa yapilan enjeksiyonlar
sonrasinda da kardiyovaskiiler parametrelerde degisimler olmaktadir (Brailoiu ve
ark., 2013; Mimee ve ark., 2012). Yakin zamanda yapilmis bir ¢alismada, hem
normotansif hem de hipotansif kosullarda nesfatin-1’in  merkezi olarak
uygulanmasinin, kan basincinda pressor bir yanita neden olarak diisiik kan basincina
sahip hayvanlarda tasikardi, normal kan basincina sahip hayvanlarda ise bradikardiye
neden oldugu gosterilmistir (Yilmaz ve ark., 2015). Nesfatin-1’in merkezi
enjeksiyonu ile aynt zamanda plazma katekolamin, renin ve vazopressin
seviyelerinde artis oldugu da rapor edilmistir (Yilmaz ve ark., 2015). Baska bir
caligmada, nesfatin-1’in merkezi kardiyovaskiiler etkinligini posterior hipotalamusta
kolin ve asetilkolin seviyelerini artirarak ve merkezi kolinerjik muskarinik ve
nikotinik reseptorler araciligini da kullanarak gosterdigi ortaya konulmustur (Aydin
ve ark., 2018). Nesfatin-1, periferal yollarla uygulandiginda da kan basincinda
pressor bir yanita neden olmaktadir (Ayada ve ark., 2015; Ciftci ve ark., 2019a;
Osaki ve Shimizu, 2014; Yamawaki ve ark., 2012).

Simdiye kadar yapilan c¢alismalar, nesfatin-1’in kardiyovaskiiler sistemin
merkezi kontroliinde merkezi oksitosin, MCR%: ve pro-opiomelanokortin ve merkezi
kolinerjik reseptorlerinin araciligin1  kullanarak etkinlik gosterdigini ortaya
koymaktadir (Aydin ve ark., 2018; Yosten ve Samson, 2009; Yosten ve Samson,
2010). Bahsi gegen reseptorler disinda nesfatin-1’in merkezi kardiyovaskiiler sistem
tizerine olan etkilerine aracilik eden herhangi baska bir mekanizmanin varlig1 heniiz
gosterilmemistir. Yapilan bir ¢aligmada, insan ve fare kondrosit hiicreleri nesfatin-1
ile uyarildiginda, COX-2 ekspresyonlarinda bir artisa yol agtigi ve osteoartritli
hastalarda nesfatin-1’in COX-2 gibi proenflamatuar ajanlarmn artigini uyardigi rapor
edilmistir (Scotece ve ark., 2014). Yakin zamanda yapilan baska calismalarda, strese
bagli olusan gastrik mukoza hasar1 savunma mekanizmalarinda nesfatin-1’in de etkin
bir sekilde rol aldigi ve nesfatin-1’in gastroprotektif etkilerinde COX-PGE;
kaskadinin araciligi oldugunun gosterilmesi (Brzozowski ve ark., 2017; Kolgazi ve
ark., 2017; Szlachcic ve ark.,, 2013), nesfatin-1’in periferik etkilerinde
prostaglandinerjik sistemin araciliginin olabilecegini diisiindiirmekle birlikte,

merkezi nesfatin-1’in etkilerinde AA {riinlerinin araciligin1 gosteren bir delil



bulunmamaktadir. Ayrica, nesfatin-1’in kardiyovaskiiler sistem {izerinde pressor
etkileri oldugu bilinen histamin, phoenixin gibi norotransmitter ve ndromodiilator
maddelerle MSS’de ko-lokalize olmasi ve Ozellikle AA ile olusturulan
kardiyovaskiiler etkilerde histaminerjik reseptorlerin araciligmmin ortaya konmus
olmasi da (Altinbas ve ark., 2012; Altinbas ve ark., 2014) nesfatin-1’in kan basinci
tizerindeki merkezi etkilerinde AA iriinlerinin etkin bir rol alabilecegini
diisiindiirmektedir. Yine hem AA irilinlerinin hem de nesfatin-1’in olusturdugu
kardiyovaskiiler etkilere, normal ve hipotansif kosullarda periferik katekolamin,
vasopressin ve renin anjiotensin sisteminin aracilik etmesi bu iki néromodiilator veya
ndrotransmiter sistemin etki profili bazinda benzerliklerini gostermektedir. Bu
deliller en azindan kardiyovaskiiler sistemin kontrolii agisindan AA yolagi ve
nesfatin-1 arasinda bir etkilesim olabilecegini diisiindiirmekle birlikte, bu etkilesimi
simdiye kadar agiklayan bir rapora rastlanmamaktadir.

Bu bilgiler 1s1¢inda bu ¢alismada, hemodinami ve mikrodiyaliz ¢aligmalari
kullanilarak merkezi olarak uygulanan nesfatin-1’in kardiyovaskiiler etkilerinde

merkezi COX ve LOX enzim yolaklarinin araciliginin gosterilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nesfatin-1’in Genel Ozellikleri
2.1.1. Nesfatin-1’in Yapis1

Nesfatin-1, ilk kez 2006 yilinda Oh-l ve arkadaslan tarafindan hipotalamusta
kesfedilmis, beslenmenin kontroliinde yer alan anoreksijenik bir peptiddir (Oh-I ve
ark., 2006). Yaklasik 9,8 kDa agirligina sahip, yarilanma omrii 23,5 dakika olan
nesfatin-1, prekiirsor proteini NUCB2’den (niikleobindin2) tiiremis ve 82 aminoasite
sahiptir (Aydin, 2013; Oh-I ve ark., 2006). NUCB2’nin PC3/1 ve PC2 prohormon
doniistiiriicii enzimler ile pargalanmasiyla nesfatin-1 (1-82 aa), nesfatin-2 (85-163 aa)
ve nesfatin-3 (166-396 aa) formunda ti¢ farkli iiriin ortaya g¢ikmaktadir (Aydin,
2013). Simdiye kadar yapilan caligmalarda nesfatin-1’in bir¢ok fizyolojik etkisi
gosterilmis olmakla birlikte, nesfatin-2 ve nesfatin-3’iin nasil bir biyolojik aktiviteye
sahip olduguna dair heniiz bir kanit yoktur (Garcia-Galiano, 2010a). Nesfatin-1, N-
terminal (N23), orta segment (M30) ve C-terminal (C29) olarak isimlendirilmis ii¢
bolgeden olusmaktadir. Ozellikle anoreksijenik etkinligi basta olmak iizere, nesfatin-
1’in esas fizyolojik etkilerini gosterdigi bolgenin M30 oldugu bilinmektedir (Aydin,
2013; Palasz ve ark., 2012; Yamada ve ark., 2010) (Sekil 1).

PK PK
(Lys83-Arg84 ) (Argl64-Argl65)
Sinyal l lNleear Lokalizasyon Sinyali
Peptidi \ Hidrofobik Bolge
'. Leu/lle LT
24 | 2 163 B B B A 396

Nesfatin-1 Nesfatin-2 Nesfatin-3
m 1 23 53 82
> N23 [EM30TING9N
Sekil 1: NUCB2 ve nesfatin-1’in protein yapisi. PK: Prohormon konvertaz, A: Asit aminoasitler, B:

Basit aminoasitler, N23: lk 23 aminoasit (N-terminal segmenti), M30: ikinci 30 aminosit (mid-
segmenti), C29: Son 29 aminoasit (C-terminal segmenti) (Feijoo-Bandin ve ark., 2016).



Insan, fare ve sicanda filogenetik ve fonksiyonel 6zellikleri tanimlanmis olan
nesfatin-1, insan, diger memeli tiirleri ve daha diisiikk organizmalarla %85’ten daha

yiiksek bir oranda homologluk gostermektedir (Gonzales ve ark., 2009) (Sekil 2).

Mesfatin-1'in Amincasit Sekansi
. I [
Insan VEIDIDKETEVONIHPVESAKIEPPDTGLYYDEYLKQYIDVL 9
Sican VPIDVDKTKVHHVEFPVESARIEPPDTGLYYDEYLKQVIEVL | %8537 benzerlik
Fare VPIDVDETEVHHTEPVENARIEPPDTGLYYDEYLKQVIEWL 2

FAEE AR RE @ EEd B, ARG R AR R -

4 WY

INsan “ETOKHFREKLOKADIEE IKSGRLSKELDLVSHHVRTKLDEL 1 ;

£ IEE L 286,59 b lik
Sican  ETOPHFREKLQKADIEE IRSGRLSQELDLVSHKVRTRLDEL J Enzerii
Fare ETDPHFREKLOKADIEEIRSGRLSOELDLVSHKVRTRLDEL |%97,56 benzerlik

Sekil 2: insan, sican ve farede nesfatin-1’in aminoasit sekansi (Feijoo-Bandin ve ark., 2016).

2.1.2. Nesfatin-1’in Merkezi Sinir Sistemi Icerisindeki Salinimi ve Dagihim
NUCBZ2/nesfatin-1, ilk kez hipotalamusta varligmnin tespitinin ardindan besin
alimi ile alakali; paraventrikiiler niikleus (PVN), arkuat niikleus (ARC), niikleus
traktus solitaryus (NTS) gibi beyin bolgelerinde de tanimlanmistir (Oh-l ve ark.,
2006). Bu bolgelerin disinda nesfatin-1, merkezi sinir sistemi (MSS) igerisinde
bir¢ok fizyolojik etkinlige sahip alanlarda ve ¢ekirdeklerde de gosterilmistir. Goebel
ve ark.’nin (2009a, 2011) sicanlarda ve farelerde yaptiklari1 immiinohistokimyasal
caligmada; piriform ve insular korteks, endopiriform niikleus, niikleus akkumbens,
lateral septum, stria terminalisin bed niikleusu, sentral amigdaloid niikleus, medial
preoptik alan, dorsal rafe niikleusu, niikleus ambiguus, ventrolateral medulla,
gigantoseliilar retikular niikleus, serebellumun purkinje hiicrelerinde, beyin kokiinde
rafe niikleusu, Edinger-Westphal niikleus, lokus seruleus (LC), lateral parabrakial
niikleus, dorsal vagal kompeks ve talamik parafasikiiler niikleusta NUCB2/nesfatin-
I’in varligi rapor edilmistir. Ayrica, hipotalamusta supraoptik niikleus (SON)
(Maejima ve ark., 2009), lateral hipotalamik bolgede, (Foo ve ark., 2008; Oh-I ve
ark., 2006) hipotalamus disinda subfornikal organ (SFO) (Moreau ve Ciriello, 2013),
talamik parafasikiiler niikleusta da (Goebel-Stengel ve ark., 2011) nesfatin-1’in

bulundugu bilinmektedir. Yapilan immunoreaktif ve PCR ¢alismalarda nesfatin-1’in



spinal kordda preganglionik sempatik ve parasempatik hiicre gruplarinda da yer
aldig1 gosterilmistir (Goebel ve ark., 2009a).

Nesfatin-1; Kkardiyovaskiiler diizenlemede ©Onemli gorevlere sahip olan
hipotalamusta, PVN ve SON’da vazopressin ve oksitosin ile (Foo ve ark., 2008;
Kohno ve ark., 2008), yine hipotalamusta beslenme fonksiyonlarinin kontroliinde
oreksin, grelin, kolesistokinin (Kerbel ve Unniappan, 2012) ve histamin (Gotoh ve
ark.,, 2013) ile ko-lokalize ve ko-eksprese oldugu bilinmektedir. Ayrica
kortikotropin-releasing hormon, tiriotropin-releasing hormon, kokain ve amfetamin-
regiile transkript peptid (Goebel-Stengel ve Wang, 2013; Gotoh ve ark., 2013; Okere
ve ark., 2010; Price ve ark., 2008a; Yoshida ve ark., 2010), somatostatin, growth
hormon  releasing  hormon, a-melanosit-stimulating  hormon  (a-MSH),
proopiomelanokortin (Foo ve ark., 2008), melanokortin stimiile edici hormon (Fort
ve ark., 2008), iirokortin-1 (Okere ve ark., 2010), phoenixin (Palasz ve ark., 2015),
serotonin ve noradrenalin (Yoshida ve ark., 2010) ile de ko-lokalize oldugu

immunohistokimyasal ¢alismalar ile ortaya konmustur.

2.1.3. Nesfatin-1’in Periferik Dokulardaki Salinimi ve Dagilim
NUCB2/Nesfatin-1’in MSS’deki ekspresyonlarmin yani sira, diger peptid
hormonlara benzer sekilde periferal dokularda da eksprese edildigi bilinmektedir
(Stengel ve ark., 2009a). Gastrointestinal sistem igerisinde, 6zofagusta (Jiang ve ark.,
2016; Zhang ve ark., 2010); midede gastrik mukoza (Stengel ve ark., 2009a), fundus
ve endokrin hiicrelerinde (Gonzalez ve ark., 2010; Jiang ve ark., 2016; Stengel ve
ark., 2013; Varricchio ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2010); duodenumda Brunner
bezleri ve endokrin bezlerinde; ileum, ileogekal kapakgik ve kolonda (Jiang ve ark.,
2016; Varricchio ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2010); pankreasta Langerhans
adaciklarinda ve karacigerde varhigi gosterilmistir (Foo ve ark., 2010; Gonzalez ve
ark., 2009; Gonzalez ve ark., 2010; Hatef ve ark., 2015; Jiang ve ark., 2016; Zhang
ve ark., 2010). Ureme sistemi organlarindan; ovaryum, testis, plasenta ve uterusta
bulunmaktadir (Chung ve ark., 2013; Kim ve ark., 2014; Prinz ve Stengel, 2016).
Nesfatin-1’in, hipofiz bezinde (Kim ve ark., 2014), adipoz dokuda (Ramanjaneya ve
ark., 2010), kasta ve kalpte de bulundugu bilinmektedir (Prinz ve Stengel, 2016).

Serebrospinal sivi, goz, timus, akciger, dalak, bobrek ve deri gibi doku ve organlarda



da varliginin gosterilmesi, nesfatin-1’in periferde de genis bir dagilima ve fizyolojik
etkinlige sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Chung ve ark., 2013; Oh ve ark., 2006;
Prinz ve Stengel, 2016; Tan ve ark., 2011). Ayrica, bu yeni kesfedilen molekiiliin
kan-beyin bariyerini ¢ift yonlii olarak, hem kandan beyine hem de beyinden kana
gecebildigi yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (Pan ve ark., 2007; Price ve ark.,
2007).

2.1.4. Nesfatin-1’in Fizyolojik Etkinligi

Son yillarda yapilan c¢alismalarda nesfatin-1’in gida ve su aliminin
diizenlenmesi (Oh-1 ve ark., 2006; Yosten ve ark., 2012), viicut sicakliginin kontrolii
(Konczol ve ark., 2012), gastrik bosalmanin (Stengel ve ark., 2009b) ve bagirsak
motilitesinin yavaslatilmas1 (Atsuchi ve ark., 2010), viicudun enerji dengesinin
diizenlenmesi (Gonzalez ve ark., 2011; Mortazavi ve ark., 2015), egzersiz (Mohebbi
ve ark., 2015), reprodiiktif faaliyetlerin kontrolii (Chung ve ark., 2015; Palasz ve
ark., 2012) ve uykunun regiilasyonu gibi fizyolojik diizenlemelerin yaninda (Jego ve
ark., 2012; Vas ve ark., 2013), karacigerde olusan non-alkolik yagh karaciger
rahatsizligi (Basar ve ark., 2012), abdominal cerrahi (Stengel ve ark., 2010),
deoxynivalenol intoksikasyon olgusu (Gaige ve ark., 2013), kisitlamalara bagl stres
kosullar1 (Goebel ve ark., 2009b; Okere ve ark., 2010), gebelige bagl ve tip-2
diabetes mellitus (Aslan ve ark., 2012; Ding ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2012),
hipergliseminin engellenmesi (Su ve ark., 2010), obezitenin engellenmesi (Shimizu
ve ark., 2009; Tan ve ark., 2011; Zegers ve ark., 2011), polikistik ovaryum sendromu
(Ademoglu ve ark., 2014; Deniz ve ark., 2012), irritabl bagirsak sendromu (Jia ve
ark., 2013), hipertiroidizm (Tohma ve ark., 2015), osteoartrit olgusu (Zhang ve ark.,
2015), kronik obstriiktif akciger hastaligi (Leivo-Korpela ve ark., 2014), preeklampsi
(Zhang ve ark., 2014), endometriozis (Sengiil ve ark., 2014), epileptik nobetler
(Aydin ve ark., 2011), dehidrasyona bagli anoreksi (Yoshimura ve ark., 2014),
anksiyete ve korkuya bagl davraniglar (Merali ve ark., 2008) gibi birgok patolojik

olgu ve hastaliklarda da rollerinin oldugu gosterilmistir (Sekil 3).
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Sekil 3: Nesfatin-1’in merkezi ve periferik etkileri (Stengel, 2015).

2.1.4.1.Nesfatin-1’in Beslenme ve Gida Al Uzerine Etkisi

Besin alimiin merkezi kontroliinde biiylik rol oynadig bilinen nesfatin-1,
ticlincii ventrikiile yapilan enjeksiyonundan sonra 6giin biiyiikliigiinii azaltarak ve ara
0glin sikhigmin artmasina bagl olarak da doygunluk hissinin artmasina ve besin
aliminda azalmaya; kronik olarak uygulanmasindan sonra ise viicut agirliginda
diisise neden olmaktadir (Goebel ve ark., 2011; Oh-I ve ark., 2006). Bu etkinin
fizyolojik bir 6neme sahip olmas1 muhtemeldir, ¢linkii PVN’de endojen nesfatin-1’in
bir antisens oligoniikleotidi ile bloke edilmesi veya NUCB2’nin nakavt edilmesi,
gida aliminda bir uyarilmaya ve sonrasinda da viicut agirliginda artisa neden
olmaktadir (Nakata ve ark., 2016; Oh-l ve ark., 2006). Daha sonraki birbirinden
bagimsiz olarak sigan (Konczol ve ark., 2012; Stengel ve ark., 2009b; Yosten ve
Samson, 2010), fare (Atsuchi ve ark., 2010; Goebel ve ark., 2011), domuz (Lents ve
ark., 2013) ve balik (Gonzalez ve ark., 2010) gibi farkli tiirler iizerinde yapilan
caligmalarda, nesfatin-1’in beyin ventrikiiler enjeksiyonundan sonraki anoreksijenik
etkisi dogrulanmustir. Nesfatin-1’in merkezi etkilerinin aksine, Stengel ve
arkadaglarinin  2009’da yaptiklar1 bir ¢alismada, nesfatin-1’in periferal yolla

uygulanmas1 ile anoreksijenik bir etkisinin olmadigi gosterilirken, baska bir



calismada yliksek dozda intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edilen nesfatin-1’in
farelerde besin alimimni azaltici etkisi oldugu ortaya koyulmustur (Shimizu ve ark.,
2009). Benzer sekilde nesfatin-1’in yiiksek dozlarda subkutan (s.k.) yolla kronik
olarak uygulanmasi da besin alimmni inhibe edici bir etkiye sahiptir (Mortazavi ve
ark., 2015). Ancak genel olarak bakildiginda nesfatin-1’in anoreksijenik etkisi,
peptidin diisiik dozlarda merkezi yolla uygulanmasindan sonra daha kolay
gozlenmektedir ve bu da nesfatin-1’in agirlikli olarak merkezi anoreksijenik etkili bir
peptid oldugunu gostermektedir (Schalla ve Stengel, 2018).

Nesfatin-1 anoreksijenik etkilerini, MSS’de farkli reseptorler ve sinyal
yolaklar1 tizerinden gostermektedir. Besin aliminin diizenlenmesinde 6nemli bir
merkez olan hipotalamusta o-MSH ve nesfatin-1 ndéronlarin1 aktive ederek
beslenmenin diizenlenmesine aracilik etmektedir (Sedbazar ve ark., 2014). Merkezi
nesfatin-1 uygulamasindan o6nce segici kortikotropin releasing faktor (CRF) 2
antagonisti astressin2B ile yapilan 6n tedavi sonrasinda nesfatin-1 kaynakl
anoreksijenik etkilerin ortadan kalkmasi, nesfatin-1’in anoreksijenik etkilerinde
CRF2 reseptor sinyal yolagmin araciliginin olabilecegini de gostermektedir
(Heidarzadeh ve ark., 2018; Stengel ve ark., 2009b). Besin aliminin diizenlenmesinde
CRF ve melanokortin sisteminin baglantili oldugu bilinmektedir (Kawashima ve ark.,
2008; Lu ve ark., 2003). MCR% antagonisti SHU9119 ile yapilan 6n tedavi ile
nesfatin-1 kaynakli anoreksijenik etkilerinin azaltilarak (Yuan ve ark., 2017) veya
ortadan kaldirilarak (Oh-I ve ark., 2006), melanokortin-CRF sinyal yolagi iizerinden
de besin alimimnin inhibe edildigi rapor edilmistir (Schalla ve Stengel, 2018). Baska
bir calismada PVN’de nesfatin-1 néronlarinin aktive olmasiyla oksitosin néronlarinin
da aktive oldugu ve buna bagli olarak da melanokortin sinyal yolagi bagiml
anoreksijenik etkilerin ortaya ¢iktigi rapor edilmistir (Maejima ve ark., 2009). Yine
ayni ¢aligmada, oksitosin reseptdr antagonistleri ile yapilan 6n tedaviler sonrasinda
nesfatin-1’in yaratmis oldugu anoreksijenik etkilerin ortadan kalktigi da ortaya
koyulmustur (Maejima ve ark., 2009). Nesfatin-1’in besin alimini, ARC’de
noropeptit Y (NPY) noronlarini hiperpolarize ederek inhibe edebilecegi in vitro
olarak gosterilmistir (Price ve ark., 2008b). ARC’de nesfatin-1, NPY ve rapamisin
(m-TOR) ile ko-lokalizedir (Inhoff ve ark., 2010). M-TOR’un NPY (Shimizu ve ark.,

2010) mRNA ekspresyonunu azaltmasi, ayni zamanda periferik olarak m-TOR
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sinyalindeki diistisiin, nesfatin-1 mRNA ekspresyonunda bir azalmaya yol agmasi (Li
ve ark., 2012), m-TOR sinyal yolaginin da nesfatin-1’in besin alimimi diizenleyici
etkinliginde araciligi olabilecegini diisiindiirmektedir (Folgueira ve ark., 2017).
Ayrica, fibroblast biiylime faktorii 21’in (FCF21) PVN’de nesfatin-1 mRNA
ekspresyonunu arttirmasi, NUCB2 nakavt farelere merkezi yolla FCF21
uygulanmasindan sonra besin aliminda bir azalma meydana gelmesi; nesfatin-1’in
anoreksijenik etkilerine FCF21’in de aracilik edebilme olasiligi oldugu Santoso ve
arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada ortaya konmustur (Santoso ve ark.,

2017).

2.1.4.1.1. Nesfatin-1’in Gastrointestinal Sistem Fonksiyonlar1 Uzerine Etkisi
Gida alimimi diizenleyen bir¢ok peptit gibi nesfatin-1 de gastrointestinal
fonksiyonlarda degisiklikler yaratmaktadir. Nesfatin-1’in serebral yan ventrikiile
(s.y.v.) uygulanmasi; amigdalanin merkezi niikkleusu (Wang ve ark., 2014),
bazomedial amigdala (Xu ve ark., 2015), ARC (Li ve ark., 2013a), PVN (Guo ve
ark., 2015), lateral hipotalamus (Xu ve ark., 2017) ve ventromedial hipotalamusa
(Gao ve ark., 2017) yapilan mikro enjeksiyonlar sonrasinda gastrik bosaltimin
azalmast (Stengel ve ark., 2009b), antral ve duodenal motilitenin inhibisyonu
(Atsuchi ve ark., 2010), besin aliminda inhibitor etkinliginin bir gostergesi olarak
kabul edilmektedir. Gastrik siskinlik, NTS (Bonnet ve ark., 2013a) ve ventromedial
hipotalamusta (Feng ve ark., 2017) nesfatin-1 c-Fos ekspresyonunu artirmakta, anti-
nesfatin-1 antikor enjeksiyonu ile niikleus akkumbens kaynakli ventromedial
hipotalamik noronal atesleme engellenebilmektedir (Gao ve ark., 2017) ve
ventromedial ~ niikleus-nesfatin-1 ~ sinyal  yolaginin  gastrik  motilitenin
diizenlenmesinde endojen bir diizenleyici olarak yer alabilecegi diislincesi kabul
gormektedir (Schalla ve Stengel, 2018). Nesfatin-1’in (intravendz) i.v. yolla
uygulanmasi, mide kasilmalarin1 azaltmakta ve bu etkinin periferal reseptorler
aracilig1 ile olabilecegi hipotezi son zamanlarda 6nem kazanmistir (Stengel ve ark.,
2013; Watanabe ve ark., 2015). Yakin zamanlarda yapilan bir ¢alismada, inatgi
kusma ve bulanti tedavisinde kullanilan kronik gastrik elektrik stimiilasyonu,
dolasimdaki nesfatin-1 dilizeyini azaltmakta ve nesfatin-1’in bu hastaliga

patofizyolojik olarak katkida bulundugu bildirilmektedir (Meleine ve ark., 2017).
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Gastrik motiliteyi etkilemesinin yani sira, s.y.v. yolla uygulanan nesfatin-1, 2-deoksi-
D-glikoz ile uyarilmis gastrik asit salgisini azaltarak sekretuar fonksiyonlar1 da

etkilemektedir (Xia ve ark., 2012).

2.1.4.1.2. Nesfatin-1’in Kan Glikoz Homeostazisi Uzerine Etkileri

Periferdeki diger ekspresyonlarmin yaninda nesfatin-1, kemirgen (Foo ve
ark., 2010; Gonzalez ve ark., 2009), képek (Morton ve ark., 2018) ve insanlarda
(Riva ve ark., 2011) pankreasin endokrin bezlerinde (Mohan ve ark., 2012; Stengel
ve ark., 2009a; Zhang ve ark., 2010) insiilin ile ko-lokalize olmaktadir. Nesfatin-1, in
vitro olarak glikoz ile uyarilmis insiilin salinimini artirmakta (Gonzalez ve ark.,
2011a) ve bu da nesfatin-1’in pankreastaki varsayilan reseptorlerinin destekledigi
kan glikozunu diisiiriicii bir etki olarak diisiiniilmektedir (Prinz ve ark., 2016; Riva ve
ark., 2011; Su ve ark., 2010). Oral yolla glikoz alimindan sonra kan glikoz
seviyelerinin dengelenmesinde rol oynamasinin yaninda (Gonzalez ve ark., 2011b);
i.v. (Dong ve ark., 2013) veya s.k. (Li ve ark., 2013b) yolla uygulanan nesfatin-1,
kan glikozunun diisiiriilmesinde gorev alan mekanizmalar1 devreye sokarak da glikoz
homeostazisinin korunmasinda Onemli gorevler {istlenmektedir. Nesfatin-1’in
intraserebroventrikiiler yolla enjekte edilmesi, kaslarda glikoz absorbsiyonunu
artirmakta ve karacigerde fosfoenolpiruvat karboksikinaz mRNA ekspresyonunu
azaltarak, glukoneogenezde yavaslamaya neden olmaktadir (Yang ve ark., 2012).
Periferal insiilin inflizyonu ile gelisen hipoglisemik kosullarda, besin aliminin
kontroliinde 6nemli bolgeler olan, ARC, PVN, lateral hipotalamik bolge, vagusun
dorsal motor niikleusu ve NTS’de nesfatin-1 eksprese eden noronlarin c-FoS
aktivitesinde bir artiy meydana geldigi yapilan immiinohistokimyasal ¢aligma ile
ortaya konmustur (Bonnet ve ark., 2013b).

Tip 2 diyabet kosullarinda; pankreatik nesfatin-1 ekspresyonunda bir azalma
meydana gelmesine karsin (Foo ve ark., 2010; Riva ve ark., 2011), dolasimdaki
nesfatin-1 seviyelerinde bir artis gézlemlenmektedir (Dong ve ark., 2013; Zhang ve
ark., 2012). Insiilin direncine sahip, metabolik sendromlu hastalarda ise nesfatin-1
konsantrasyonu, saglikli bireylere gore daha diisiik seviyelerde seyretmektedir (Algul

ve ark., 2016).
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2.1.4.2. Nesfatin-1’in Su Tiiketimi Uzerine Etkisi

Nesfatin-1 sadece yeme davranislarinin diizenlenmesinde degil, viicut
stvilarinin dengelenmesinde de gorev almaktadir (Konczol ve ark., 2012; Yoshimura
ve ark., 2014; Yosten ve Samson, 2010; Yosten ve ark., 2012). Nesfatin-1’in, s.y.v.
yolla uygulandiginda MCR3%: ve oksitosin reseptorleri iizerinden su aliminda
azalmaya yol agtig1 Yosten ve Samson tarafindan 2009 yilinda gosterilmistir (Yosten
ve Samson, 2009). Nesfatin-1’in antidipsojenik etkinligi, anoreksijenik etkinliginden
daha kisa siirede belirgin hale geldiginden, besin alimindaki azalmanin su alimindaki
diisiis kaynakli oldugu diistintilmektedir (Yosten ve Samson, 2009). Nesfatin-1 doza
bagli olarak; gece boyu su kisitlamasi ve hipertonik sivi tiiketimi sonrasinda artis
gosteren anjiyotensin II'nin etkinligini de zayiflatmaktadir (Yosten ve ark., 2012).
Ayrica viicut sivi dengesinin merkezi olarak diizenlenmesinde gorevli bolgelerden
biri olan SFO’da NUCB2 mRNA ekspresyonunun oldugu bilinmektedir (Hindmarch
ve ark., 2008; Kuksis ve Ferguson, 2014). Nesfatin-1’in s.y.v. yolla uygulanmasi,
SFO’da c-Fos aktivitesini yiikseltirken; besin kisitlamasi1 durumlarinda, SFO’ya
yapilan nesfatin-1 mikroenjeksiyonu, anjiotensin sisteminden bagimsiz olarak su
tiiketiminde bir artisa neden olmaktadir (Moreau ve Ciriello, 2013). Uzun siireli su
yoksunlugu, SFO’da ve ayrica dehidrasyonun normalize edilmesinde gorevli SON ve
PVN’de NUCB2 mRNA’s1 ve nesfatin-1 protein seviyelerini artirmasina karsin
(Yoshimura ve ark., 2014), total hipotalamustaki NUCB2 mRNA seviyelerini
azaltmaktadir (Yosten ve ark., 2012).

2.1.4.3. Nesfatin-1’in Enerji Metabolizmasindaki Rolii

Merkezi yolla uygulanan nesfatin-1’in viicut sicakligini artirdigi (Kénczol ve
ark., 2012), enerji tiiketimini, kuru 1s1y1, kahverengi yag doku biiylimesini ve kuyruk
1s1sinin ayarlanmasini MCR%4 {lizerinden modiile ettigi rapor edilmistir (Dore ve ark.,
2017a). Ayrica, soguk ortam kosullarinda, PVN’deki nesfatin-1 immiinoreaktif
noronlarin aktive oldugu da bilinmektedir (Konczol ve ark., 2012). Nesfatin-1’in
mTOR sinyal yolagi iizerinden kahverengi yag doku farklilagsmasini uyarmasi
dolayisiyla enerji harcanmasinda uzun vadeli degisikliklere neden olabilecegi

diisiiniilmektedir (Wang ve ark., 2016).
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Nesfatin-1’in s.k. infiizyonu ile, besin alimi ve viicut agirhigindan bagimsiz
olarak, plazma kolesterol ve trigliserid seviyelerinde azalma meydana gelmektedir
(Yin ve ark., 2015). Diyabet kosullarinda, i.v. olarak enjekte edilen nesfatin-1’in,
serbest yag asitlerini ve viicut agirligin1 normal seviyelere getirdigi gosterilmistir
(Dong ve ark., 2013). Hepatosit in vitro hiicre kiiltiiriinde yapilan bir ¢alismada,
nesfatin-1’in yag birikimini azalttig1 rapor edilmistir (Yin ve ark., 2015). Baska bir
calismada ise, alkole bagl olmayan karaciger yaglanmasina sahip hastalarda kandaki
nesfatin-1 seviyelerinin normal bireylere gore daha diisiik oldugu ortaya konmustur

(Basar ve ark., 2012).

2.1.4.4. Nesfatin-1’n Uyku Déngiisii Uzerine Etkileri

REM uykusunun merkezi diizenlenmesiyle yakindan iliskili bir bolge olan
tuberal hipotalamik alanda (THA) nesfatin-1’in MCH ile ko-ekspresyonunun (Fort
ve ark., 2008; Luppi ve ark., 2006) kesfinin ardindan, uyku dongiisii ile nesfatin-1
arasindaki potansiyel fonksiyonel baglantilarin aciga kavusturulmasini amaclayan
caligmalar yapilmistir. REM uykusunun ortadan kaldirilmasinin, uyku-uyaniklik
dongiistiniin  diizenlenmesi ile ilgili olan dorsal lateral hipotalamusta (Papp ve
Palkovits, 2014) NUCB2/nesfatin-1 ekspresyonunu azalttigi; REM uykusunun geri
getirilmesinin ise nesfatin-1 noronlarini aktive ettigi Vas ve arkadaslar1 tarafindan
2013 yilinda rapor edilmistir (Vas ve ark., 2013). Endojen nesfatin-1 ekspresyonunun
blokajinin REM uykusunu negatif yonde etkiledigi de bilinmektedir (Jego ve ark.,
2012). Ayrica insan uyku apne sendromunda, hastaligin siddeti ile periferal nesfatin-
1 arasinda ters bir korelasyon oldugu da yapilan fonksiyonel ¢aligsmalarla ortaya

konmustur (Aksu ve ark., 2015, Araz ve ark., 2015, Shen ve ark., 2015).

2.1.4.5. Nesfatin-1’in Anksiyete ve Depresyondaki Rolii

Nesfatin-1'in, anksiyetenin ve depresif davraniglarin diizenlemesinde roli
oldugu diistiniilmektedir. Anksiyete benzeri davraniglarda ve stres yanitlarinin
diizenlenmesinde rol aldigi bilinen amigdaloid niikleuslar, stria terminalisin bed
niikkleusu, PVN ve hipokampus gibi beyin bolgelerinde NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesi tespit edilmistir (Brailoiu ve ark., 2007; Fort ve ark., 2008;

Goebel ve ark., 2009a; Goebel-Stengel ve ark., 2011). S.y.v. olarak nesfatin-1
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uygulanmasinin, hem plazma adrenokortikotropik hormon (ACTH) hem de
kortikosteron seviyelerini artirdigi (Konczol ve ark., 2010; Yoshida ve ark., 2010) ve
bu sayede nesfatin-1’in, hipotalamo-hipofizer-adrenal (HPA) aks aktivitesinin
modiilasyonunda rol alabilece8i gosterilmistir. Ayrica, bilateral adrenalektomi
sonrasinda PVN’de NUCB2 mRNA ekspresyonunun arttig1 ve bu artisin HPA aks
aktivitesi ile diizenlendigi de rapor edilmistir (Konczol ve ark., 2010). Merkezi yolla
enjekte edilen nesfatin-1’in anksiyete benzeri davranislara neden oldugu (Merali ve
ark., 2008); kronik olarak, hem merkezi (Yosten ve Samson, 2009) hem de periferik
(Ge ve ark., 2015) yolla uygulanmasinin ise kaygi benzeri davranmiglari artirdigi
yapilan davranig testleriyle ortaya konmustur. Nesfatin-1 ile uyarilmis anksiyete
davraniglarinin - SHU9119 ile ortadan kaldirilmasi, nesfatin-1’in  merkezi
melanokortin  sistemini  kullanarak stres yanit mekanizmalarina katildigini
gostermektedir (Yosten ve Samson, 2009). Bununla birlikte, hipotalamik (HPA) ve
amigdaloid ¢ekirdekler gibi ekstrahipotalamik bolgelerin, korku ve anksiyete ile ilgili
davranislara katkis1 heniiz belirlenmemistir.

Alan kisitlama stresi ile serum kortikosteron seviyerinde (Xu ve ark., 2010);
PVN, SON, ARC, LC, rafe pallidus ve ventrolateral medulla gibi c¢esitli beyin
bolgelerindeki NUCB2/nesfatin-1 noronlarinin c-Fos ekspresyonlarinda; PVN ve
ventromedial medullada NUCB2 mRNA ekspresyonunda (Konczdl ve ark., 2010)
artiglar meydana gelmektedir (Goebel ve ark., 2009a; Yoshida ve ark., 2010). Ayrica
s.y.v. olarak nesfatin-1 verilmesi ile PVN, SON, NTS, LC ve medial rafede c-Fos
ekspresyonu artmaktadir (Yoshida ve ark., 2010).

Major depresyonlu hastalarda plazma nesfatin-1 seviyeleri saglikli bireylere
gore daha yiiksek seyretmektedir (Ari ve ark., 2011). Anoreksiya nervoza (Hofmann
ve ark., 2015a) veya obezite (Hofmann ve ark., 2013; Hofmann ve ark., 2015) tanisi
koyulmus kadinlarda, dolasimdaki nesfatin-1 diizeyleri ile anksiyete pozitif iliskili
iken, erkek bireylerde bu iliski tam tersi sekilde bulunmustur (Hofmann ve ark.,
2015). Yapilan c¢aligmalar, NUCB2/nesfatin-1’in  otonomik, nd&roendokrin ve
davranigsal stres cevap mekanizmasinda rol oynadigin1 gostermektedir (Dore ve ark.,
2017D).
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2.1.4.6. Nesfatin-1’in Reprodiiktif Fonksiyonlar Uzerine Etkileri

Nesfatin-1’in bir¢ok fonksiyonel gérevinin yaninda, iremenin olgunlagsmasi
ve islevleri tizerinde de rolii biiyiiktiir (Schalla ve Stengel, 2018). Sigan, fare, kopek
ve insanlarda yapilan ¢alismalarda; NUCB2 ve nesfatin-1 ekspresyonlar1 erkeklerde,
testislerde ve seminifer tiibiillerin yan tarafinda yer alan interstitiumda saptanmistir
(Garcia-Galiano ve ark., 2012; Nozawa ve ark., 2016). Nesfatin-1’in interstitiumdaki
varliginin interstisyel Leydig hiicrelerinden kaynaklandigi ve ergenlikten yetiskinlige
gegciste hipofizyel liiteinize hormonun (LH) uyardigi diizeylerde artis sekillendigi
goriilmektedir (Stengel ve ark., 2009a; Garcia-Galiano ve ark., 2012). Benzer sekilde
disilerde de ovaryumda, ovaryumun teka ve interstisyel hiicrelerinde
NUCB2/nesfatin-1 ekspresyonu saptanmistir (Kim ve ark., 2014; Banerjee ve ark.,
2015). Pubertal gecis sirasinda disilerde, hipotalamik NUCB2 mRNA seviyelerinde
ve NUCB2/nesfatin-1 protein igeriginde artiglar meydana geldigi ve merkezi olarak
nesfatin-1 uygulanmasinin dolagimdaki gonadotropinlerin yiikselmesine neden
oldugu da gosterilmistir (Garcia-Galiano ve ark., 2010b). Yine aymi g¢alismada,
nesfatin-1’in erkeklerde testis dokusundan koryonik gonadotropin ile uyarilmis
testosteron saliniminda artisa neden oldugu ex vivo olarak ortaya konmustur (Garcia-
Galiano ve ark., 2012). Nesfatin-1’in merkezi olarak uygulanmasi, hipotalamik
gonadotropin releasing hormon (GnRH), kisspeptin, hipofizer folikiiler sitimiile edici
hormon (FSHb), LHb ve testikiiler steroidogenik akut diizenleyici protein
ekpresyonlarinda bir azalmaya neden olmaktadir (Garcia-Galiano ve ark., 2010b;
Gao ve ark., 2016). Yapilan in vitro bir ¢alismada ise testosteronun hipotalamik ve
hipofizer NUCB2/nesfatin-1 protein ekspresyonunu uyardigi rapor edilmistir (Hatef
ve Unniappan, 2017). Kastre edilmis farelerde hipofizyal NUCB2 mRNA
ekspresyonunun azalmasi ve bu etkinin testosteron tedavisi ile geri dondiiriilebilir
olmasi, nesfatin-1’in testosterona bagimli olarak diizenlendigini gosteren kanitlardan
birisidir (Seon ve ark., 2017). Cok yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, nesfatin-1
ve ko-eksprese edilen phoenixin kombinasyonu tedavisinin, kandaki tireme hormon
seviyelerini sinerjetik bir etki ile etkileyerek erkek hipotalamo-hipofizer-gonadal
aksisi tizerinde diizenleyici bir etkinlige sahip oldugu rapor edilmistir (Guvenc ve
ark., 2019).
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2.1.4.7. Nesfatin-1’in Solunum Sistemi Uzerine Etkileri

Nesfatin-1’in  NTS, niikleus ambiguus, dorsal vagal kompleks, nervus
vagusun dorsal vagal niikleus ve hipotalamus gibi solunum ile ilgili merkezlerde
eksprese ediliyor olmasi1 (Goebel ve ark., 2009a; Goebel ve ark., 2011) bir¢ok
fizyolojik etkinliginin yaninda solunumun kontroliinde de rol oynayabilecegini
gostermektedir. Ciftci ve ark.’nin (2019b) 12 saat a¢ birakilmis ve ad libitum olarak
beslenmis tok siganlarda yaptiklart bir calismada, intraserebroventrikiiler yolla
uygulanan nesfatin-1’in, tidal voliim, solunum sayis1 ve dakika solunum hacmini
doza ve zamana bagl olarak arttirarak hiperventilasyona yol actig1 rapor edilmistir.
Yine ayni ¢alismada periferal yolla uygulanan nesfatin-1’in, tok siganlarda tidal
voliimde bir degisiklige neden olmaksizin, solunum sayist ve dakika solunum

hacminde bir artisa yol agtig1 da gosterilmistir (Ciftci ve ark., 2019Db).

2.1.4.8. Merkezi Kardiyovaskiiler Kontrol ve Nesfatin-1’in Kardiyovaskiiler

Sistem Uzerine Etkileri

Kardiyovaskiiler sistemin temel islevi; sindirim yoluyla emilimi saglanan
besin maddelerinin, akcigerler yoluyla aliman oksijenin ve viicutta iiretilen
hormon/enzimlerin hiicre, doku ve organlara transportu; doku ve organlardan gelen
karbondioksit ve artik maddelerin de bobrek ve akcigerler gibi atilim saglayan
organlara ulastirilmasini saglamaktir. Kardiyovaskiiler sistem; arteriyel kan basinci
ve viicut sicakligmin diizenlenmesi gibi ¢esitli homeostatik fonksiyonlarda rol
oynarken; kanama, egzersiz ve postiirdeki degisiklikler gibi degistirilmis fizyolojik
durumlara kars1 gelistirilen homeostatik ayarlamalara da katki saglamaktadir
(Costanzo, 2014).

Kardiyovaskiiler sistem; kalp, damarlar ve damarlarin igerisinde kan bulunan
kapali bir sistemdir. Kalp bu sistemin merkezinde konumlanmis ve esas olarak
kasilma yoluyla kan1 kan damarlar i¢inden gegirebilmek ve kanin devamli hareket
halinde tutulmasini saglamak i¢in baski yaratan bir pompa gorevi listlenmistir (Ayral,
1978). Tiim doku ve organlara kan perfiizyonunun yeterli bir sekilde saglanmasi igin
damarlar elastikiyet 6zellikleri ile kan1 her bolgede ihtiyaca yonelik olarak uygun bir
basing altinda bulundurmaktadir. Kanin damar g¢eperine uygulamis oldugu basing,

kan basinci olarak adlandirilir, periferik arteriyel diren¢ ve Kkalp debisi diizeyleri
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tarafindan belirlenmektedir. Basingtaki degisiklikler doku ve organlara kan akimini
biiyiik olgiide etkilediginden, kan basincini diizenleyen mekanizmalarin basinci
belirleyen parametreleri etkileyerek, yasamin devamliliginin saglanabilmesi i¢in
doku kan akimini sabit ve normal sinirlar i¢erisinde tutmasi gerekmektedir.

Kan basincinin  kontrolii, periferik ve merkezi noéral mekanizmalar,
hormonlarin kisa ve uzun siireli etkinligi, lokal vaskiiler faktorler ve bobrekler ile
saglanmaktadir (Conte, 2003). Kardiyovaskiiler sistemin otonomik olarak
diizenlenmesinde; medulla oblangatadaki sinir aglari, hipotalamus, serebral korteks,
medullar kemoreseptorler; kalp, kan damarlari, akcigerler, deri, iskelet kaslar1 ve i¢
organlarda yerlesmis durumdaki baroreseptorler, kemoreseptorler,
mekanoreseptorler, termoreseptorler ve nosiseptorlerden gelen uyarimlar; kalp,
damar ve adreanal medullay1 da icerisine alan genis bir alandaki efektdr organlari
etkileyerek kan basincinin kontroliinde biiyiik rol oynamaktadir (Dampney ve ark.,
2002; Guyenet, 2006) (Sekil 4).

Sempatik aktivitedeki kisa siireli degisiklikler, periferik reseptorlerden refleks
olarak veya merkezi olarak olusturulan cevabin bir parcasi olarak tetiklenmektedir.
Arteriyel basingtaki basing degisikliklerine cevap veren baglica telafi edici refleks
mekanizmas:t  baroreseptor refleksidir  (Dapney ve ark., 2002). Arteriyel
baroreseptorler, karotis siniis ve aortik ark duvarlarinda, diisiik basing reseptorleri de
atriumlarda ve pulmoner dolasimda yerlesmis sekilde bulunurlar (Kirchheim, 1976).
Diger bir periferik refleks sistemi ise yine aortik ark ve siniis karotikusta yerlesmis
durumlardaki kemoreseptorlerdir; oksijen (Oz), karbondioksit (CO2) ve hidrojen iyon
degisimlerini algilamaktadirlar (Stornetta ve ark., 2009). Hem baroreseptorler hem
de kemoreseptorler medulla oblangatada NTS nin kontroliinde ¢alisan merkez yollar
aracilifi ile kan basimcinin kisa siireli diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Sved ve
Ito, 1999). Baroreseptior/kemoreseptorlerden ¢ikan uyarilar; glossofaringeus ve vagus
tizerinden biyojenik aminler, norotransmitter ve néromodiilator maddelerce zengin
bir beyin sap1 bolgesi olan NTS’ye ulasip burada sinaps yaparlar (Dapmney ve ark.,
2002; Lawrance ve Jarrott, 1996). Kan basincinin merkezi olarak diizenlenmesinde
NTS, supramedullar merkezlerden hipotalamus ve lokus serulausa direkt ve/veya

indirekt yollarla projeksiyonlar gondermektedir.
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Sekil 4: Kardiyovaskiiler sistemin otonomik kentrolii (Janot ve Van-Guilder, 2015).

Ayrica medullar merkezlerden vagusun dorsal motor c¢ekirdegi ve niikleus
ambiguusta pregangliyonik vagal néronlara uzantilar génderip, kaudal ventrolateral
medulladaki (KVLM) GABAerjik néronlari ise innerve etmektedir (Averill ve Diz,
2000; Dapmney ve ark., 2002). Rostral ventrolateral medulladaki (RVLM) noronlar
da KVLM’deki GABAerjik néronlardan uyarim almaktadir. RVLM, kan basincinin
merkezi kontroliinde sempatik sinirleri tonik olarak uyarmakta ve medulla spinaliste
yer alan intermediolateral hiicre kolonundaki (IML) sempatik pregangliyonik
noronlar1 direkt olarak innerve etmektedir. RVLM, ventrolateral alanin rostral
pressor alani, KVLM ise kaudal depressor alani olarak bilinmektedir. Simdiye kadar
yapilan ¢alismalarda, KVLM’nin noéroeksitatér bir ajan ile uyarilmasiyla kan
basincinin diistiigii, sempatik aktivitenin inhibe edildigi ve aksine RVLM nin benzer

sekilde uyarilmasinin ise kan basinci ve sempatik aktivitede artislara yol acgtig1 ortaya
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konmustur (Sved ve Ito, 1999). KVLM kan basincinin diizenlenmesinde, RVLM’ye
tonik inhibitdr ve uyarict ileti saglarken; NTS’deki noronlar da RVLM’deki
noronlart inhibe eden KVLM inhibitor noronlarini aktive etmektedir (Ito ve Sved,
1996; Lipski ve ark., 1996). NTS, kan basincinin ihtiyaca gore diizenlenmesi
asamalarinda KVLM ve RVLM arasinda ana salter gorevi istlenmistir ve bu
gorevine ek olarak, IML ile de noronal baglanti saglamaktadir (Zanutto ve ark.,
2010) (Sekil 5).
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———= Uyariciiletiler

Baroreseptirler
Kemoreseptorler o s
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Sekil 5: Kardiyovaskiiler sistemin merkezi diizenlenmesinde yer alan bélgelerin baroreseptor ve
kemoreseptorlerden aldig1 uyarimlarin beyin sapindaki isleyisi. NTS: Niikleus traktus solitarius,
KVLM: Kaudal ventrolateral medulla, RVLM: Rostral ventrolateral medulla (Dampney ve ark.,
2002).

Kan basincinin merkezi olarak diizenlenmesinde 6nemli rolleri olan diger bir
bolge ise PVN’dir. Magnoselliiler ve parvoselliller noronlar olmak {izere iki
anatomik bolgeden olugsmaktadir (Ross ve ark., 1984). Magnoselliiler noronlar, arka
hipofizde vazopressin ve oksitosinin kana verilmesinden sorumlu iken; parvoselliiler
noronlar, merkezi kardiyovaskiiler diizenlemeden sorumlu otonomik bdlgelere
noronal baglanti saglamaktadir. Parvoselliiler noéronlar, baglanti sagladig

bolgelerden biri olan IML’yi direkt olarak; RVLM, KVLM ve NTS’yi ise dolaylh
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Sekil 6: Kardiyovaskiiler sistemin merkezi kontrolii. NTS: Niikleus traktus solitarius, KVLM:
Kaudal ventrolateral medulla, RVLM: Rostral ventrolateral medulla, PVN: Paraventrikiiler niikleus,
SON: Supraoptik niikleus (Ramage AG ve Villalon CM, 2008).

yollarla innerve ettigi yapilan ¢aligmlarla gosterilmistir (Pyner, 2009; Swanson ve
Sawchenko, 1983) (Sekil 6).

Kardiyovaskiiler sistemin merkezi kontroliinde gorevli merkezlerden ARC
(Oh-1 ve ark., 2006; Kawabe ve ark., 2012), PVN (Oh-1 ve ark., 2006; Erdos ve ark.,
2015), lateral hipotalamik alan (Oh-1 ve ark., 2006; Pajolla ve Aguiar Correa, 2004),
SON (Japundzic-Zigon, 2013; Oh-1 ve ark., 2006), vagusun dorsal motor ¢ekirdegi
(Brailoiu ve ark., 2007; Machhada ve ark., 2015), amigdalanin merkezi ¢ekirdegi
(Goebel ve ark., 2009a; Granjeiro ve ark., 2014), insular korteks (Goebel ve ark.,
2009a; Nagai ve ark., 2010), niikleus ambiguus (Goebel ve ark., 2009a; Sharp ve
ark., 2014) ve NTS (Bundzikova-Osacka ve ark., 2015; Foo ve ark., 2008) gibi
onemli bolgelerde nesfatin-1 genis bir dagilim gostermektedir. Nesfatin-1’in bu
bolgelerde bolca eksprese ediliyor olmasi, kardiyovaskiiler fonksiyonlarin kontrol
edilmesinde 6nemli rollere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir (Feijoo-Bandin ve
ark., 2016).

Diger bazi besin alimini diizenleyici peptidlere benzer sekilde nesfatin-1’in de
merkezi veya periferik yollarla uygulanmasi, kardiyovaskiiler  sistem
parametrelerinde degisikliklere yol agmaktadir. Lateral ventrikiil igerisine enjekte

edilen nesfatin-1, kan basincinda bir artisa neden olmakta ve MCR%¥ reseptor
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antagonisti olan SHU9119 ve se¢ici olmayan o-adrenerjik antagonist olan fentolamin
on tedavileri ile bu pressor etkisi ortadan kalkmaktadir (Yosten ve Samson, 2009).
Nesfatin-1’in anoreksijenik etkinligi gibi kan basincint ve sempatik sistem
aktivasyonunu artirict etkinligini de MCR%Y: sinyal yolagi iizerinden NTS gibi
preotonom merkezleri aktive ederek gosterdigi ortaya konmustur (Matsumura ve
ark., 2002; Oh-1 ve ark., 2006; Ramaekers ve ark., 2002). Ayn1 zamanda nesfatin-1
PVN’de diger bir besin alimi diizenleyici ve kardiyovaskiiler etkinligi bilinen bir
peptid olan oksitosin ile birlikte ko-ekprese olmakla birlikte (Goebel ve ark., 2009a;
Michelini ve ark., 2003; Sabatier ve ark., 2003), nesfatin-1’in hipertansif ve
anoreksijenik etkilerine oksitosin reseptorleri de oksitosin-melanokortin sistemi
tizerinden aracilik etmektedir (Yosten ve Samson, 2010). Hem MCR?% hem de
oksitosin reseptorlerinin NTS’deki noronlarda eksprese edildigi bilinmektedir
(Baskin ve ark., 2010; Kishi ve ark., 2003). NTS’ye yapilan nesfatin-1 spesifik
mikroenjeksiyonlar sonrasinda kan basinci ve kalp atim sayisinda artiglar
sekillenirken, NTS digindaki bolgelerde bu etki goriillmemektedir (Mimee ve ark.,
2012).

Kalp atiminin diizenlenmesinde rol oynayan (Sharp ve ark., 2014) premotor
kardiyak  vagal noronlarin  bulundugu niikleus ambiguusta nesfatin-1
immiinorektivitesi tespit edilmistir (Goebel ve ark., 2009a). Niikleus ambiguusa
yapilan nesfatin-1 enjeksiyonu; MCR3: ve oksitosin reseptorlerinden bagimsiz
olarak, G-protein coupled reseptdr aktivasyonu ve P/Q tipi Ca®" kanallarmm
acilmasini da i¢ine alan bir sinyal kaskadiyla, kardiyak pregangliyonik noronlarda
intraseliiler Ca®* konsantrasyonunda bir artisa ve kan basincinda bir degisiklik
yaratmadan kalp atim hizinda bir azalmaya neden olmaktadir (Brailoiu ve ark.,
2013).

NUCBZ2'yi asir1 eksprese eden farelerin sistolik, diyastolik ve ortalama kan
basinglarinin daha yiiksek olmasi, nesfatin-1'in kan basincinin diizenlenmesinde rolii
oldugu kanisim1 daha da giiglendirmektedir (Mori ve ark., 2017). Buna karsilik,
ozellikle PVN’de NUCB2’nin susturulmasi, yiiksek tuzlu diyet ile uyarilmis sistolik
kan basmcindaki ylikselmeyi geri dondiirmektedir (Nakata ve ark., 2016). Benzer
sekilde agouti-related peptid/3- fosfoinositide bagimli protein kinaz-1 nakavt
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farelerde goriilen yiiksek sistolik kan basinci, PVN’de NUCB2/nesfatin-1 sinyalinin
susturulmasi ile diisiiriilmektedir (Zhang ve ark., 2018).

Intraserebroventrikiiler yolla enjekte edilen nesfatin-1, fonksiyonel MCR%¥’e
bagl bir mekanizma ile renal sempatik sinir aktivitesini arttirmakta ve kalp atim
hizinda bir degisiklige yol agmadan kan basincinda bir artisa yol agmaktadir (Tanida
ve Mori, 2011). Yapilan bagka bir ¢aligmada, s.y.v. yolla uygulanan nesfatin-1’in;
renal sempatik aktiviteyi, plazma katekolamin, renin ve vazopressin seviyelerini
arttirarak, normotansif ve hemorajik sok olusturulmus hipotansif sigcanlarin ortalama
kan basincinda pressor bir etkiye; hipotansif hayvanlarda tasikardiye ve normotansif
hayvanlarda ise bradikardiye yol actig1 rapor edilmistir (Yilmaz ve ark., 2015).
Ayrica merkezi olarak uygulanan nesfatin-1, ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz
(ERK) 1/2’ye bagli olarak kan basinci, bobrek ve karacigerde sempatik aktiviteyi
artirmaktadir (Tanida ve ark., 2015). Tim bu bulgular nesfatin-1’in merkezi
kardiyovaskiiler etkinligini, otonomik sinir sistemini diizenleyerek gerceklestirdigini
gostermektedir (Feijoo-Bandin ve ark., 2016).

Laboratuvarimizda yapmis oldugumuz bir c¢aligmada, normotansif
hayvanlarda s.y.v. yolla uygulanan nesfatin-1’in kan basincinda pressor, kalp atim
sayisinda ise bradikardik ve tasikardik fazlari igeren bir yanit olusturdugu; kolinerjik
muskarinik ve nikotinik reseptor antagonistleri ile yapilan 6n tedaviler sonucunda
olusan kardiyovaskiiler yanitlarin geri dondiigli gosterilmistir. Ayrica nesfatin-1
enjeksiyonundan sonra kardiyovaskiiler diizenleme agisindan énemli bdlgelerden biri
olan posterior hipotalamusta kolin (Ch) ve asetilkolin (ACh) seviyelerinin artmis
durumda bulunmasi, nesfatin-1’in kardiyovaskiiler etkinligini merkezi kolinerjik
sistemin araciligini kullanarak da gerceklestirdigini gostermektedir (Aydin ve ark.,
2018).

Yine yakin zamanda laboratuvarimizda a¢ ve tok sicanlarda yapmis
oldugumuz bir ¢alismada, merkezi ve periferik yollarla enjekte edilen nesfatin-1’in,
doza ve zamana bagli olarak EKG dalgalarimin amplitiidiinde bir degisiklige yol
acmadan; T dalgasi, Q-T aralig1 ve R-R araligindaki siirelerde uzamaya neden olarak
kalp atim hizinda bir bradikardiye neden oldugu gosterilmistir (Ciftci ve ark., 2019a).

Merkezi etkilerine benzer sekilde nesfatin-1’in periferik olarak uygulanmasi

da kardiyovaskiiler parametreler {iizerine etkiler yaratmaktadir. Farelerde ve
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sicanlarda i.p. (Osaki ve Shimizu, 2014; Ayada ve ark., 2015) ve/veya i.v.
(Yamawaki ve ark., 2012) olarak uygulanan nesfatin-1, muhtemelen periferal kan
damarlariin genislemesini engelleyerek kan basincinda pressor bir yanita neden
olmaktadir (Yamawaki ve ark., 2012). Bunlarin yaninda, s.k. yolla farelere
uygulandiginda, o-adrenerjik bagimli mekanizma tlizerinden ve kalp atim sayisinda
degisiklige neden olmaksizin yine ortalama kan basincinda anlamli bir yiikselmeye
sebep olmaktadir (Osaki ve Shimizu, 2014).

Spontan hipertansif sicanlarda aortanin tunika media katmaninda NUCB2
mRNA’s1 daha fazla eksprese edilmekte (Lu ve ark., 2018) ve nesfatin-1’in bu
kosullarda patogenetik bir role sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica esansiyel
hipertansiyona sahip hastalarda dolagimdaki NUCB2/nesfatin-1 konsantrasyonu,
normotansif kontrol gruplarina gore daha yiiksektir ve sistolik kan basinci ile dogru
orantili olarak artmaktadir (Kovalyova ve ark., 2017). Bu nedenle, nesfatin-1’in
obeziteye bagli hipertansiyon i¢in bir risk faktorii oldugu one siirilmiistiir (Zhao ve
ark., 2015).

2.2. Arasidonik Asit Metabolizmasi

Arasidonik asit (AA), eicosa-5,8,11,14-tetraenoic acid olarak da adlandirilan,
hiicre membraninda fosfolipid formunda bulunan polidoymamis bir yag asitidir. AA,
membran fosfolipidlerinden fosfolipaz A, (FLA;) ve fosfolipaz C (FLC) ile
serbestlestirilerek {i¢ metabolik yolak {izerinden proenflamatuar biyoaktif
mediatorlerin Onclisii olmaktadir (De Jonge ve ark., 1996; Sperling ve ark., 1993;
Van, 1975). Siklooksijenaz (COX) yolagi iizerinden prostaglandinlere (PG) ve
tromboksanlara (TX) metabolize olurken, ayn1 zamanda lipooksijenaz (LOX) yolag:
tizerinden de 16kotrienlere (LT) ve lipoksinlere (LX) doniistiiriilebilir (Calder ve ark.,
2015; Rae ve ark., 1982; Yates ve ark., 2014) (Sekil 7). Sitokrom P450 yolagi
boyunca da epoksieikosatrienoik asitler (EET) veya hidroksieikosatetraenoik asitleri
(HETE) iiretir. AA ve metabolitleri, etkili otokrin ve parakrin biyoaktif mediatorleri
olarak hem MSS’de hem de periferde ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireglerde yaygin
olarak rol oynamaktadir (Chauhan ve ark., 2019; Kopp ve ark., 2019; Rand ve ark.,
2017; Seale, 1981).
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Sekil 7: Membran fosfolipidlerinden arasidonik asit salinmasi, prostaglandin ve lokotrienlerin
sentezi. FLA,: Fosfolipaz A2, COX: Siklooksijenaz, LOX: Lipooksijenaz, LT: Lokotrien, PG:
Prostaglandin, HPETE: Hidroperoksieikosatetraenoik asit, TX: Tromboksan (Chandrasekharan ve
Sharma-Walia, 2019).

2.2.1. COX Yolag ve Prostaglandinler

COX yolag: ile AA’dan PG ve TX’ler biyosentezlenmektedir. PG'lerin
olusumu, AA’nin PLA; ile membrandan serbestlesmesinden sonra COX enzimi
aracilig1 ile PGH;’ye metabolize edilmektedir. COX enzimi COX-1 ve COX-2 olmak
tizere iki formda bulunmaktadir. COX-1 hiicrelerin ¢ogunda yapisal olarak eksprese
edilip, esas olarak homeostazi ve bazi fizyolojik fonksiyonlar: korumak igin 6nemli
olan PG’lerin biyosentezinde; COX-2 ise proinflamatuar uyaranlar ile indiiklenerek
gecikmeli PG’lerin biyosentezinde kullanilmaktadir (Rahman ve ark, 2013; Simmons
ve ark., 2004). Uretilen PGHj, endoperoksit E-izomeraz enzimi aracilig1 ile PGE;’ye
ve endoperoksit D-izomeraz ile PGD’ye doniistiiriiliirken, endoperoksit rediiktaz
enzimi ile PGF,, gibi prostanoidlere indirgenmektedir.  Ayrica, 9-

hidroksiprostaglandin dehidrojenaz enzimi PGF’leri PGE’ye doniistiirebilirken,
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PGE’ler de 9-ketorediiktaz enzimi araciligi ile PGF’lere indirgenebilmektedir
(Fujimori, 2012). PGH,, prostasiklin sentaz enzimi ile prostasikline (PGl,)
¢evrilmekte ve enzimatik olmayan bir hidroliz reaksiyonu ile hizli bir sekilde 6-keto-
PGF,,’ya doniistiiriilmektedir. Diger bir taraftan, TX sentaz enzimi ile de TXA;
olusturulmaktadir (Feletou ve ark., 2010; Funk ve FitzGerald, 2007).

PG’ler hem doku ve organlarda dogal olarak bulunur hem de disaridan
uygulandiklarinda kan homeostazisi, liremenin kontrolii, kardiyovaskiiler sistemin
lokal ve sinirsel kontrolii gibi fizyolojik; inflamasyon, hipertansiyon, tromboz,
ateroskleroz, diyabet, kanser gibi patolojik siire¢lerde de Onemli goreviler
iistlenmektedir (Greene ve ark., 2011; Lima ve ark., 2012; Piotrowska-Tomala ve
ark., 2015; Vane ve ark., 1998).

Ureme sistemi igerisinde 6nemli gérevler iistlenmis olan PG’lerden PGE ve
PGF’nin uterusta oksitosik etkinlik gosterdigi, gebelik sirasinda digaridan
uygulanmas1 ile aborsiyona; gebelik sonunda enjeksiyonu ile de dogumun
baslamasina neden oldugu yapilan calismalarda rapor edilmistir. Ayrica sperma
stvisinda da bolca bulunan PG’lerin ovumun déllenmesini kolaylastirdigi, PGF,, nin
ise dollenmenin olmadigi durumlarda korpus luteumun luteolizisine neden oldugu
bilinmektedir (Malysz-Cymborska ve Andronowska, 2015; Rakhila ve ark., 2015).
Laboratuvarimizda yapmis oldugumuz bir ¢aligmada, s.y.v. yolla uygulanan AA’nin
erkeklerde plazma GnRH, FSH, LH ve testosteron seviyelerini ve sperm motilitesini
arttirdig1 ve bu etkilerine de merkezi COX-TXA; sinyal yolaginin araciliginin oldugu
gosterilmistir (Erkan ve ark., 2015).

PG’lerin gastrointestinal sistem icerisinde de Onemli roller iistlendigi
bilinmektedir. 1.v. yolla uygulanan PGE; ve PGE;’nin midedeki asit salgisini
azalttig1 (Ateufack ve ark., 2015), bunlara ek olarak PGE’lerin ve PGI,’nin midede
sitoprotektif etkinligi Niv ve Banic (2014) tarafindan gosterilmistir. PGE; ve
PGF,, nin bagirsak mukozasinda su ve sodyum absorbsiyonunu inhibe ettigi ve bu
sebeple sulu diyareye neden oldugu da rapor edilmistir (Stenson, 2014).

Renal kan akiminin saglanmasinda PGE,, PGl, ve PGD;, bobrekte giiglii
vazodilator etki yaparlarken, suyun reabsorbe edilmesinde PGE,, vazopressin etkisini
antagonize etmesine baglh olarak ditiretik etkinlik gostermektedir. Ayrica PGIy nin

bobrekte renin salinimini artirdigi, PGFy,’nin ise renin salinimini inhibe ettigi de
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bilinmektedir. PGl,’nin diger bir etkinligi ise, bobrekten eritropoietin salinimini
arttirmasidir. Bobrek tiibiillerinden sodyum ve klorun reabsorbsiyonunun inhibe
edilerek viicuttan tuz atiliminin artirllmasinda PGE,, PGl,, PGD; ve PGF;, nin gorev
aldig1 da gosterilmistir (Hao ve Breyer, 2008; Rios ve ark., 2012).

Kanda homeostazisin saglanmasinda yine PG ve TX’ler gorev almaktadir.
PGl,, PGE; ve PGD; trombosit agregasyonunu inhibe; PGG,, PGH,, PGE; ve TXA;
ise stimiile etmektedir (Khan ve Fraser, 2012). PGI,/TXA; oraninin tromboz
olusumunun kontrol edilmesinde 6nemli rollere sahip oldugu da bilinmektedir
(Schror ve ark., 2010).

Solunum sisteminde; PGF,, brons diiz kaslarinda bronkokonstriksiyon
yaparken, PGE; ve PGE; ise bronkodilatasyon yapmaktadir (Claar ve ark., 2015).
Ayrica yakin zamanda laboratuvarimizda yapmis oldugumuz bir ¢alismada, merkezi
yolla uygulanmis olan AA’nin hiperventilasyona yol agtigt ve AA’nin solunum
parametreleri lizerindeki etkinliginde merkezi COX-TXA,-PGE; ve PGD; yolaginin
aracilig1 oldugu rapor edilmistir (Erkan ve ark., 2016; Erkan ve ark., 2017).

Periferik sinir sistemi igerisinde, sempatik adrenerjik sinir uc¢larindan
noradrenalin salinminin inhibisyonunda PGE’ler, PGD; ve PGI’nin de rol aldig1 ve
ayrica PG’lerin noroefektor kavsaklarda kolinerjik sinir uglarindan asetilkolin
salinimint artiricr etkinlikte oldugu yapilan galigmalarla ortaya konmustur (Bugajski,
1996; Kayaalp, 2002). MSS’de ise en bol bulunan PG, PGE,’dir ve PGE;’nin
disaridan uygulanmasi ile lisiime, titreme ve sedasyon etkileri ortaya ¢ikmaktadir.
PGF,, nin enjeksiyonu ise ates ve bas agrisina sebebiyet vermektedir (Lima ve ark.,
2012).

PG’ler kardiyovaskiiler sistemin homeostazisinde de Onemli roller
istlenmistir. PGE’nin kan basincinin diizenlenmesinde giiglii bir vazodilator ve
vazodepressor bir ajan oldugu ve bu etkilerinde kendi reseptorleri olan EP
reseptorlerini kullandig1 bilinmektedir (Swan ve Breyer, 2011). PGF;,’nin kan
basimncinin diizenlenmesinde Onemli etkilerinin yaninda TXAj’nin tim damar
yataklarinda gii¢lii bir vazokonstriksiyon etkisinin oldugu da rapor edilmistir (Schror
ve Rauch, 2015). Merkezi olarak uygulanan FLA; aktivatorii olarak bilinen
melittinin hem normotansif hem de hipotansif kosullarda yaratmis oldugu

kardiyovaskiiler etkilere COX-TXA; sinyal yolaginin aracilik ettigi gosterilmistir
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(Yalcin ve ark., 2006a; Yalcin ve Savci, 2007). AA’nin hem merkezi hem de
periferal yolla uygulanmasi ise hem normotansif hem de hipotansif kosullarda

pressor etkilere yol agmaktadir (Aydin ve Yalcin, 2008; Yalcin ve Aydin, 2009;
Yalcin, 2011).

2.2.2. LOX Yolag ve Eikosanoidler

LOX enzimleri AA’y1 eikosanoidlere sentezlemektedir. Baslica LOX tiirevli
eikosanoidler; hidriksioeikosatetraenoik asitler (HETE) (12-HETE, 15-HETE),
16kotrienler (LT) (LTA4, LTB4, LTC4, LTD4 ve LTE4) olarak bilinmektedirler.
LOX’lar 5-LOX, 12-LOX ve 15-LOX olarak siniflandirilmakta ve AA’y1 farkli
HETE’lere doniistiirmektedir (Mochizuki ve Kwon, 2008). 5-LOX, lokositlerde ve
mast hiicrelerinde bolca bulunarak AA’y1 LTA4 iiretiminin 6nciilii olan 5-HPETE ye
metabolize etmektedir. LTA4, daha sonrasinda sisteinil-LT’ler (cysLT), LTC4,
LTD4 ve LTE4’i olusturmak i¢in glutatyon ile konjugat saglayan LTB4 formuna
hidrolize edilebilmektedir (Camara ve ark., 2009). LTB4, gii¢lii bir kemotaktik
proinflamatuar maddedir ve 16kosit-monosit fonksiyonlarinin diizenlenmesi; dogal
oldirtici  (NK) hiicrelerin stimiile edilmesi, kemokinezis, kemotaksi ve ¢-
agregasyonunun saglanmasinda énemli gorevler tistlenmistir (Kayaalp, 2012). LTC4,
LTD4 ve LTE4’{in alerjik reaksiyonlarda rol oynadigi; LTC4 ve LTD4’lin damar diiz
kaslarinda biiziilmeye yol actigi; LTD4’lin giiclii bir bronkokonstriktér ve kapiller
permeabilitesini artirict bir ajan oldugu da bilinmektedir (Kayaalp, 2012).
Trombositlerde ise sadece 12-LOX bulunmakta ve AA’yr 12-HPETE’ye
doniistiirmektedir. Arteriyel endotel hiicrelerinde bulunan 15-LOX enzimi, linoleik
asitten 13- hidroksioktedekadienoik asitin (13-HODE) sentezinden sorumludur ve
endotel yiizeyinde bulunan trombosit ve lokositlerin agregasyonunun Onlenmesini
saglamaktadir (Rinaldo-Matthis ve Haeggstrom, 2010).

Eikosanoidlerin kardiyovaskiiler sistemde homeostatik tepkilerin uyarilmasi,
inflamasyonun indiiklenmesi ve geri ¢oziiniirliigliniin kontrolii, kanser gibi kronik
inflamasyon ile baglantili hastaliklarda immiin sisteme kars1 gelistirilen tepkilerin
modiilasyonunda, bir¢ok kanser tiirliniin neoplastik doniisiimde, proliferasyon,
apoptoz, motilite, metastaz ve anjiyogenezinde ve ayrica; brongiyal astim, sedef

hastaligi, tlseratif kolon, romatoid artrit ve gut gibi hastaliklarin patofizyolojisi de
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dahil olmak {izere bircok fizyolojik ve patolojik siireglerde Onemli gorevleri
bulunmaktadir (Kayaalp, 2012; Singh ve Rao, 2019; Tuncer ve Banerjee, 2015).
Eikosanoidler, gosterdikleri etkinlikleri hiicre membranindaki kendilerine 06zgiil

reseptorlerini kullanarak gerceklestirmektedir (Kayaalp, 2012).
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3. GEREC VE YONEM

3.1. Genel

Calisma, Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilmis 140 adet, yetiskin, erkek Sprague-Dawley irki siganlar
(230-280 g) iizerinde gerceklestirildi. Sicanlar, 20-22 °C sicaklik ve %60-70 neme
sahip, 12/12 aydinlik/karanlik aydinlatma periyodunda (08:00-20:00 saatleri arasinda
aydinlik) standart bakim kosullarina sahip odalarda barindirildi. Deneysel islemlere
baslamadan Once siganlar iicerli gruplar halinde kafeslere ayrildi ve tiim iglemler
stiresince ad libitum olarak yem ve su tiiketimleri saglandi. Calismadaki tiim cerrahi
ve deneysel islemler, Uludag Universitesi Hayvan Bakim ve Kullanimi Etik
Komitesi tarafindan 17/10/2017 tarihinde onaylanan, 2017-13/03 Karar No’lu etik
kurul onayi ile gerceklestirildi.

3.2. Genel Hazirhk ve Cerrahi Islemleri

Tim cerrahi islemler sevofluran (%2-4/%100 O,) anestezisi altinda
gerceklestirildi. Kalp atim sayilar1 ve kan basinci parametrelerinin takip edilmesi
amaciyla, tim siganlarin sol femoral arterlerine polietilenden iiretilmis PE 50 (Clay
Adams, BD. Co, NJ, ABD), igleri heparin igeren fizyolojik tuzlu su (100 U/ml) ile
doldurulmus kateterler yerlestirildi. Damar igerisine yerlestirilen kateterin acikta
kalan uglar kapatilarak, deri altindan ilerletilip hayvanlarin ense bdlgelerinden
cikartildi. Kateterizasyon isleminden sonra, sicanlarin kafa tiiyleri tiraglanarak
kafataslar1 stereotaksik alete yerlestirilip sabitlendi. Ardindan kafa derisine orta hat
boyunca bir kesik atilarak kafatasi kemiginin ortaya c¢ikmasi saglandi. S.y.v. yolla
ilaglarin uygulanabilmesi i¢in Paxinos ve Watson’un Sigan Beyin Atlasi’ndaki
(2005) koordinatlardan yararlanilarak, bregmanin 1,0 mm posterioru, orta hattin 1,5
mm lateralinde olacak sekilde kafatasina bir delik agildi. Agilan delik igerisine
laboratuvarimizda 22 G’lik paslanmaz ¢elik igne uglarindan hazirlamis oldugumuz
kilavuz kaniil, 4,5 mm vertikale ulasacak sekilde sokularak, lateral ventrikiile dogru

yerlestirildi (Sekil 8) ve disarida kalan kismi disgi akriligi ile kafatasina sabitlendi.
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Sicanlarin beden sicakliklarmi 37°C’de sabit tutmak amaciyla tiim cerrahi
islemler 1sitic1 tabla ilizerinde gerceklestirildi. Cerrahi iglemlerin ardindan si¢anlarin
anestezi etkilerinden ¢ikmalar i¢in 4-5 saat beklendi ve hayvanlar ayr1 ayr1 deney
kutularma yerlestirildi. Bu siire, laboratuvarimizda daha onceki ¢aligmalarin
sonuclarina gore belirlenmistir ve siire sonunda, sicanlarin ortalama arteriyel
basinglart 110-120 mmHg, kalp atim hizlar1 ise 280-330 atim/dk olarak fizyolojik
smirlar igerisinde Ol¢tilmistiir (Aydin ve ark., 2018; Yilmaz ve ark., 2015).

Sekil 8: S.y.v. (mavi) enjeksiyonu i¢in kilavuz kaniil ve PH icerisine yerlestirilen mikrodiyaliz
probunun (kirmmzi) bregmaya gore yerlesim yeri. Koordinatlar Paxinos ve Watson Sigan
Stereotaksik koordinatlarini gosteren atlastan alinmigtir (2005).

3.3. Mikrodiyaliz Calismasi

Posterior hipotalamustan (PH) mikrodiyaliz ¢alismasi yapmak amaciyla
laboratuvarimizda mikrodiyaliz problar1 hazirlandi. Elde hazilanan problarin ug
kisimlaria, 2 mm ylizeye sahip 18 kDa molekiil agirliginda madde gegisine izin
veren diyaliz membranlar1 takildi. S.y.v.’ye takilan kilavuz kaniil sonrasinda,
stereotaksik alet yardimiyla ve Paxinos ve Watson’un (2005) Sican Beyin Atlasi’nda
belirtilen koordinatlara gore; kafatasinda bregmanin 3,6 mm posterioru, orta hattin
0,5 mm lateraline bir delik agilarak mikrodiyaliz problart 9,0 mm vertikale ulasacak
sekilde PH igerisine yerlestirildi (Sekil 8).

Perflizyon sivisi i¢in suni beyin omurilik sivist (SBOS) (1,3 mM CacCl,, 120
mM NaCl, 1,2 mM NaH,PO,, 1,2 mM MgSO., 25 mM NaHCOs3, 3,5 mM KCI, 10
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mM glikoz ve pH=7,4) hazirlanarak perfiizyon pompasi 2,5 ul/dk perfiizat sivisi
pompalayacak sekilde ayarlandi. Hayvanlarin anestezi etkisinden ¢ikmasi igin
beklenen 4-5 saatlik siireden sonra mikrodiyaliz probunun disarida kalan ucu
perflizyon pompasina baglandi. Mikrodiyaliz yontemi, SBOS probun u¢ kismindaki
kapali sistemde membran icerisinden gecerken, ekstraseliiler sivida daha bol
miktarda bulunan maddeler zardan gecip SBOS igerisine karisir ve probun ¢ikis
bolgesinden belirli zaman araliklariyla sivi perfiizat toplanarak, 6l¢iimii yapilmak
istenen maddelerin 6lgiimii prensibi ile ¢alismaktadir (Sekil 9). Belirtilen prensibe
gore bu calismada, ila¢ enjeksiyonlarinin Oncesinde ve sonrasinda yirmiser dk
araliklarla 2,0 mm uzunlugundaki PH alanindan mikrodiyaliz yontemi ile diyalizatlar
toplandi. Diyalizat toplama isleminden sonra sicanlarin beyinleri ¢ikarilip,

mikrodiyalizin ~ PH’den  yapilip  yapilmadigit  dogrulandi  (Sekil  10).

=3 Alns hm 2.5 plidk

Perfiizat

k)
Molekiillerin diffiiryonn

Sekil 9: Mikrodiyaliz diizenegi ve mikrodiyaliz prensibi (Campos ve ark., 2008; Yamada,
2017; Yoo ve ark., 2016).

3.4. Kan Basinc1 ve Kalp Atim Hiz1 Kaydi

Kardiyovaskiiler parametrelerin devamli olarak kaydedilmesi amaciyla,
hayvanlarin anestezi etkilerinden ¢ikmalari i¢in beklenen siirenin sonunda, femoral
artere bagl durumdaki kateterin disarida kalan ucu voliimetrik pressure transducer’a
(BPT 300, BIOPAC Systems Inc., CA, ABD) tutturuldu. Kan basinci ve kalp atim
sayilarinin kaydi MP 36 sistemi, Acqgknowledge programi (BIOPAC Systems Inc.,
CA, ABD) araciligiyla saglandi. Stabilizasyon amaciyla 30 dk siire ile kontrol kan
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basinct ve kalp atim sayist kayitlar1 alindiktan sonra s.y.v. yolla ila¢ enjeksiyonlari
gerceklestirildi  ve enjeksiyon sonrasinda 60 dk boyunca kardiyovaskiiler
parametreler kaydedildi. Kan basinci parametresi, ortalama kan basinci (mmHg),
kalp attim hiz1 ise kullanilan program araciligr ile kan basinci verilerinden
hesaplamalar1 yapilarak dakika kalp atim sayist (atim/dk) olarak degerlendirilmeleri

yapild.

3.5. Serebral Yan Ventrikiile Tla¢ Verilisi

Intraserebroventrikiiler ~ enjeksiyonlar,  laboratuvarimizda  hazirlamis
oldugumuz; PE 20 polietilen kateter (Clay Adams, BD. Co, NJ, ABD) ile baglantili,
28 G paslanmaz celik igneden, 4,5 mm uzunluga sahip mikroenjeksiyon kaniiliiniin
kilavuz kaniil igerisine yerlestirilmesi ile gergeklestirildi. Enjeksiyon kantilii
uygulamasi yapilacak ilag ve/veya ilacin igerisinde c¢oziindiirildiigii madde ile
dolduruldu. Tiim ilag enjeksiyonlari toplam 5 ul’lik hacim igerisinde, 60 sn boyunca
yavas inflizyon seklinde ve 10 pl’lik Hamilton enjektdr baglantist kullanilarak
uygulandi. Kardiyovaskiiler parametrelerin kaydi ve/veya mikrodiyaliz ¢calismasinin
bitimini takiben hayvanlarin sakrifikasyon isleminden once, 1-2 pl ¢ini miirekkebi
s.y.v. yolla enjekte edildi ve hayvanlarin beyinleri c¢ikarilarak enjeksiyonlarin

serebral yan ventrikiil i¢erisine yapilip yapilmadigi kontrol edildi (Sekil 11).

3.6. Diyalizatlardan Total Prostaglandin Miktarinin Belirlenmesi

Mikrodiyaliz ¢alismasindan elde edilen mikrodiyalizat 6rneklerinden total PG
Olctimleri, total PG kit protokoliine uygun olarak (Prostaglandin Screening Enzyme
Immunoassay Kit, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, ABD) ELISA
yontemi kullanilarak gergeklestirildi.

3.7. Deneysel Protokol

Calismanin ilk basamaginda, ana kontrol grubu olan normotansif hayvanlarda
merkezi olarak uygulanan nesfatin-1’in kardiyovaskiiler etkinligini gostermek
amaglandi. Bu amag dogrultusunda farkli dozlarda nesfatin-1 (100, 200 ve 400 pmol)
veya kontrol amagl tuzlu su (5 pl igerisinde %0,9 izotonik tuzlu su) s.y.v. yolla
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uygulandi ve enjeksiyonlari takiben bir saat siireyle kardiyovaskiiler parametrelerin
takibi gergeklestirildi.

Ikinci deney setinde, intraserebroventrikiiler yol ile enjekte edilen nesfatin-
1’in PH’den total PG ¢ikisina etkileri mikrodiyaliz yontemi kullanilarak arastirildi.
Bu amagla, nesfatin-1 (200 pmol) veya kontrol amagl tuzlu su (5 pul) s.y.v. yolla
uyguland. lag enjeksiyonlarmdan énce mikrodiyaliz probu ile perfiizyon pompasi
baglantili hale getirildi, deney giiniinde hazirlanmis ve igerigi 120 mM NaCl, 1,3
mM CaCl,, 1,2 mM MgSO,, 1,2 mM NaH,PO,, 3,5 mM KCI, 25 mM NaHCO; ve
10 mM glikoz (pH=7.,4) olarak hazirlanmis SBOS ile perfiize edildi. Perfiizyon hizi
2,5 nl/dakika olacak sekilde ayarlandi ve enjeksiyonlardan 6nce 60 dk boyunca bazal
deger ornekleri; ilag enjeksiyonlarimi takiben 60 dk boyunca da diyalizat 6rnekleri
yirmiger dk araliklarla toplanmaya devam edildi. Enjeksiyon oncesi “0” zamani,
enjeksiyon sonrasinda ise 20, 40 ve 60. dk’larda toplanan diyalizat 6rneklerinden
total PG ol¢timleri gergeklestirildi.

Son deney setinde ise, s.y.v. yolla uygulanan nesfatin-1’in kardiyovaskiiler
parametreler iizerindeki etkilerinde merkezi COX, LOX ve merkezi kardiyovaskiiler
etkinlikleri bilinen PG’lerin (TXAj, PGE, PGD ve PGF,,) araciliklar1 belirlendi.
Nesfatin-1 (200 pmol) veya kontrol amagli tuzlu su (5 ul) tedavisinden 5 dk 6nce
secici olmayan COX inhibitorii ibuprofen (250 pg), secici olmayan LOX inhibitorii
nordihydroguaiaretic asit (250 ug), TXA; sentez inhibitorii furegrelate (250 pg),
PGE (EP1, EP2 ve EP3) ve PGD (DP1) reseptor antagonisti AH6809 (10 pg), PGF;,
reseptor antagonisti PGF,, dimetil amin (10 pg) ve kontrol amagli tuzlu su veya
DMSO (%5°1ik; %0,9 izotonik tuzlu su igerisinde hazirlanmig) 6n tedavileri ayr1 ayri
uyguland1 ve enjeksiyonlar1 takiben bir saat siire ile hayvanlarin kan basinci ve kalp

atim sayis1 parametreleri kayit altina alindi.
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Sekil 10: Unilateral olarak posterior hipotalamusa yerlestirilen mikrodiyaliz probunun yerinin
fotomikrografik olarak dogrulanmasi. Ok: Mikrodiyaliz probunun ulastigi noktayr gosteriyor.
Noktalt yuvarlak seklin sol alt kosesinde Paxinos ve Watson’un si¢can beyninin streotaksik
koordinatlarin1 gosteren atlasa (2005) gore posterior hipotalamusun konumunu gosteriyor 3V: iigiincii
ventrikiil.

3.8. ilaclar

Calismada kullanilan nesfatin-1 (SRP3291) ve ibuprofen (11892) (Sigma-
Aldrich Co. Deisenhofen, Almanya); furegrelate (70540), NDGA (70302) ve
AHG6809 (14050) ve PGF,, dimetil amin (16033) (Cayman Chemical Company, Ann
Arbor, MI, ABD) ticari olarak satin alindi. Kullanilan ilaglardan nesfatin-1,
ibuprofen, furegrelate ve PGF,, dimetil amin %0,9 tuzlu su igerisinde; NDGA ve
AH6809 ise %5 DMSO igerisinde deneyin yapilacagi giin taze olarak hazirlandi. Bu
nedenle kontrol amagl olarak deneylerde %0,9 tuzlu su ve %5 DMSO kullanildi.
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Sekil 11: S.y.v. enjeksiyon dogrulamasi. Ok: Yan ventrikiil igindeki ¢ini miirekkebini
gostermektedir.

3.9. Istatistiki Degerlendirme

Calismadaki tiim sonuglar 7 sicanin “ortalama + standart hatasi” olarak
verildi ya da gosterildi. Elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi iki yonli
tekrarlanan RM-ANOVA’y1 takiben Bonferroni ile yapildi. p’nin 0,05 den kiigiik

oldugu degerler istatistiki olarak anlamli sayildi.

36



4. BULGULAR

41. Merkezi Olarak Uygulanan Degisik Dozlardaki Nesfatin-1’in
Kardiyovaskiiler Etkileri

Kontrol kan basinct ve kalp atim sayisi kayitlarini takiben si¢anlara farkli
dozlarda nesfatin-1 (100, 200 ve 400 pmol / 5 ul; s.y.v.) veya kontrol amagli tuzlu su
(5 pl; s.y.v.) enjeksiyonlart uygulandi. Nesfatin-1, doza bagl olarak kan basincinda
bir yiikkselmeye sebep oldu (Sekil 12A). Nesfatin-1’in pressor etkisi,
enjeksiyonundan sonraki ilk dakikada basladi ve doza bagl olarak 20. dakikada en
yiiksek noktaya ulast1 (Sekil 12A) ve 30 dakika siireyle devam etti. Nesfatin-1’in 100
pmol olarak uygulanan dozu, kan basincinda bir artig yaratma egilimi gosterse de
istatistiksel ~ olarak  anlamli  bir  degisiklik  gostermedi  (Sekil  12A).
Intraserebroventrikiiler yolla uygulanan nesfatin-1, kalp atim sayisinda ise
bradikardik ve tasikardik fazlar iceren bir etkiye neden oldu (Sekil 12B). Uygulanan
tim dozlardaki nesfatin-1, 15 dakika siireyle bradikardik bir yanit olustururken, 200
ve 400 pmol dozlarindaki nesfatin-1 20. dakikada tasikardik, 30. dakikada ise
bradikardik olarak devam eden bir etkiye neden oldu (Sekil 12A,B). 100 pmol dozda
uygulanan nesfatin-1, ilk 15 dakika siireyle sadece bradikardik bir yanit olusturabildi.
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Sekil 12: Merkezi olarak uygulanan degisik dozlardaki nesfatin-1’in kardiyovaskiiler etkileri:
Doz-zaman iliskisi. Siganlarin kontrol kan basinci ve kalp atim sayis1 kayitlar1 alindiktan sonra
nesfatin-1’in (100, 200 ve 400 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 sayisi (B) kaydi alindi. Degerler 7 siganin ortalama =+
standart hatast seklinde verilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlii tekrarlanan RM-
ANOVA’y1 takiben Bonferroni testi ile yapildi. *, p<0.05, Tuzlu su grubuna gore anlamh farki
gostermektedir.
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4.2. Merkezi Olarak Uygulanan Nesfatin-1’in Posterior Hipotalamus
Ekstraseliiler Total Prostaglandin Seviyesine Etkisi

S.y.v.’e enjekte edilen nesfatin-1’in kardiyovaskiiler diizenleme acisindan
onemli bir bolge olan PH’den ekstraseliiler total prostaglandin seviyesine etkisini
arastirmak amacli mikrodiyaliz calismasi yapildi. PH ekstraseliiler bazal total
prostaglandin seviyesi 351,3 + 12 pg/ml (n=14) olarak bulundu. Merkezi olarak
uygulanan nesfatin-1 enjeksiyonu (200 pmol; s.y.v.), PH ektraseliiler total
prostaglandin seviyesini 20. dakikada %62,8, 40. dakikada %31,4, 60. dakikada
%33,2 arttird1 (Sekil 13).

600 - EE Tuzlu su (5 pl)
[ Nesfatin-1 (200 pmol)

Total Prostaglandin (pg/ml)

0 20 40 60
Zaman (dakika)

Sekil 13: Merkezi olarak uygulanan nesfatin-1’in posterior hipotalamus ekstraseliiler total
prostaglandin seviyesine etkisi. Nesfatin-1 (200 pmol; s.y.v.) veya tuzlu su (5 upl; s.y.v.)
enjeksiyonlarindan 6nce ve sonra diyalizat 6rnekleri 60 dakika boyunca siirekli olarak yirmiser
dakikalik araliklarla toplamda 50 pl olacak sekilde toplandi. Toplanan 6rneklerden total prostaglandin
konsantrasyonu ELISA yontemi ile 6lgiildi. Degerler 7 siganin ortalama + standart hatasi seklinde
verilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlii tekrarlanan RM-ANOVA’y1 takiben Bonferroni
testi ile yapildi. *, p<0.05, Tuzlu su grubuna gore anlamli farki gostermektedir.
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4.3. Merkezi Olarak Uygulanan Nesfatin-1’in Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine
Olan Etkilerinde Merkezi COX Enzim Yolaginin Aracihg

Kontrol kan basinci ve kalp atim sayis1 kayitlar alindiktan sonra COX enzim
yolaginin araciligini arastirmak i¢in normotansif sicanlara tuzlu su (5 pl; s.y.v.) veya
secici olmayan COX inhibitorii ibuprofen (250 pg; s.y.v.) 6n tedavisi; tuzlu su (Sul;
s.y.v.) veya nesfatin-1 (200 pmol; s.y.v.) tedavisinden 5 dakika 6nce uygulandi. On
tedaviler siganlarin kontrol kardiyovaskiiler parametrelerinde istatistiksel olarak
onemli bir degisiklige neden olmadi (p<0,05) (Tablo 1).

Secici olmayan COX inhibitorii ibuprofen 6n tedavisi, nesfatin-1 tarafindan

olusturulan kardiyovaskiiler parametrelerdeki degisiklikleri bloke etti (Sekil 14A,B).
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Sekil 14: Merkezi olarak uygulanan secici olmayan COX inhibitorii ibuprofen 6n tedavisinin
nesfatin-1’in olusturdugu kardiyovaskiiler etkilerdeki aracihgi: Siganlarin kontrol kan basinci ve
kalp atim sayis1 kayitlar1 alindiktan sonra tuzlu su (5 pl; s.y.v.) veya ibuprofen (250 pg; s.y.v.) 6n
tedavisi yapildi. On tedaviden 5 dakika sonra tuzlu su (5 pl; s.y.v.) ya da nesfatin-1 (200 pmol; s.y.v.)
tedavisi gerceklestirildi (dakika 0) ve 60 dakika boyunca kan basinci (A) ve kalp atim sayisi (B) kaydi
alind1. Degerler 7 sicanin ortalama + standart hatas1 seklinde verilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler
iki yonli tekrarlanan RM-ANOVA’y1 takiben Bonferroni testi ile yapildi. *, p<0.05, “Tuzlu su +
Tuzlu su”, “Ibuprofen + Tuzlu su” ve “Ibuprofen + Nesfatin-1” grubuna gore anlamli farki

gostermektedir.

4.4. Merkezi Olarak Uygulanan Nesfatin-1’in Kardiyoveskiiler Sistem Uzerine
Olan Etkilerinde Merkezi Tromboksan Az’nin Aracihgi

Merkezi olarak uygulanan nesfatin-1’in kardiyovaskiiler sistem {izerine olan
etkilerinde merkezi TXA; nin araciligini aragtirmak amaciyla normotansif siganlara
nesfatin-1 (200 pmol; s.y.v.) veya tuzlu su (5 pl; s.y.v.) enjeksiyonundan 5 dakika
once TXA; sentez inhibitorii furegrelate (250 pg; s.y.v.) ya da tuzlu su (5 pl; s.y.v.)
on tedavisi uygulandi. On tedaviler siganlarn  bazal kardiyovaskiiler
parametrelerinde bir degisiklige neden olmadi (p<0,05) (Tablo 1). TXA; sentez
inhibitérii olan furegrelate oOn tedavisi, nesfatin-1 tarafindan olusturulan

kardiyovaskiiler yanitlar1 kismen bloke etti (Sekil 15A,B).
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Sekil 15: Furegrelate 6n tedavisinin nesfatin-1’in yaratmis oldugu kardiyovaskiiler etkilerdeki
aracilii. Stablizasyon periyodunun ardindan siganlara furegrelate (250 pg; s.y.v.) veya tuzlu su (5 pl;
s.y.v.) 6n tedavisi uygulandi. On tedaviden 5 dakika sonra tuzlu su (5 pl; s.y.v.) ya da nesfatin-1 (200
pmol; s.y.v.) tedavisi yapild: (dakika 0) ve 60 dakika boyunca kan basinci (A) ve kalp atim sayisi (B)
kaydi alindi. Degerler 7 sigamin ortalama =+ standart hatasi seklinde verilmistir. Istatistiksel
degerlendirmeler iki yonlii tekrarlanan RM-ANOV A’y1 takiben Bonferroni testi ile yapildi. *, p<0.05,
“Tuzlu su + Tuzlu su” ve “Furegrelate + Tuzlu su” grubuna gore anlamh farki; +, p<0,05,
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“‘Furegrelate + Nesfatin-1” grubuna gore anlamli farki gostermektedir.
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4.5. Merkezi Olarak Uygulanan Nesfatin-1’in Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine
Olan Etkilerinde Merkezi Prostaglandin E ve Prostaglandin D’nin Aracihgi

Merkezi olarak enjekte edilen nesfatin-1’in kardiyovaskiiler parametreler
lizerine olan etkilerinde merkezi PGE ve PGD’nin araciligini arastirmak icin
normotansif sicanlara kontrol kalp atim ve kan basinci parametrelerinin takibinin
ardindan PGE’nin (EP1, EP2, EP3) ve PGD’nin (DP1) reseptor antagonisti AH6809
(10 ng; s.y.v.) veya kontrol amacli DMSO 6n tedavisi uygulandi. On tedavilerden 5
dk sonra tuzlu su (5 ul; s.y.v.) ya da nesfatin-1 (200 pmol; s.y.v.) tedavisi yapildi.
AH6809 ve DMSO o6n tedavileri, siganlarin bazal kardiyovaskiiler parametreleri
tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadi (p<0,05) (Tablo 1).
PGE ve PGD’nin reseptdr antagonisti AH6809, nesfatin-1’in yaratmis oldugu
kardiyovaskiiler yanitlar1 kismen bloke etti (Sekil 16A,B).
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Sekil 16: AH6809 6n tedavisinin nesfatin-1’in olusturmus oldugu kardiyovaskiiler etkilerdeki
aracili@i. Stabilizasyon periyodunun sonunda AH6809 (10 pg; s.y.v.) veya DMSO (5 pl; s.y.v.) 6n
tedavilerinden 5 dakika sonra siganlara s.y.v. yolla nesfatin-1 (200 pmol) veya tuzlu su (5 ul; s.y.v.)
uygulandi (dakika 0). 60 dk boyunca kan basinci (A) ve kalp atim sayisi1 (B) kaydi alindi. Degerler 7
sicamin ortalama + standart hatasi seklinde verilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlii
tekrarlanan RM-ANOVA’y1 takiben Bonferroni testi ile yapildi. *, p<0.05, “DMSO + Tuzlu su” ve
“AH6809 + Tuzlu su” grubuna gore anlamh farks; +, p<0,05, ““AH6809 + Nesfatin-1” grubuna gore
anlamli farki gostermektedir.
4.6. Merkezi Olarak Uygulanan Nesfatin-1’in Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine
Olan Etkilerinde Merkezi Prostaglandin F2a’nmin Aracihig

Kontrol kardiyovaskiiler parametre kayitlar1 alindiktan sonra, merkezi olarak
uygulanan nesfatin-1’in kardiyovaskiiler sistem {izerine olan etkilerinde merkezi
PGF,, nin araciligimi arastirmak i¢in normotansif siganlara nesfatin-1 (200 pmol;
S.y.v.) ya da tuzlu su (5 pl; s.y.v.) uygulamasindan 5 dakika 6nce PGF;, reseptor
antagonisti PGF,, dimetil amin (10 pg; s.y.v.) veya tuzlu su (5 pl; s.y.v.) 6n tedavisi
uygulandi. PGF,, dimetil amin 6n tedavisi siganlarin bazal kardiyovaskiiler
parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmaksizin
(p<0,05) (Tablo 1) nesfatin-1’in yaratmis oldugu kardiyovaskiiler etkileri kismen

bloke etti (Sekil 17A,B).
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Sekil 17: PGF,, dimetil amin 6n tedavisinin nesfatin-1’in olusturmus oldugu kardiyovaskiiler

etkilerdeki aracihg. Stabilizasyon periyodunun sonunda PGF,, dimetil amin (10 pg; s.y.v.) veya
tuzlu su (5 ul; s.y.v.) 6n tedavilerinden 5 dakika sonra siganlara s.y.v. yolla nesfatin-1 (200 pmol)
veya tuzlu su uygulandi (dakika 0). 60 dakika boyunca kan basinci (A) ve kalp atim sayis1 (B) kaydi
alind1. Degerler 7 siganin ortalama =+ standart hatas1 seklinde verilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler
iki yonli tekrarlanan RM-ANOVA’y1 takiben Bonferroni testi ile yapildi. *, p<0.05, “Tuzlu su +
Tuzlu su” ve “PGF,, dimetil amin + Tuzlu su” grubuna gére anlamh farki; +, p<0,05, ‘‘PGF,, dimetil
amin + Nesfatin-1” grubuna gore anlamli farki gostermektedir.
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4.7. Merkezi LOX Enzim Yolaginin Nesfatin-1’in Olusturdugu Kardiyovaskiiler
Etkilerdeki Aracilig:

Sigcanlarin kontrol kan basinci ve kalp atim sayisi kayitlar1 alindiktan sonra
LOX enzim yolaginin araciligmi arastirmak i¢cin DMSO (5 ul; s.y.v.) veya segici
olmayan LOX inhibitorii NDGA (250 pg; s.y.v.) on tedavisinden 5 dakika sonra
tuzlu su (Sul; s.y.v.) veya nesfatin-1 (200 pmol; s.y.v.) tedavisi uygulandi. On
tedaviler siganlarin kontrol kardiyovaskiiler parametrelerinde istatistiksel olarak
onemli bir degisiklige neden olmadi (p<0,05) (Tablo 1). Segici olmayan LOX
inhibitérii NDGA (250 pg; s.y.v.) on tedavisi, nesfatin-1 tarafindan olusturulan
kardiyovaskiiler parametrelerdeki degisikligi kismen bloke etti (Sekil 18A,B).
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Sekil 18: Merkezi olarak uygulanan secici olmayan LOX inhibitorii NDGA 6n tedavisinin
nesfatin-1’in olusturdugu kardiyovaskiiler etkilerdeki aracihigi. Siganlarin kontrol kan basinci ve
kalp atim sayis1 kayitlart alindiktan sonra DMSO (5 pl; s.y.v.) veya NDGA (250 ng; s.y.v.) 6n
tedavisi yapildi. On tedaviden 5 dakika sonra tuzlu su (5 ul; s.y.v.) ya da nesfatin-1 (200 pmol; s.y.v.)
tedavisi gergeklestirildi (dakika 0) ve 60 dakika boyunca kan basinci ve kalp atim sayisi kaydi alind1.
Degerler 7 siganin ortalama = standart hatas1 seklinde verilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler iki
yonlii tekrarlanan RM-ANOV A’y1 takiben Bonferroni testi ile yapildi. *, p<0.05, “DMSO + Tuzlu su”
ve “NDGA + Tuzlu su” grubuna gore; +, P<0.05, “NDGA + Nesfatin-1” grubuna gére anlamli farki
gostermektedir.

47



tkileri.

i lizerine e

kiiler parametreler

iyovas

n sicanlarin kard

Tablo 1: On tedavileri

19 FCI€ 80T ¥ 811 8TEFSIE LTTF0CI
9$TFOIE €0°CT F 0TI 6L TFI1€ 85°0 F 0TI
9¢°T F 80€ 90°T F 021 P8°C F9I€ 760 F ¥Tl
LYY F 60€ 0%°0 F 0TI 8T EFCIC b1 F 81T
WY FrIc [€TF6I1 €TYF6IE €0°TF 1TI
TI'EF0I¢ 10°T ¥ 21 80°C ¥ 80¢ L6OF 611
1€ F9I¢ 96°0 F 11 LYY F1C€ I¥°1 F €C1

48



5. TARTISMA VE SONUC

Calismanin sonuglari, merkezi yolla uygulanan nesfatin-1’in normotansif
siganlarda kan basincinda pressor bir etkiye, kalp atim sayisinda ise once bradikardi
ardindan da tasikardiye neden oldugu ve yine s.y.v.’ye enjekte edilen nesfatin-1’in
PH’de ekstraseliiler total PG seviyesinde bir artis yarattigini gostermektedir. Merkezi
COX enzim yolagi tamamen, COX metabolitlerinden TXA,, PGD, PGE, PGF,, ile
LOX enzim yolag1 ise nesfatin-1’in yaratmis oldugu kardiyovaskiiler etkileri kismen
bloke etti.

Normal kan basincina sahip siganlarda nesfatin-1’in kardiyovaskiiler etkileri,
hizli ancak kisa siireli olarak gelisti. Kan basineci tizerindeki etki, ilk dakikalardan
baslayarak enjeksiyonun 20. dakikasinda en yiiksek seviyesine ulasip 60 dakika siire
ile devam etti. 200 pmol dozda s.y.v. yolla uygulanan nesfatin-1, kan basincinda 8+1
mmHg artisa neden olurken, kan basinci iizerindeki etkilere benzer sekilde kalp atim
sayist iizerine olan etkinlik de hizli ve kisa siireli olarak gelisti. Merkezi olarak
uygulanan nesfatin-1, ilk 10 dakikada kalp atim sayis1 {izerinde bradikardik bir yanit
olustururken, 20. dakikada tasikardik; 30. dakika itibari ile de bradikardik olarak
devam eden bir etkiye neden oldu.

Merkezi yolla uygulanan nesfatin-1’in olusturdugu kalp atim sayisi yaniti,
kan basmci etkisi ile zamansal olarak uyumlu goziikmektedir. Ik dakikalarda
gozlenen bradikardik yanit, enjeksiyonu takiben ilk dakikalarda baslayan ve artarak
devam eden kan basincindaki yilikselme etkisine karsi gelisen barorefleks cevabi
olarak diistiniilebilir. Nesfatin-1 uygulanmasindan sonraki 20. dakikada gézlemlenen
ani tagikardik yanita paralel olarak kan basincindaki artisin en giiclii etkinligi bu
dakikada gorillmistiir. Her iki kardiyovaskiiler cevap da nesfatin-1’in tanimlanmis
sempatoadrenerjik sistemi aktivasyonuna (Yosten ve Samson, 2009; Yilmaz ve ark.,
2015) bagl olarak sekillenmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Nesfatin-1’in MSS’de kardiyovaskiiler sistemin merkezi kontroliinde gorevli
merkezlerden ARC (Kawabe ve ark., 2012; Oh-1 ve ark., 2006), PVN (Erdos ve ark.,
2015; Oh-1 ve ark., 2006), lateral hipotalamik alan (Oh-1 ve ark., 2006; Pajolla ve
Aguiar Correa, 2004), SON (Japundzic-Zigon, 2013; Oh-1 ve ark., 2006), vagusun
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dorsal motor c¢ekirdegi (Brailoiu ve ark., 2007; Machhada ve ark., 2015),
amigdalanin merkezi ¢ekirdegi (Goebel ve ark., 2009a; Granjeiro ve ark., 2014),
insular korteks (Goebel ve ark., 2009a; Nagai ve ark., 2010), niikleus ambiguus
(Goebel ve ark., 2009a; Sharp ve ark., 2014) ve NTS (Foo ve ark., 2008;
Bundzikova-Osacka ve ark., 2015) gibi dnemli bolgelerde genis dagilim gosteriyor
olmasi, nesfatin-1’in endojen olarak merkezi kardiyovaskiiler diizenlemede 6nemli
rollere sahip olabilecegini gostermektedir. Nesfatin-1’in endojen etkinliginin yani
sira, ekzojen olarak da kardiyovaskiiler sistem iizerinde etkili bir peptid oldugu
yapilan galismalarla gdsterilmistir. Intraserebroventrikiiler yolla uygulanan nesfatin-1
kan basinci tizerinde pressor, kalp atim sayisi iizerinde ise bradikardik bir yanita
neden olmaktadir (Tanida ve Mori, 2011; Yilmaz ve ark., 2015; Yosten ve Samson,
2009; Yosten ve Samson, 2010). Merkezi kardiyovaskiiler kontrolde 6nemli bir
beyin sap1 bolgesi olan NTS’ye yapilan nesfatin-1 mikroenjeksiyonu hem kan
basincint hem de kalp atim hizin1 arttirict bir yanit olusturmaktadir (Mimee ve ark.,
2012). S.y.v. yolla uygulanan nesfatin-1, hem normal kan basincina sahip hem de
hemorajik sok olusturulmus hipotansif sicanlarda kan basincinda pressor bir yanita
neden olurken; kalp atim sayilarinda ise normotansif siganlarda bradikardi, hipotansif
siganlarda tasikardiye yol agmaktadir. Yine ayni ¢alismada Yilmaz ve arkadaslarinin
(2015) nesfatin-1 uygulamasi sonrasinda plazma katekolamin, renin ve vazopressin
seviyelerinde artislarin sekillendigini gostermesi, merkezi yolla enjekte edilen
nesfatin-1’in kardiyovaskiiler etkinliginde vazopressinerjik, sempatoadrenerjik ve
renin-anjiyotensin sistemi gibi periferik mekanizmalarin da araciligi olabilecegini
diistindiirmektedir. Yosten ve Samson (2009) tarafindan yapilan bir c¢alismada,
nesfatin-1 tarafindan olusturulan kardiyovaskiiler yanitlarin periferik o-adrenerjik
antagonist 6n tedavisi ile ortadan kaldirilmasi, nesfatin-1’in kardiyovaskiiler
etkilerini sempatoadrenerjik sistem aktivasyonu ile gergeklestirebilecegi diislincesini
giclendirmektedir. Calismamizda elde edilen sonuglar daha Onceki yapilan
caligmalar ile uyumlu olup ayni zamanda nesfatin-1’in merkezi kardiyovaskiiler
kontrolde o©nemli molekiill oldugunu ve merkezi olarak uygulanmasinin
sempatoadrenerjik sistemi aktive ettigi raporlarin1 da dogrular niteliktedir. Nesfatin-
I’in sempatoaedrenerjik sistemi aktive etmesinin yaninda, parasempatik sistemi de

aktive ettigi rapor edilmistir (Brailoiu ve ark., 2013). Nesfatin-1’in bu etkisi de goz

50



Oniine alindiginda, calismamizda elde edilen sonuglara gore nesfatin-1 enjeksiyonu
sonrasinda gozlemlenen bradikardik cevabin barorefleks yanit olarak diisiiniilmesinin
yan1 sira, parasempatik sistem aktivasyonu sonucu gelismis olabilece8i de
diistiniilebilir.

Litearatiirde bir ilk olarak, merkezi olarak uygulanan nesfatin-1 ile
olusturulan kardiyovaskiiler etkilerde merkezi COX ve LOX enzim yolaklarinin
aracilig1r hem mikrodiyaliz hem de hemodinami ag¢isindan ¢alismamizin sonuglari ile
ortaya konmustur. PH, merkezi kardiyovaskiiler kontrol agisindan 6nemli bir bolge
olmakla birlikte, nesfatinerjik noronlarca yogun diger hipotalamik niikleuslardan
arkuat niikleus (Maejima ve ark., 2009), PVN (Darambazar ve ark., 2015), lateral
hipotalamus (Foo ve ark., 2008) ve subraoptik niikleustan (Oh-I ve ark., 2006) yogun
noronal projeksiyonlar alan hipotalamik bir bolgedir. Nesfatin-1’in kardiyovaskiiler
etki profili ile PH’den yapilan mikrodiyaliz sonuglar1 zamansal olarak birbirleri ile
uyumlu olarak gozlemlendi. Nesfatin-1’in merkezi olarak uygulanmasindan sonra
maksimum kardiyovaskiiler etki 20. dakikada gozlenirken, ayni sekilde PH
ekstraseliiler total PG seviyesindeki en yiiksek artis enjeksiyonu takiben ilk 20
dakika igerisinde elde edildi ve hem Kkardiyovaskiiler degisiklikler hem de PH’de
total PG artis1 60 dakika siire ile devam etti. Nesfatin-1 uygulamasi bu siire igeriside
PH’de PG ve LT’nin farkli zamanlarda artislarina ya da bazilarin daha uzun siire ile
artiglarina sebep olabilecegi i¢in nesfatin-1’in kan basinci etkileri daha kisa siire ile
gozlenirken total PG ¢ikis1 daha uzun siire ile gézlemlenmis olabilir. Merkezi PG ve
LT lerin kardiyovaskiiler diizenlemede onemli rolleri oldugu ve farkli yanitlara
neden oldugu bilinmektedir. PGF,,, PGE, ve PGD; gibi bazi PG’lerin merkezi
olarak uygulanmasi kan basici ilizerinde pressor ve kalp atim sayisi {lizerinde
tasikardik (Siren, 1982a; Siren, 1982b; Siren, 1982c), TXAz’nin pressoér ve
bradikardik (Yalcin ve Savci, 2004), PGl,’nin tasikardik ve bradikardik yanitlara
neden oldugu (Chiavarelli ve ark., 1982) yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Bu
raporlar goz oniine alindiginda ve nesfatin-1’in total PG seviyesinde artisa yol actigi
diisiniildiigiinde; o6zellikle kalp atim sayis1 yanitlarinin, nesfatin-1 kaynakli olarak
cesitli PG’lerin farkli zamanlarda artis gostermesi ve farkli kardiyovaskiiler rollere

sahip olmasi ile de iliskili olabililecegini diisiindiirmektedir.
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Calismada, merkezi olarak uygulanan nesfatin-1’in kardiyovaskiiler etkileri
secici olmayan COX inhibitorii ibuprofen ile tamamen; ayr1 ayri1 uygulanan TXA,
sentez inhibitorii furegrelate, PGE ve PGD’nin reseptdr antagonisti AH6809, PGF,,
reseptOr antagonisti PGF,, dimetil amin ve se¢ici olmayan LOX inhibitori NDGA
ile kismen engellendi. Nesfatin-1’in hem kardiyovaskiiler hem de diger fizyolojik
etkilerine aracilik eden tanimlanmis kendi reseptor ya da reseptorlerini gosteren bir
rapora rastlanmamakla birlikte bu etkilerine araciligi olan baska sistem ve/veya
reseptorlerin  varligi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Nesfatin-1’in  merkezi
kardiyovaskiiler etkilerine merkezi MCR%, oksitosin-melanokortin sistemi ve
kortikotropin salgilatict hormonun (CRH) araciliklari oldugu bilinmektedir (Tanida
ve Mori, 2011; Yosten ve Samson, 2009; Yosten ve Samson, 2010; Yosten ve
Samson, 2014). Lateral yan ventrikiill igine uygulanan nesfatin-1’in yarattigi
kardiyovaskiiler etkiler MCR%4 antagonisti SHU9119 (Tanida ve Mori, 2011; Yosten
ve Samson, 2009) ve merkezi oksitosin reseptdr antagonisti ornitin vazotosin (Yosten
ve Samson, 2010) ile bloke edilirken; CRH reseptor antagonisti astressin2B 6n
tedavisi ile de bu etkilerin ortadan kalktigi Yosten ve Samson (2014) tarafindan
bildirilmistir. Yakin zamanda laboratuvarimizda yapilan bir ¢alismada nesfatin-1’in
yarattigt kardiyovaskiiler etkilere merkezi nikotinik ve muskarinik kolinerjik
reseptorlerin de katkida bulundugu gosterilmistir (Aydin ve ark., 2018). Yapmis
oldugumuz bu calismada s.y.v. yolla uygulanan nesfatin-1’in yaratmis oldugu
pressor ve bifazik kalp atim sayisi etkinligi kolinerjik muskarinik reseptor antagonisti
atropin ve kolinerjik nikotinik reseptor antagonisti mekamilamin 6n tedavileri ile
bloke  edilirken;  nesfatin-1  enjeksiyonundan  sonra  kardiyovaskiiler
parametrelerindeki zamansal degisime paralel olarak PH’de ekstraseliiler Ch ve ACh
seviyelerinde artis meydana gelmistir (Aydin ve ark., 2018).

AA kokenli COX ve LOX metabolitleri tiim organizmada bulundugu gibi
MSS’de de genis bir dagilim gostermektedir. AA ve metabolitleri MSS’de bir¢ok
sistemin fizyolojik kontroliinde ndrotransmitter ve néromodiilatér madde olarak rol
oynamaktadirlar (Tassoni ve ark., 2008). Merkezi AA ve metabolitlerinin, nesfatin-
1’e benzer sekilde merkezi kardiyovaskiiler etkinliginin oldugunu gosteren deliller
bulunmaktadir. AA’nin s.y.v. yolla uygulanmas1 hem normotansif (Aydin ve Yalcin,

2008; Yalcin, 2011) hem de hemorajik sok olusturulmus hipotansif (Yalcin ve

52



Aydin, 2009) siganlarda kan basinci {izerinde pressor bir yanita neden olmaktadir.
COX inhibitorii indometazin 6n tedavisi bu yaniti tamamen geri dondiiriiken, TXA,
sentez inhibitorii furegrelate 6n tedavisi AA ile olusturulan pressor etkiyi kismen
engelleyebilmistir. Merkezi yolla uygulanan FLA, aktivatorii melittinin de
normotansif ve hipotansiyona sahip hayvanlarda AA yolagini aktive ederek pressor
bir kardiyovaskiiler cevap olusturdugu, bu cevabin da yine benzer sekilde
indometazin On tedavisi ile tamamen, furegrelate On tedavisi ile kismen
engellenebildigi ortaya konmustur (Aydin ve Yalcin, 2008; Yalcin ve ark., 2006a;
Yalcin ve Aydin, 2009; Yalcin ve Ertiirk., 2007; Yalcin ve Savci, 2007). Melittin ve
AA’nin kardiyovaskiiler yanitlarda nesfatin-1’in etki profiline benzer sekilde
vazopressinerjk, sempatoadrenerjik ve renin anjiyotensin sisteminin araciliklar
oldugu rapor edilmistir (Aydin ve Yalcin, 2008; Yalcin ve ark., 2006a; Yalcin ve
Aydin, 2009; Yalcin ve Ertiirk., 2007; Yalcin ve Savci, 2007). Melittin ayrica TXA,
ve kolinerjik nikotinik reseptorleri (Yalcin ve Erturk, 2007) ve kismen de olsa FLA,
ve COX enzim yolagimi kullanarak da kardiyovaskiiler etkilerini gdstermektedir
(Yalcin ve ark., 2009). AA metabolitlerinden TXA, de melittin, AA ve nesfatin-1’in
etkilerine benzer sekilde hem normotansif hem de hipotansif kosullarda kan basincin
arttirict bir etki olusturarak hipotansiyonu geri dondiirmektedir (Yalcin ve Savci,
2004; Yalcin ve ark., 2005a; Yalcin ve ark., 2005b; Yalcin, 2011). TXA; bu
etkilerini MSS’de kendi reseptorleri (Yalcin ve Savci, 2004) ve kolinerjik nikotinik
reseptorleri lizerinden gostermektedir (Yalcin ve ark., 2005b; Yalcin ve ark., 2006b).
Bu raporlar hem merkezi nesfatinerjik sistemin hem de merkezi COX ve LOX
metabolitlerinin merkezi kardiyovaskiiler kontrolde fonksiyonel benzerliklere sahip
oldugunu ortaya koymakla birlikte, ¢alismamizin sonuglar1 da en azindan iki sistemin
kardiyovaskiiler kontrol acisindan etkilesimini dogrular niteliktedir. Bu bilgilerin
yaninda, merkezi kardiyovaskiiler kontrol acisindan olmasa da nesfatin-1 ve AA
metabolizmasi arasinda bir etkilesim oldugu yapilan caligmalarla ortaya konmustur.
Insan ve fare kondrositlerinde nesfatin-1’in varlig1 ve nesfatin-1’in inflamatuar
sitokinler {izerindeki etkisinin arastirildigi in vitro bir ¢aligmada, nesfatin-1’in
kondrositlerde farkli sitokinlerin {iretimini uyarmasinin yani sira, COX-2 mRNA
ekspresyonunda da bir artisa neden oldugu gosterilmistir. Ayrica yine ayni ¢alismada

osteoartritli hastalarin primer kondrositlerinde COX-2 gibi proinflamatuar
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ajanlardaki artisin nesfatin-1 kaynakli olabilecegi de rapor edilmistir (Scotece ve
ark., 2014). Szlachcic ve arkadaslarinin 2013’te yapmis oldugu bir ¢aligmada strese
bagl olusan gastrik mukoza hasarinda nesfatin-1’in koruyucu etkilere sahip oldugu
ve bu etkilerin de AA iiriinii olan PGE2 aracilig1 ile gergeklestigi ortaya konmustur.
Ciinkii secici olmayan COX inhibitorii indometazin, segici COX-1 inhibitorii SC-560
ve se¢ici COX-2 inhibitorii rofe-coxib ile yapilan 6n tedaviler sonucunda PGE; nin
baskilandiginin gdsterilmesi nesfatin-1’in gastroprotektif etkilerinde COX-PGE;’in
aracilign olabilecegini gostermektedir (Szlachcic ve ark., 2013). Bu c¢alismay1
destekleyen benzer bir calismada, asetik asit ile olusturulmus deneysel {ilser
modelinde nesfatin-1 uygulamasinin proinflamatuar sitokin salinimini inhibe ettigi,
artmis durumdaki COX-1 ve COX-2 immiinreaksyonunda azalmaya yol agarak
antioksidan bir etki yarattigi rapor edilmistir. Nesfatin-1’in bu etkilerinin basta segici
COX-2 inhibitorii NS-398 olmak flizere, se¢ici COX-1 inhibitorii ketorolac ve segici
olmayan COX inhibitorii indometazin 6n tedavileri ile baskilanmis olmasi nesfatin-
I’in gastrik koruyucu etkilerinde COX-2 enzim yolaginin araciligi olabilegini
gostermektedir (Kolgazi ve ark., 2017).

Sonug olarak, merkezi olarak uygulanan nesfatin-1 normal kan basincina
sahip uyanik sicanlarda pressor ve bradikardik/tasikardik fazlar1 igeren
kardiyovaskiiler bir yanita neden olmaktadir. Ayrica, nesfatin-1’in s.y.v. yolla
enjeksiyonu, PH ekstraseliiler total PG seviyesini de arttirmaktadir. Ilging olarak
calismanin sonucu, nesfatin-1’in olusturdugu kardiyovaskiiler etkilere merkezi COX
enzim yolaginin tamamen; COX {iriinlerinden TXA,, PGE, PGD ve PGF,, ve ayrica
LOX enzim yolagmin da kismen aracilik ettigini de ortaya koymaktadir. Sonugta
elde edilen bulgular, merkezi kardiyovaskiiler sistem diizenlenmesi agisindan
nesfatinerjik sistemin ve AA sinyal yolagmin etkilesim iginde oldugunu

gostermektedir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

aa Aminoasit

AA Arasidonik Asit

ACh Asetilkolin

ACTH Adrenokortikotropik hormon
ARC Arkuat niikleus

C29 C-terminal

CaCl, Kalsiyum kloriir

Ch Kolin

CO; Karbondioksit

COX Siklooksijenaz

CRF Kortikotropin salgilatict faktor
CRH Kortikotropin serbestlestirici hormon
dk Dakika

EET Epoksieikosatrienoik asit
ERK Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz
FCF21 Fibroblast biiyiime faktorii 21
FLA, Fosfolipaz A,

FLC Fosfolipaz C

FSH Folikiiler sitimiile edici hormon
GnRH Gonadotropin releasing hormon
HETE Hidroksieikosatetraenoik asit
HODE Hidroksioktedekadienoik asit
HPA Hipotalamo-hipofizer-adrenal
IML Intermeiolateral hiicre kolonu
i.p. Intraperitoneal

V. Intravendz

KCI Potasyum kolriir

kDa Kilodalton

KVLM Kaudal ventrolateral medulla
LC Lokus seruleus

LH Liiteinize hormon

LOX Lipooksijenaz

LT Lokotrien

LX Lipoksin

M30 Orta segment

MCR%4 Kisaltma nerede

MgSQO4 Magnezyum Siilfat

mm Milimetre

mM Milimolar

mmHg Milimetre civa

MRNA Habereci riboniikleik asit

MSS Merkezi sinir sistemi

m-TOR Rapamisin
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