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OZET

Amac: Bu ¢alismanin amact deneysel fonksiyonel dispepsi (FD) modeline bagli afferent

vagal disfonksiyonda endojen periferal apelinin roliinii arastirmaktir.

Yontem: Deneysel FD modeli olusturmak amaciyla yeni dogan Sprague Dawley si¢an
yavrularina postnatal 1. ve 21. giinler arasinda 3 saat/giin maternal separasyon
uygulanmistir. Siganlar, yetiskin yasa ulastiklarinda 7 giin boyunca (90 dakika/giin)
hareket kisitlama stresine maruz brrakilmigtir. Hayvanlarm viicut agirlik ve besin alim
takipleri yapildiktan sonra, FD aracili gelisen anksiyete benzeri davranislar, yilikseltilmis
art1 labirent ve agik alan testleri ile degerlendirilmistir. Kat1 mide bosalimi, 6zofago-
gastrik gevseme (OGG) ve gastrik akomodasyon refleksi (GAR), bir gece &nce ag
birakilan hayvanlarda 6lgiilmiistir. OGG ve GAR"1 degerlendirmek amaciyla, balon
kateter ile oOzofagiyal ve gastrik distansiyon olusturulmustur. Gastrik tonustaki
distansiyona bagl degisiklikler, fundus ve korpusa serozal olarak implante edilen bir gift
gerim Olger transdiiser araciligiyla kaydedilmistir. Apelin reseptorii (APJ), gecici reseptor
potansiyeli vanilloid-1 (TRPV1) ve gecici reseptor potansiyeli ankyrin-1 (TRPA1)

ekspresyonundaki degisiklikler immiinohistokimyasal yontem ile degerlendirilmistir.

Bulgular: FD grubu hayvanlar kontrol grubu si¢anlara gore anksiyete benzeri davranislar
gosterirken, viicut agirligi ve gida alimi ise 6nemli Ol¢iide azalmistir. FD grubu
hayvanlarda hem fundus hem de korpusta GAR ve OGG yanit1 6nemli dlgiide azalirken,
mide bosalim1 da yavaslamistir. GAR ve OGG'deki FD’ye bagli bozulan refleks yanitlari,
apelin reseptdr antagonisti F13A (70 nmol-ml-kg?, i.v) 6én uygulamasiyla diizelme
gostermistir. Cift immiinofloresan etiketleme ¢aligmalarimiz, APJ'nin TRPV1 ve TRPA1
eksprese eden afferent noronal perikaryada iiretildigini gostermektedir. Ozofagus ve
mideyi innerve eden vagal afferent néronlarda FD’ye bagli APJ ve TRPV1 ekspresyonu
artarken, TRPAI iiretiminde degisim Saptanamamustir. Ayrica FD sicanlarin gastrik vagal
afferent sinir sonlanmalarinda APJ ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir.

Sonug: Elde ettigimiz bulgular, apelin reseptor antagonistlerinin FD tedavisinde terapotik
potansiyelini isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: apelin, fonksiyonel dispepsi, vagal afferent fonksiyonlar, nodoz
gangliyon



ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to investigate the role of the endogenous peripheral
apelin in experimental functional dyspepsia (FD) model-induced afferent vagal
dysfunction.

Method: For the experimental FD model, newborn Sprague Dawley pups underwent
maternal separation (3 h/day) from postnatal day-1 to day-21. In adulthood, rats were
loaded with restraint stress for 7 consecutive days (90 min/day). Body weight and food
intake were monitored before the behavioral tests. Elevated plus maze and open field tests
were used to assess the FD-induced anxiety-like behaviors. Solid gastric emptying (GE),
esophago-gastric relaxation (EGR) and gastric accommodation reflex (GAR) were
measured following overnight fasting. To evaluate EGR and GAR, esophageal and gastric
distention were performed through a balloon catheter, respectively. The distention-
induced changes in gastric tone were monitored through a pair of strain gauge transducers
serosally implanted in the fundus and corpus. The alterations in expression of the apelin
receptor (APJ), transient receptor potential vanilloid-1 (TRPV1), and TRP ankyrin-1

(TRPAL) were evaluated by immunohistochemistry.

Results: Compared with the control rats, FD significantly decreased body weight and food
intake, while produced anxiety-like behaviors. FD significantly also decreased GE, while
remarkably diminishing the GAR and EGR response both in fundus and corpus. The FD-
induced changes in GAR and EGR were significantly attenuated by preadministration of
apelin receptor antagonist F13A (70 nmol-ml-kg?, i.v). Our double immunofluorescence
labeling studies demonstrated that APJ is present in afferent neuronal pericaria expressing
TRPV1 and TRPAL. In esophageal- and gastric-projecting vagal afferent neurons,
expressions of APJ and TRPV1 were upregulated in FD, whereas no change was detected
in TRPAL. Moreover, expression of APJ was increased in gastric vagal afferent nerve

endings in the myenteric neurons of the FD rats.

Conclusion: Our findings demonstrate the therapeutic potential of apelin receptor

antagonists in clinical treatment of FD.

Keywords: apelin, functional dyspepsia, vagal afferent functions, nodose ganglion
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1. GIRIS

Fonksiyonel gastrointestinal bozukluklar (FGID) endoskopi, rontgen veya kan testleri ile
tespit edilebilecek klinik ve/veya yapisal anormalliklerin olmadig1 ve patofizyolojisinin
altinda yatan mekanizmalarin iyi bilinmedigi, gastrointestinal sistem (GiS)’e iliskin
beyin-bagirsak etkilesim bozukluklar1 i¢in kullanilan bir terimdir. Stresin, FGID’nin
klinik belirtilerinin ortaya ¢ikmasinda ve mevcut belirtilerin alevlenmesinde 6nemli rol
oynadig1 bilinmektedir. Tiim FGID'ler arasinda, fonksiyonel dispepsi (FD) ve irritabl
bagirsak sendromu (IBS) en yaygimn olanlaridir (Drossman, 2016; Drossman ve Hasler,
2016). Ozellikle modern bat1 toplumlarinda strese bagl olarak FD insidansinda artis
gozlenmektedir. Postprandial erken tokluk, siskinlik, epigastrik agri ve yanma gibi {ist
abdominal semptomlarla karakterize olan FD’nin tedavisinde stres ve beyin-bagirsak

ekseni ile ilgili patofizyolojik mekanizmalarin aydinlatilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.

APJ’nin (apelin reseptorii) endojen liganti olan apelinin gastrointestinal motor
fonksiyonlar iizerine inhibitor etkisi bilinmektedir (Bulbul ve ark., 2017). APJ mRNA’s1
vagal afferent hiicre govdelerinin bulundugu nodoz gangliyonda tespit edilmis ve apelinin
farelerde gerime bagli vagal afferent duyarliligi inhibe ettigi gosterilmistir (Li ve ark.,
2018). Bu bulgular, apelinin FD’ye baglh gelisen afferent vagal disfonksiyonda rolii
olabilecegini akla getirmektedir. Bunun yani sira, stres ile lretiminin arttigir bilinen
apelinin, periferal etkilerinin bloklanmasi sonucunda stresin gastrointestinal motor
fonksiyonlar iizerine inhibitor etkisi kismi olarak ortadan kalkmaktadir (1zgut-Uysal ve
ark., 2014; Bulbul ve ark., 2019). Literatiirde apelinin visseral fonksiyonlarla ilgili
etkilerini farkli diizeylerde ortaya koyan bulgular mevcut olmasina karsin, gliniimiizde
apelinin vagal afferent sinyalleri nasil ve hangi yolu kullanarak diizenledigi
bilinmemektedir. Calismamizda apelinin vagal afferent sinyalizasyondaki roliiniin enterik
ve nodoz gangliyon seviyesinde aydinlatilmasi hedeflenmistir. Apelinin beyin-bagirsak
ekseninde rol aldig1 patofizyolojik mekanizmalarin aydinlatilmasi, bundan sonraki
donemde bu konuda yapilacak caligmalara 6nemli bir bilimsel altyap1 olusturacak ve stres-
iligkili gastrointestinal motor bozukluklarin klinik tedavisinde yeni yaklagimlarin

olugmasina katki saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Fonksiyonel Gastrointestinal Bozukluklar

GIS’te en yaygm olarak goriilen semptomlarin basinda karin agrisi, ishal, kabizlik,
siskinlik, dolgunluk, mide bulantis1 ve kusma gelmektedir. Bu semptomlar, gastroparezi
gibi motilite bozukluklari, gastrointestinal kanser, enflamatuvar bagirsak hastaligi, ¢dlyak
hastalig1 ve peptik tilser dahil olmak {izere genis bir organik patoloji yelpazesinde ortaktir
(Black ve ark., 2020). Bununla birlikte, bahsi gegen bu ve benzeri belirtileri agiklamak
icin altta yatan yapisal bir anormallik c¢ogunlukla ortaya koyulamadigindan, bu
semptomlar siklikla fonksiyonel semptomlar olarak adlandirilmaktadir (Black ve ark.,
2020). FGID; yapisal ya da biyokimyasal anormalliklerin go6zlenmedigi ve
patofizyolojisinin altinda yatan mekanizmalarin iyi bilinmedigi, GIS ile iliskili kronik
yakinmalarla karakterize bir grup klinik tablo i¢in kullanilan bir tanimdir. FGID’lerin tanm1
ve tedavisi ile ilgili olarak uluslararasi bir uzman ekip tarafindan hazirlanmis ve belirli
araliklarla giincellenmekte olan “Roma Kriterleri’ne gore hastalarda goriilen bozukluklar
semptomlarma gore smiflandirilmistir. S6z konusu belirtiler visseral hipersensitivite,
motilite bozukluklari, mukozal ve immiin fonksiyonlarda degisim, degismis bagirsak
mikrobiyatast ve degismis merkezi sinir Sistemi (MSS) algilamasi gibi durumlarin
herhangi biriyle veya birden fazlasinin kombinasyonuyla ortaya c¢ikabilmektedir
(Drossman, 2016; Drossman ve Hasler, 2016). FGID'leri uygun sekilde smiflandirmak,
sadece tan1 ve tedaviyi kolaylastirmak i¢cin degil, ayn1 zamanda bu bozukluklarin
etiyolojilerini aragtirmak i¢in de olduk¢a 6nemlidir. Son 30 y1l i¢inde, gastroenteroloji ve
gastrointestinal alanda uzman akademisyenlerden olusan bir komite olan Roma Vakfi,
FGID'leri teshis etmek ve smiflandirmak i¢in uzmanlarin goriis birligine dayanarak bir
kilavuz gelistirmislerdir. Ik olarak 1990'da dnerilen Roma tani kriterleri her durumu
aragtirmalara veya hasta tarafindan bildirilen belirli bir semptom kiimesine gore
tanimlamaktadir. Su ana kadar {i¢ revizyona tabi tutulan bu kriterler son olarak 2016
yilinda Roma IV kriterleri olarak giincellenmistir (Tablo 2.1), (Drossman ve Hasler,
2016).

Gastroenteroloji kliniklerine sevklerin en az {i¢te birini olusturmasi da bu bozukluklarin

onemli bir tibbi yiik oldugunun gdstergesidir (Shivaji ve Ford, 2014). Mevcut tedavi
2



yaklagimlarinin, altta yatan spesifik patofizyolojik mekanizmalar1 tanimlamak ve ele
almak yerine baskin gastrointestinal ve psikolojik semptomlar1 hedef almas1 da dikkat
edilmesi gereken bir husus olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Tablo 2.1. Fonksiyonel Gastrointestinal Bozukluklar: Beyin-bagirsak Etkilesim Bozukluklar1 (Drossman
ve Hasler, 2016)

A. Ozofagiyal Bozukluklar

Al. Fonksiyonel gogiis agrisi A4. Globus

A2. Fonksiyonel gastrik eksime/yanma Ab5. Fonksiyonel disfaji

A3. Reflii hipersensitivitesi

B. Gastroduodenal Bozukluklar

B1. Fonksiyonel dispepsi B3. Bulant1 ve kusma bozukluklari

Bla. Postprandial distres sendromu B3a. Kronik bulanti kusma sendromu

B1b. Epigastrik agri sendromu B3b. Dongiisel kusma sendromu

B2. Gegirme bozukluklari B3c. Kannabinoid hiperemezis
sendromu

B2a. Asir1 supragastrik gegirme B4. Ruminasyon sendromu

B2b. Asir1 gastrik gegirme

C. Bagirsak Bozukluklar

C1. Irritabl bagirsak sendromu (IBS) C2. Fonksiyonel konstipasyon

Konstipasyonun baskin oldugu IBS C3. Fonksiyonel diyare

Diyarenin baskin oldugu IBS C4. Fonksiyonel abdominal siskinlik

Karigik bagirsak hareketlerine sahip IBS C5. Tanimlanmamis fonksiyonel
bagirsak bozuklugu

Smiflandirilmamis IBS C6. Opioid kaynakli konstipasyon

D. Santral Aracih Gelisen Gastrointestinal Agr1 Bozukluklar:

D1. Santral aracili geligen abdominal agr1 sendromu

D2. Narkotik bagirsak sendromu / Opioid kaynakli gastrointestinal hiperaljezi

E. Safra Kesesi ve Oddi Sfinkter (OS) Bozukluklari

E1. Safra agrisi

Ela. Fonksiyonel safra kesesi bozuklugu

E1b. Fonksiyonel biliyer OS bozuklugu

E2. Fonksiyonel pankreas OS bozuklugu

F. Anorektal Bozukluklar

F1. Fekal inkontinans F2c. Proktalgia fugaks

F2. Fonksiyonel anorektal agri F3. Fonksiyonel defekasyon
bozukluklari

F2a. Levator ani sendromu F3a. Yetersiz defekasyon propulsiyonu

F2b. Tanimlanmamis fonksiyonel anorektal | F3b. Dissinerjik defekasyon

agri




G. Cocukluk Donemi Fonksiyonel Gastrointestinal Bozukluklari: Yenidogan /
Yiiriimeye baslayan cocuk

G1. Bebek regurjitasyonu G5. Fonksiyonel diyare

G2. Ruminasyon sendromu G6. Diskezi (bebek)

G3. Dongiisel kusma sendromu G7. Fonksiyonel konstipasyon

G4. Kolik (bebek)

H. Cocukluk Donemi Fonksiyonel Gastrointestinal Bozukluklari: Cocuk /

Adolesan

H1. Fonksiyonel bulant1 ve kusma H2al. Postprandial distres sendromu

bozukluklar1

Hla. Dongiisel kusma sendromu H2a2. Epigastrik agr1 sendromu

H1b. Fonksiyonel bulant1 ve fonksiyonel H2b. Irritabl bagirsak sendromu

kusma H2c. Abdominal migren

H1bl. Fonksiyonel mide bulantisi H2d. Fonksiyonel abdominal agr1

H1b2. Fonksiyonel kusma H3. Fonksiyonel defekasyon
bozukluklar1

H1c. Ruminasyon sendromu H3a. Fonksiyonel konstipasyon

H1d. Aerofaji H3b. Retentif olmayan fekal inkontinans

H2. Fonksiyonel abdominal agr1

bozukluklari

H2a. Fonksiyonel dispepsi

Yakm zamanda, Roma Vakfi tarafindan yapilan, 26 iilkeden 54127 yetiskinin katildig1
kiiresel bir arastrmada, 23112 (%43) kisinin en az bir FGID i¢in kriter karsiladigi
bildirilmistir. Bu bireyler, kriterleri karsilamayanlara gore daha fazla saglik harcamasi ve
daha diisiik yasam kalitesi gostermistir. Dikkat ¢ceken bagka bir bulgu ise, kadmlarin (%49)
erkeklerden (%37) daha fazla FGID rapor etmis olmasidir (Sperber ve ark., 2021). Bunun
yani sira, strese maruz kalmmasmin bu hastaliklarda gozlenen GIS bulgularinin
olusumunu hizlandirdig1 ve mevcut bulgularm alevlenmesine neden oldugu gdsterilmistir.
Ayrica, erken donem maruz kalmman kronik postnatal stresin erigkin donemde FGID
gelisimi i¢in bir risk faktorii oldugu bilinmektedir (Abdel-Aziz ve ark., 2015; Jing ve ark.,
2017).

Tanim olarak, hi¢bir yapisal anormallik FGID'leri agiklamamaktadir. Engel tarafindan
(Engel, 2012) gelistirilen ve Drossman tarafindan (Drossman, 1998) uyarlanan
biyopsikososyal model dahilinde, FGID’ler hastaliklardan ziyade beyin-bagirsak
etkilesiminin ¢ift yonlii bozukluklar1 olarak karakterize edilir (Sekil 2.1). Yapilan
bagimsiz epidemiyolojik c¢alismalarda, vakalarm %50'sinde FGID'lerin psikolojik

rahatsizlik ile bagladig1 ve bunu gastrointestinal semptomlarin izledigi, diger %50'sinde
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ise bagwrsak disfonksiyonunun ilk olarak ortaya c¢iktigi ve daha sonra psikolojik
rahatsizligin gelistigi goriilmiistiir (Koloski ve ark., 2012; Koloski ve ark., 2016; Jones ve
ark., 2017).

Erken yagsam, genetik ve cevresel faktérler

Sosyal destek, kultur, istismar, ebeveyn inanglar ve davranislari,
travma, enfeksiyon, sosyal 6grenme,
cinsiyet ve etnik kéken  diyet ve antibiyotik kullanimi

Q0 %

Beyin

Psikolojik Faktorler MSS yapisi ve iglevi @
i o * Psikolojik komorbidite * Yapisal beyin anormallikleri
Beylé\kl;a;gr;llirsak « Saglk kaygisi ve somatizasyon * Visseral hipersensilivite”
> « Gastrointestinal spesifik anksiyete * Duygusal uyariima ve bilissel
* Basa ¢lkma mekanizmalari moddulasyon
* Hayat stresi * Kosullandiriimig tepki
+ Norotransmitterler

' I

Fizyoloji FGID Ciktilar
- Motilite /@

.D » Semptomlar * Yasam kalitesi

. D:éi%%ig, duodenal mikrobiyom | «g—p» " Siddet <> * Iaglar

+ Gastrointestinal gegirgenlik * Davranig * Hastane

+ Sekresyon

« inflamatuvar sitokinler @_\"\

Sekil 2.1. Fonksiyonel gastrointestinal bozukluklarin biyopsikososyal modeli. Bireyin psikososyal
ortamini, fizyolojik isleyisini ve karsilikli etkilesimini (beyin-bagirsak ekseni) etkileyebilecek erken yasam
faktorleri arasinda bir iligki vardir. Bu faktorler, bozuklugun klinik gériiniim ve sonucunu etkilemektedir.
FGID: fonksiyonel gastrointestinal bozukluklar, MSS: merkezi sinir sistemi. Black ve arkadaslarinin
calismasindan almarak uyarlanmistir (Black ve ark., 2020).

Roma IV kriterlerine gore popiilasyonun %16-26'sin1 etkileyen FD ve IBS en sik goriilen
iki klinik tablo olup, bu bozukluklarin etiyolojisinde g¢esitli faktorlerin rol aldigi 6ne
stiriilmektedir. Bu nedenle bahsi ge¢en bu iki klinik durumun patofizyolojisi ve tedavi

yontemleri hakkinda bilgiler oldukga kisitlidir (Drossman, 2016).



2.1.1. Irritabl Bagirsak Sendromu

IBS, diinya niifusunun %9-23'inii etkileyen; kramp, karin agrisi, defekasyon
diizensizlikleri ve siskinlik ile karakterize ve klinik rutin tan1 yontemleriyle saptanamayan
gastrointestinal bir bozukluktur (Enck ve ark., 2016). Bu fonksiyonel teshisler ile ortaya
cikan kanitlar, IBS’ nin belirgin patofizyolojik semptomlardan kaynaklanabilecegini ve
tek bir hastalik olma ihtimalinin diisiik oldugunu veya sadece somatosensoriyel bozukluk
oldugunu ortaya koymaktadir (Ford ve ark., 2017). Ek olarak IBS, somatik komorbiditeler
(6rnegin agr1 sendromlari, asir1 aktif mesane ve migren), psikiyatrik durumlar (depresyon
ve anksiyete) ve visseral hassasiyet ile iliskilidir (Enck ve ark., 2016). IBS'nin Roma IV
kriterleri ile teshisi i¢in son 3 ayda haftada en az 1 giin tekrarlayan karin agrisi, digkinin
sikliginda ve bigiminde bir degisiklik ve tanidan en az 6 ay once semptom baslangici
goriilmelidir (Defrees ve Bailey, 2017; Ford ve ark., 2020). IBS, konstipasyon baskin
(IBS-C), diyare baskin (IBS-D), karisik (IBS-M) veya siniflandirilmamis (IBS-U)
seklinde alt tiplere ayrilmaktadir (Defrees ve Bailey, 2017).

IBS tedavisi, bozuklugun ciddiyetini ve baskin semptomlarini tanimlamakla
baslamaktadir. Semptomlar yasam kalitesini 6nemli 6l¢lide etkilemiyorsa, yasam tarzi
degisikligi ve egitim ile yonetmek makul bir se¢imdir. Smirl1 sayida ¢alismalar, egzersizin
ve diyet degisikliklerinin  semptomlar1 iyilestirmede faydali olabilecegini
diistindiirmektedir (Grundmann ve Yoon, 2014; Cozma-Petrut ve ark., 2017). Siskinlik ve
rahatsizligin tedavisi, bozulmus bagirsak florasinin degistirilmesiyle basarilabilir. Bu
amagla, probiyotiklerin semptomlar1 azaltmada faydali olabilecegi diistiniilmektedir,
ancak hangi fUriinlerin veya bakteri tiirlerinin Onerilebilecegi belirsizdir (Odunsi-

Shiyanbade ve ark., 2010; Defrees ve Bailey, 2017).

2.1.2. Fonksiyonel Dispepsi

Dispepsi, gastrointestinal sistemin gastroduodenal bolgesinde epigastrik agri veya yanma,
postprandial siskinlik veya erken toklugu igeren semptomlar kompleksidir (Ford ve ark.,
2020). Genellikle besin alimiyla iliskili olan ancak belirgin bir organik neden olmaksizin
ortaya ¢ikan FD’nin ilk tanimi, 1998'de Amerikan Gastroenteroloji Birligi (AGA)
tiyelerinden olusan bir ekip ve Roma'daki Uluslararas1 Gastroenteroloji Kongresi'nin bir

komitesi tarafindan yapilmistir (Miwa ve ark., 2011; Enck ve ark., 2017). Ardindan bu



tanimlamay1 1999 yilinda Roma II ve 2006'da Roma III siniflandirma sistemleri takip
etmistir (Miwa ve ark., 2011). 2016 yilinda, FD teshisi i¢in yeni Roma IV kriterleri,
Sindirim Hastaliklar1 Haftasi'nda sunulmus ve Gastroenteroloji dergisinde yaymlanmistir
(Talley ve ark., 2016).

A) Fonksiyonel Dispepsi Tam Kriterleri

1991 yilinda yaymlanan Roma siniflandirma sistemindeki gastroduodenal kriterlere gore
ve bazi hastalarin baskin yakinma olarak agriy1, digerlerinin ise postprandial semptomlari
rapor etmesinden dolay1 FD; iilser benzeri dispepsi, dismotilite benzeri dispepsi, reflii
benzeri dispepsi veya tanimlanmamis FD olarak adlandirilmistir. Bu semptomlarin yani
sira siskinlik, erken tokluk (normal biiyiikliikteki 6giinleri bitirememe), mide bulantisi
gibi semptomlar da FD alt tiplerinde yer almaktadir (Enck ve ark., 2017). Bu tanimlama,
sonraki Roma 1 (1992) ve Roma II (1999) smiflandirmalarinda da gegerliligini
korumustur. Roma III smiflandirmasiyla (2006) FD tanimi daha sinirli hale gelirken, alt
tip etiketleri epigastrik agr1 sendromu (EPS) ve postprandial distres sendromu (PDS)
olarak degistirilmistir (Enck ve ark., 2017).

2016 yilinda tekrar diizenlenen Roma IV kriterlerinde, 2006 yilinda Roma III'te
tanimlanan PDS ve EPS’nin tani kriterlerinde birtakim degisiklikler yapilmistir. Buna
gore, PDS tanisi igin rahatsiz edici erken tokluk ve postprandiyal dolgunlugun son 3 ayda
haftada 3 ya da daha fazla siklikta goriilmesi ve bahsi gecen belirtilerin tan1 konulmadan
6 ay Once baslamis olmas1 gerekmektedir. EPS icin ise rahatsiz edici epigastrik agr1 ve
yanmanin son 3 ayda haftada 1 ya da daha fazla siklikta goriilmesi ve semptomlarin tani
konulmadan 6 ay dnce baslamis olmas1 gerekmektedir (Stanghellini ve ark., 2016). Roma
IV tani kriterlerine gore FD; PDS ve EPS olmak iizere iki alt gruba ayrilir. PDS’de,
tekrarlayan postprandiyal ve erken tokluk goriiliirken, EPS’de epigastrik agr1 ve yanma

gortilmektedir.

FD’nin, elemeler yapilarak ulasilan bir tan1 olmasi sebebiyle hekimler semptomlar:
arastrmak igin vakit kaybetmeden olasi organik hastaliklar1 elemeye odaklanirlar.
Dispepsi; FD, peptik ilser hastaligi, reflii 6zofajiti, mide veya 6zofagiyal malignite gibi
genis ve farkli aymrict tanilara sahiptir. En yaygm tip olarak goriilen FD, dispepsi
vakalarmin %70'"ini olusturur (Loyd ve McClellan, 2011).



B) Fonksiyonel Dispepsi Prevalansi

Yapilan biiylik ¢apli arastirmalar, diinya ¢apinda FD prevalansinin %10-30 arasinda
oldugunu gostermektedir (Mahadeva ve Goh, 2006; Enck ve ark., 2017). Semptomlarmin
farkli yorumlanmasi ve gevresel faktorler ile peptik iilser ve gastrik kanser gibi organik
hastaliklarin lokal prevalansi nedeniyle goriilme siklig1 farkli popiilasyonlarda belirgin
olarak degisiklik gosterse de (Stanghellini ve ark., 2016) FD, %10-30 gibi bir deger ile
bat1 iilkelerinde yiiksek, %5-30 gibi bir degerle de Asya iilkelerinde daha diisiik
prevalansa sahiptir (Enck ve ark., 2017). 35000°den fazla katilimciyla Fransa’da yapilan
bir arastirmada katilimcilarm %15’inde FD, %28’inde IBS ve %6’sinda FD ve IBS’nin
birlikte goriildiigi tespit edilmistir (Le Pluart ve ark., 2015). Calismalar, IBS ve FD’nin
birlikte goriilme sikliginin %10 ile %27 arasinda degistigini ve bu iki bozuklugun
birliktegi i¢in tan1 kriterlerinin hassas ve spesifik olmasi gerektigini gostermektedir.
IBS’deki kadar dramatik bir fark s6z konusu olmasa da FD’nin kadinlarda goriilme
sikliginin erkeklerden daha fazla oldugu bilgisine literatiirde rastlanmaktadir (Suzuki ve
Hibi, 2011).

C) Fonksiyonel Dispepsinin Patofizyolojik Ozellikleri

FD, farkli patofizyolojik mekanizmalarin rol oynadig1 ve bu mekanizmalarm her birinin
tim alt tiplere katkida bulunabilecegi multifaktoriyel bir bozukluk olarak kabul edilir
(Tack ve Lee, 2005; Ford ve ark., 2020). Gecikmis mide bosalimi, bozulmus gastrik
akomodasyon, gastrik distansiyona karsi1 visseral hipersensitivite, H.pylori enfeksiyonu,
psikososyal faktorler, MSS disfonksiyonu, diisiik diizey inflamasyon ve yasam tarzi gibi
cok sayida patofizyolojik mekanizmanin FD patogenezinde rol aldigi gosterilmistir
(Vanheel ve Farre, 2013; Fang ve ark., 2015). Bunlarin diginda, son yillarda giderek 6nem

kazanan GIS mikrobiyotasinin patofizyolojideki etkisi de arastirilmaktadir.

FD’de anormal motilite paternleri goriilmekte olup, bunlar sindirim veya sindirim aras1
donemlerde mide, pilor ve ince bagirsakta meydana gelebilmektedir (Testoni ve ark.,
1992; Urbain ve ark., 1995). Motilite bozukluklarinin patolojik sonuglari, mide
bosalimmin yavaslamasi ve artan kemosensitivite veya mekanosensitiviteye bagl degisen
bagirsak refleks aktivitesidir. Gecikmis mide bosalimmin, dispepsi semptomlar: ile

yakindan iliskili olan FD'nin patofizyolojik bir 6zelligi oldugu diisiiniilmektedir (Ye ve



ark., 2018). FD’de gecikmis mide bosalimindan, proksimal midenin 6giin sonrasinda
gevseyememesi veya mide distansiyonu nedeniyle olusan visseral hipersensitivite gibi
fizyolojik faktorlerin bozulmasi sorumlu tutulmaktadir (Talley ve Ford, 2015). FD
hastalarinda yapilan bir arastirma, gecikmis bosalma prevalansinin %20 ile %35 arasinda

degistigini gostermistir (Sarnelli ve ark., 2003).

Proksimal mideye besin girdikten sonra midenin rezervuar fonksiyonunu saglayan
akomodasyon refleksi olusur. Saglikli kisilerde bu refleks sayesinde besinin belirli bir siire
fundusta tutulmasi saglanir. FD hastalari, aclik durumunda gastrik distansiyona yanit
olarak proksimal midede akomodasyon bozuklugu gosterir (Carbone ve Tack, 2014). Bu
durum besinin kisa siirede midenin distal kismina ge¢cmesine neden olur ve bdylelikle
kiside erken tokluk hissi olusur. Ayrica, bozulmus akomodasyon, normalden daha biiyiik
antral hacim ancak daha kiigiik fundus hacmi ile orantisiz hacim dagilimina neden olur
(Kim ve ark., 2001). Bozulmus akomodasyon, FD'de sik karsilasilan bir patofizyolojik
anormalliktir (Piessevaux ve ark., 2003). Arastirmalar, dispeptik hastalarin %40'inda
akomodasyon bozuklugu oldugunu ve bu bozulmanin erken tokluk ve kilo kaybi ile iliskili

oldugunu goéstermistir (Tack ve ark., 1998).

FD hastalari, aglhik durumunda gastrik fundusun gerilmesiyle birlikte postprandiyal
visseral hipersensitivite gosterir (Oustamanolakis ve Tack, 2012). Asir1 duyarl hastalarin
orani, tani kriterlerine ve duyumun anormal, allodini (normalde agrisiz uyaranlara agri
duyarliligl) ve/veya hiperaljezi (agrili uyaranlara artan duyarlilik) olarak tanimlanip
tanimlanmadigina baghdir. Visseral hipersensitivite derecesi semptom siddeti ile
iliskilidir (Simren ve ark.,, 2018). Calismalar, FD hastalarinin %30'unun mide
distansiyonuna asir1 duyarlilik gosterdigini rapor etmektedir (Camilleri ve Stanghellini,
2013). Ote yandan, baz1 hastalar duodenal (Holtmann ve ark., 1996), jejunal (Greydanus
ve ark., 1991) veya rektal (Bouin ve ark., 2004) distansiyona asir1 duyarlidir. FD’de
gastrik distansiyona asir1 duyarlilik, kolinerjik tonus muskarinik reseptdr blokaji ile
azaltildiginda diizelme gosterirken, nitrik oksit dondrii nitrogliserin ile kas gevsemesi
indiiklendiginde diizelme gostermemistir (Bouin ve ark., 2006). Bu bulgular, anormal
duyularda artmis enterik kolinerjik tonusun énemli bir rol oynadigini gostermektedir.

FD'de distansiyona karsi visseral hipersensitivite; erken tokluk, karin agrisi, yemek



sonrasi agri, asir1 gegirme, bulanti ve agiklanamayan kilo kaybu ile iliskilidir (Tack ve ark.,
2001).

Psikososyal faktorler, FD’nin biyopsikososyal modelinin ayrilmaz bilesenlerini olusturur.
Bu faktorler, hem psikiyatrik komorbidite veya kisilikteki degisikliklerden kaynaklanan
olduk¢a uzun siireli bireysel psikososyal degisiklikleri hem de anlik duygular tarafindan
indiiklenen kisa vadeli psikolojik stiregleri igerir (Van Oudenhove ve Aziz, 2013). FD’de
en belirgin psikososyal 6zellik psikiyatrik komorbidite olup, artmis anksiyete, depresyon,
somatizasyon ve yiiksek nevrotiklik prevalansi oldukga fazladir (Van Oudenhove ve ark.,
2016). FD hastalarinda depresyon ve anksiyete belirtilerinin goériilme oranlar1 sirasiyla
%34.36 ve %25.55'tir (Zhang ve ark., 2016).

2.2. Stres Yamiti

Fiziksel ve/veya psikolojik uyarilarin homeostazisi tehdit etmesiyle ortaya ¢ikan stres
yaniti, giinlimiizde “cevresel degisimlere karsi viicudun spesifik olmayan cevabi” olarak
da tamimlanmaktadir (Aguilera ve ark., 2001; Charmandari ve ark., 2005; Chu ve ark.,
2021). Memelilerde strese karsi gelisen yanit, ¢esitli fonksiyonel ve yapisal degisiklikleri
de beraberinde getirmektedir. Bu degisiklikler, biyolojik savunma sisteminin bir pargasi
olup, MSS, bagisiklik sistemi ve endokrin sistemin birbirleri ile olan kompleks
etkilesimlerini i¢eren farkli mekanizmalar1 barindirmaktadir (Charmandari ve ark., 2005;
Chu ve ark., 2021). Walter Canon (1914) ve Hans Selye (1936) tarafindan stresle ilgili ilk
calismalar ve tanimlamalar yapilmistir. Organizmanin akut bir tehdit altinda olusturdugu
sempatik sinir sisteminin ani aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikan “savas ya da kag¢” yanit1
1915 yilinda W.Cannon tarafindan bilimsel literatiire kazandirilmistir (Chu ve ark., 2021).
Stres terimi ise ilk olarak yaklasik 90 yil 6nce Hans Selye (Selye, 1998) tarafindan
organizmanin emosyonel ve fiziksel tehditlere karsi gelistirdigi nonspesifik tepki olarak
tanimlanmistir. Stresin etkisinin her zaman olumsuz olmadigini sdyleyen Selye, eger stres
organizmaya zarar veriyorsa distres, hafif siddette strese maruz kalindiginda pozitif etkiler
goriiliiyorsa Ostres ya da 6forik stres, negatif ya da pozitif etkiler goriilmiiyorsa neustres
ya da notral stres olarak tanimlamistir (Selye, 1998). Korku, travma, agri, agir egzersiz,
enfeksiyon, oksijen kaynaginin azalmasi, yaralanma, yaniklar, aclik ve ¢evresel kosullarin

degismesi gibi faktorlerin yani sira yeni ortam, ddiiliin gecikmesi, cezanin hissedilmesi
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gibi psikolojik durumlar organizmada stres yanitina neden olan temel stres faktorleri
arasinda yer almaktadir (O'Connor ve ark., 2000; Aguilera ve ark., 2001; Charmandari ve
ark., 2005).

2.3. Santral Stres Devresi

Strese cevaben aktive olan santral stres devresi, noral aglarla birbirleriyle iliski i¢erisinde
olan beyin yapilarini ifade etmektedir. Bu beyin yapilarinin hiyerarsik diizeninde en iistte
lateral prefrontal korteks ve mediyal prefrontal korteks (ventromediyal korteks,
perigenual ve infragenual korteks) bulunurken (Bhatia ve Tandon, 2005; Herman, 2012;
Myers ve ark., 2014), preforantal korteksten koken alan sinir lifleri daha ¢ok amigdala ve
hipotalamusa projekte olmaktadir. Daha sonraki projeksiyonlar ise yogun olarak on
beyinden paraventrikiiler niikleus (PVN); orta beyinden periakuaduktal gri cevher
yapilarindan koéken alir ve sirasiyla hipofiz bezi ve pontomediiller kavsakta sonlanir.
Santral stres devresinin en son c¢iktilar1 ise norepinefrin ve epinefrin gibi otonomik
norotransmitterleri, ndroendokrin ve agr1 modiilator sistemi iceren ve emosyonel motor
sistem olarak adlandirilan noral devre {izerinde sonlanmaktadir (Holstege ve ark., 1996;
Holstege, 2010). Beyin sapindaki rafe niikleusundan yukari ¢ikan serotonerjik
projeksiyonlar, lokus seruleus (LC)’den koken alan noradrenerjik projeksiyonlar ve
dolasimdaki glukokortikoidler, bu devrenin negatif geri besleme ile diizenlenmesinde rol

almaktadir (Herman ve ark., 2003; Bhatia ve Tandon, 2005).

Tehdit edici bir uyaranin algilanmas1 veya hayal edilmesiyle kortikal ve subkortikal
yapilarda uyarilma ve prefrontal kortekste aktivasyon meydana gelmektedir. Bu kortikal
alanlar limbik sistemin aktivasyonuna neden olmaktadirlar. Limbik sistemin bir par¢asi
olan amigdala, emosyonel hafiza ve emosyonel tepkilerin olusmasinda rol oynamakta
olup, ayrica endokrin ve otonom sinir sisteminin kontrolinde de goérev almaktadir.
Kortikal ve limbik yapilardan inen projeksiyonlar basta LC olmak {izere, noradrenerjik
hiicrelerin aktivasyonuna neden olur (Huether, 1996; Giustino ve ark., 2020). Bununla
beraber prefrontal korteks, amigdala ve hipotalamusun uyarilmast sonucu hipotalamik-
hipofizer-adrenal (HPA) eksen aktif hale gecer (Huether ve ark., 1999; Fuchs ve Flugge,
2003).
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2.4. Gastrointestinal Sistemin Afferent Innervasyonu

GIS fonksiyonlarinin regiilasyonu ekstrinsik ve intrinsik sinirsel mekanizmalar tarafindan
kontrol edilmektedir. Intrinsik kontrol, enterik sinir sistemi (ESS)’deki myenterik ve
submukozal pleksuslar araciligiyla gerg¢eklesirken, ekstrinsik kontrol otonom sinir sistemi
ile saglanmaktadir. GIS, iki farkli kaynaktan koken alan ekstrinsik primer afferent
noronlar tarafindan innerve edilir. Spinal afferent sinirlerin gdvdeleri dorsal kok
gangliyonunda (DRG) yer alirken, vagal afferent ndronlarin hiicre gdévdeleri nodoz
gangliyonda yer almaktadir (Berthoud ve ark., 1997), (Sekil 2.2). Nodoz gangliyonlar
gastroinstestinal kanalin rostrokaudal organizasyonu olarak da isimlendirilen yumusak
damak ve yutak haricinde kalan kisimlarin visserotropik innervasyonundan sorumludur.
Bu afferent noronlar, merkezi olarak beyin sapmna veya omurilige dogru uzanir ve
periferik projeksiyonlari mukoza, kas tabakalari, enterik gangliyon, seroza ve mezenterik
baglar dahil olmak tizere bagirsak duvari i¢inde ¢esitli seviyelerde sona erer (Blackshaw
ve ark., 2007). Mide ve bagirsag1 besleyen spinal afferentlerin gogu kalsitonin geni ile
iligkili peptit (CGRP), tasikininler, P maddesi ve norokinin A gibi kimyasal haberci
noropeptitleri igerir (Green ve Dockray, 1988). Modalite a¢isindan, bu néronlarin 6nemli
oOlglide nosiseptif afferentler oldugu ve doku homeostazina ikili bir sekilde hizmet ettikleri
diistiniilmektedir. Afferent néronlar MSS’ye bilgi aktarir, boylece rahatsizlik ve agri
hissine yol agarak otonomik ve endokrin cevaplar1 ortaya ¢ikarir. Peptiderjik afferent
noronlar, sinir uglarindan vazoaktif ndropeptitleri serbest birakarak dokunun yaralanmaya
kars1 direncini artirabilir ve hasarli dokunun onarimima yardimci olabilir (Holzer, 1988;

Vanner ve Surprenant, 1996).
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Sekil 2.2. Gastrointestinal sistemin afferent innervasyonunu saglayan yollar. DRG: dorsal kok gangliyonu
NG: nodoz gangliyon (Holzer, 1998).

Vagal ve spinal ekstrinsik ndronlarin her ikisi de spinal bilesenin zararli uyaranlara kars1
cevabinda midenin afferent innervasyonuna katkida bulunur (Knowles ve Aziz, 2009).
Visseral duysal noronlarin o6zelliklerindeki degisikliklerin, Ozellikle gastrointestinal
agrinin gelisimi ile iligkili olarak, FGID gelisiminde onemli bir rol oynuyor olmasi
muhtemeldir (Grundy ve ark., 2006). FD hastalarinda goriilen visseral gastrik
hipersensitivitenin hiicresel ve molekiiler etiyolojisi nispeten bilinmemektedir. Bu
nedenle son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, iist gastrointestinal sistemde normal ve
artmis mekanosensasyondan sorumlu molekiillere, spinal ve vagal afferentlerin

katkilarma odaklanmaya baslanilmistir.

Santral vissero-motor sinir devreleri GIS’in yan1 sira otonomik homeostaz ile iliskili beyin
sapindaki ve yiiksek beyin merkezlerindeki alanlardan girdi almaktadir. S6z konusu bu
duysal girdiler parasempatik pregangliyonik motor néron gdvdelerinin yer aldigr N.
vagus’un dorsal motor cekirdegi (DMV)’ye komsu soliter traktus cekirdegi (NTS)
tarafindan alindiktan sonra parasempatik vagal efferent sinirler aracihiiyla tekrar GiS’e
motor ¢ikt1 olarak iletilmektedir. Bununla birlikte bazal kosullar altinda NTS néronlar1
DMV deki spontan uyar1 doguran (pacemaker) hiicreler iizerinde gama aminobiitirik asit

(GABA)—aracili tonik inhibitor, glutamat-aracili fazik stimiilatér innervasyona sahiptir.
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Mideden koken alan duysal girdiler beyne vagal afferent lifler ile iletilmektedir. Traktus
solitaryus araciligiyla beyin sapma giris yapan vagal duysal ndronlarin santral
projeksiyonlar1 NTS’de glutamat ndrotransmitterini kullanarak sonlanir. Burada entegre
olan sinyaller, bu bolgenin ventralinde komsu oldugu DMV’ye glutamaterjik,
katekolaminerjik ve GABAerjik girdiler ile iletilmekte ve boylelikle mideyi innerve eden
kolinerjik efferent motor hiicrelerin elektriksel aktivitesi diizenlenmektedir (Travagli ve

Anselmi, 2016), (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Dorsal vagal kompleks aracili diizenlenen gastrik vagovagal refleks mekanizmasi. DMV:
N.vagus’un dorsal motor ¢ekirdegi, NTS: soliter trakt ¢cekirdegi, AP: area postrema, Glu: glutamat, Ach:
asetilkolin, NE: norepinefrin, NANC: non-adrenerjik non-kolinerjik (Travagli ve Anselmi, 2016).

2.5. Beslenmede Rol Alan Vagal Afferent Mekanizmalar

2.5.1. Ozofago-gastrik Gevseme (OGG)

Beslenme esnasinda, besin yutulduktan sonra 6zofagusun gerilmesi ile bir refleks
mekanizmasi gelisir. Gerginlik ile birlikte gastrik tonusun hizl bir sekilde diigsmesine yol
acan bu durum, 6zofago-gastrik gevseme (OGG) veya reseptif gevseme refleksi olarak
adlandirilmaktadir. Bu refleks cevabi ile meydana gelen OGG yanmitmin amaci mideyi
besin almaya hazirlamaktir. Yapilan caligmalarda reseptif gevseme refleks cevabindan
NTS’den DMV’ye projekte olan noradrenerjik yolak sorumlu tutulmaktadir (Rogers ve

ark., 1999; Hermann ve ark., 2006). Besinin yutulmasi sirasinda 6zofagiyal distansiyonun
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neden oldugu afferent aktivasyon, NTS adrenerjik néronlarmin DMV’deki bazi
noronlarm kolinerjik tonusunu o2 adrenerjik reseptorler araciligiyla inhibe etmesine;
diger DMV noronlarint al adrenerjik reseptorler aracilifiyla aktive etmesine neden olur.
Inhibe olan DMV néronlar1 tonik olarak aktiftir ve gastrik diiz kasa giden kolinerjik
girdileri kontrol eder. Ote yandan, aktive olan DMV né&ronlari, non-adrenerjik non-
kolinerjik (NANC) noronlarini uyararak nitrik oksit, vazoaktif intestinal peptid ve/veya
adenozin salgilatarak gastrik diiz kasin dogrudan inhibisyonuna neden olur. Kolinerjik
tonus etkinliginin azalmasi ve inhibitdr yolun aktivasyonu, gelen besin maddelerinin

alinmast i¢in midenin proksimalinin gevsemesine neden olur (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Ozofago-gastrik gevseme (OGG)’de rol alan néronal mekanizmalar. NG: nodoz gangliyon, glut:
glutamat, NTS: niikleus traktus solitaryus, DMV: n. vagusun dorsal motor ¢ekirdegi, NE: norepinefrin,
ACh: asetilkolin, NO: nitrik oksit, VIP: vazoaktif intestinal peptit. Herman ve arkadaglarinin ¢alismasindan
alinirak modifiye edilmistir (Hermann ve ark., 2006).
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2.5.2. Gastrik Akomodasyon Refleksi (GAR)

Gastrik akomodasyon, mide hacminde ve kompliyansinda artisla birlikte mide tonusunun
azalmasina neden olan vagal aracili bir reflekstir. Beslenme esnasinda mide besin ile
doldugunda siskinlik meydana gelir. Bu gerilme, midenin proksimalinde uzun siireli bir
gevseme yaratir ve bu refleks yaniti da adaptif gevseme (Desai ve ark., 1991) veya gastrik
akomodasyon refleksi (GAR) (Tack, 2006) olarak adlandirilir. Akomodasyon refleksinin
amac1 mide i¢i basingta ihmal edilebilir artiglarla midenin biiyiik miktarlarda besin kabul
etmesini saglamaktir. Gastrik distansiyona bagli midenin proksimal kisminin
gevsemesinden beyin sapindan kaynaklanan bir NANC yolaginin sorumlu oldugu tespit
edilmistir. Takahashi ve Owyang (Takahashi ve Owyang, 1997), akomodasyon
refleksinin bir vagovagal refleks oldugu ve mideyi innerve eden postgangliyonik néronlar
tarafindan nitrik oksit salinimi ile gerceklestigini ortaya koymustur. Serozal ve/veya kas
katmanlarinda bulunan gerim reseptdrlerinden aldigi duysal bilgiyi ileten kapsaisine
duyarsiz vagal afferent yol ve postgangliyonik liflerden nitrik oksit ve/veya vazoaktif
intestinal peptit (VIP) salinimin1 saglayan vagal efferent yol gastrik gevsemeye neden
olmaktadir (Barrett, 2006). GAR refleksinde rol alan néronal mekanizmalar ve aracilik

eden norotransmiterler Sekil 2.5°de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.5. Gastrik adaptif gevseme (GAR) refleksinde rol alan néronal mekanizmalar. DVC: dorsal vagal
kompleks, ACh: asetilkolin, NO: nitrik oksit, VIP: vazoaktif intestinal peptit, CCK: kolesistokinin, NG:

nodoz ganglion. (Barrett, 2006)

Saglikli kisilerde bu refleks sayesinde besinin belirli bir siire fundusta tutulmasi
saglanirken, FD hastalarinda ise a¢lik durumunda gastrik distansiyona yanit olarak
proksimal midede akomodasyon bozuklugu goriilmektedir (Carbone ve Tack, 2014). Bu
durum besinin kisa slirede midenin distal kismina gegmesine neden olarak kiside erken
tokluk hissi olusturur. Ayrica, bozulmus akomodasyon, normalden daha biiyiik antral
hacim ancak daha kiiciik fundus hacmi ile orantisiz hacim dagilimma neden olmaktadir
(Kim wve ark.,, 2001). Literatirde FD patogenezindeki bozulmus postprandial
akomodasyonun olast etiyolojik roliinlii inceleyen az sayida caliyma mevcuttur.

Dolayisiyla gastrik akomodasyon ile ilgili patofizyolojik mekanizmalarin aydinlatilmasi

Onem tagimaktadir.
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2.6. Gegici Reseptor Potansiyel (TRP) Kanallan

Tiim organizmalar canli kalabilmek i¢in ¢evrelerindeki ortami hizli ve dogru bir sekilde
algilamaya adapte olmuslardir. Bu ¢evresel uyaranlarm yorumlanmasinda Kilit rol
oynayan bir grup biyomolekiil, gecici reseptor potansiyeli (TRP) kanallar1 ad1 verilen ve
membran potansiyelini veya hiicre i¢i kalsiyum (Ca?*) konsantrasyonunu degistirerek
sinyal doniistiiriicti gorevi goren bir katyonik kanal smifidir (Samanta ve ark., 2018). TRP
kanallari, mekanik ve kimyasal uyarilar1 algilamada ve agrili uyarilarin nosiseptor
araciligr ile olusumunda rol alan iyon kanallaridir. TRP kanallarinin TRP conancial
(TRPC), TRP vanilloid (TRPV), TRP melastatin (TRPM), TRP polikistin (TRPP), TRP
mukolipin (TRPML) ve TRP ankyrin (TRPA) olmak iizere her biri kendi i¢inde alt
gruplara ayrilan alt1 {iyesi bulunmaktadir (Venkatachalam ve Montell, 2007). Bunlar
icerisinde TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPM8 ve TRPALl primer afferent
nosiseptorlerde yer alan TRP kanali ¢esitleridir (Levine ve Alessandri-Haber, 2007).

Son yillarda TRPV1 ve TRPAL ile ilgili yapilan galismalar bu kanallarin afferent
sinyalizasyondaki onemine dikkat ¢ekmektedir (Nassenstein ve ark., 2008; Brierley,
2010; Lin wve ark., 2015). TRPV1 ve TRPA1l gastrointestinal sistemin
mekanosensasyonuna katkida bulunan en O6nemli kanallar olarak kabul edilmektedir
(Brierley, 2010). Vagal afferent ndronlarm hiicre govdelerinin bulundugu nodoz
gangliyonda bu kanallarin iiretildigi bilinmektedir (Samanta ve ark., 2018). Ust GIS
(6zofagus ve mide)’yi innerve eden vagal yol, mukozal ve gerim reseptorleri olarak
adlandirilan iki farkli tiir mekanoreseptif sona sahiptir. TRPAL mukozal reseptor
fonksiyonuna katkida bulunurken (Brierley ve ark., 2009), TRPV1, 6zofagus ve mideyi
innerve eden gerime duyarli mekanoreseptorlerin mekanosensor islevine katkida

bulunmaktadir (Bielefeldt ve Davis, 2008).

2.6.1. Gegici Reseptor Potansiyeli Vanilloid 1

Spinal ve vagal primer afferent noronlarda bol miktarda iretildigi bilinen TRPVI,
kapsaisin, protonlar, toksinler ve sicaklik (>42°C) tarafindan aktive olabilmektedir
(Holzer, 2008; Blackshaw ve ark., 2010). Hem DRG hem de nodoz gangliyon
hiicrelerinde bulunan TRPV1, miyelinsiz ve ince miyelinli lifler veren kiiciikk ve orta

biiyiikliikteki noronal perikarya ile sinirlidir. Viicudun hemen hemen tiim dokularinin
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innervasyonu TRPV1-pozitif sinir lifleri tarafindan saglanmasmna ragmen, visseral
TRPV1-immiinoreaktif lifler somatik afferent noronlara goére Onemli Olglide daha
yaygindir. Boylelikle mideye uzanan nodoz gangliyon ve bagirsaga projeksiyon yapan
DRG noronlarmin ¢ogunlugu TRPV1'i eksprese ederken (Robinson ve ark., 2004,
Brierley ve ark., 2005; Christianson ve ark., 2006), kemirgen jejunumunu innerve eden
vagal afferent noronlarin yalnizca %32'si TRPV1 igerir (Tan ve ark., 2009). TRPV1’in,
duysal noronlardaki belirgin ekspresyonuna ek olarak midenin paryetal ve gastrin
salgilayan hiicrelerinde; 6zofagus, mide ve ince bagirsak mukozasinin epitel hiicrelerinde
ve ESS’de iiretildigi rapor edilmistir (Nozawa ve ark., 2001; Kato ve ark., 2003; Cheng
ve ark., 2009).

Insanlar tarafindan kapsaisin yutulmasi, 6zofagiyal basing dalgalarinin genligini ve hizini
artirirken, proksimal mide tonusunu azaltmaktadir. Buna paralel olarak kapsaisin,
proksimal midenin fazik kasilmalarini ve mide bosalmasini inhibe etmektedir (Lee ve ark.,
2004). Literatiirdeki bulgular, TRPV 1'in gastrointestinal sistemin motor kontroliinii daha
cok patofizyolojik kosullar altinda hem lokal olarak bagirsak icinde hem de sempatik
reflekslerin aktivasyonu yoluyla gergeklestirdigini gostermektedir (Bartho ve ark., 2008;
Holzer, 2011). Bunu destekler nitelikte yapilan bir ¢alismada, TRPV1 blokaorlerinin
deneysel kolit aracili olusturulan gastroparezi modelindeki semptomlar1 hafiflettigi

goriilmiistiir (De Schepper ve ark., 2008).

Insanlarda intragastrik kapsaisin uygulamas: proksimal gastrik distansiyona duyarlilig
artirirken (Lee ve ark., 2004), kapsaisin kapsiillerinin yutulmasi mide basinci, mide
eksimesi ve sicaklik hissini indiiklemektedir (Hammer ve Vogelsang, 2007). Bunun yan1
sira neonatal maternal separasyon (MS)’ye maruz kalan yetiskin siganlarda akut stres
yiiklemesi sonucunda kolorektal distansiyona agir1 duyarlilik goriilmiis ve bu etki TRPV1
blokaji ile ortadan kalkmistir (van den Wijngaard ve ark., 2009). Bu bulguya paralel
olarak, yetiskin siganlara 10 giin boyunca sudan kaginma stresi uygulanmasi sonucunda
kolonu innerve eden DRG néronlarinda kolorektal distansiyona bagli TRPV1 ve TRPA1
ekspresyonunda artis tespit edilmistir (Yu ve ark., 2010).

Literatiirdeki bulgular, TRPV1'in FGID gelisimine katkida bulunabilecegine isaret
etmektedir. Akbar ve arkadaslarinin (Akbar ve ark., 2008) yaptiklar1 ¢alismada, IBS

19



hastalarinin rektosigmoid kolonunda TRPV1 ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir. FD
hastalarinin, bir TRPV1 agonisti olan kapsaisine karsi daha yiiksek bir duyarliliga sahip
oldugu goriilmiistiir (Hammer ve ark., 2008). Ote yandan 2016 yilinda yapilan bir
calismada FD hastalarinin duodenal biyopsi 6rneklerinde TRPV1'i kodlayan nosiseptorle
iliskili genlerin asir1 artig1 tespit edilmistir (Choi ve ark., 2016). Ek olarak, 6zofagusta
TRPV1 eksprese eden vagal afferentlerin, gastrodzofageal reflii ile uyarilan Oksiiriik
olusumuna katkida bulunabilecegi goriilmektedir (Kollarik ve Brozmanova, 2009). Bu
bozukluklarin yani sira erozif olmayan refli hastaligi (Bhat ve Bielefeldt, 2006),
idiyopatik rektal hipersensitivite ve fekal inkontinans (Chan ve ark., 2003) durumlarinda
da TRPVZ’in ekspresyonu artmaktadir. Bu nedenle, FD hastalarinin bir kismi, saglikli
kontrollere gore kapsaisin kapsiillerinin alimina daha duyarlidir (Hammer ve ark., 2008).
Bunun aksine, FD hastalarinin kapsaisin i¢eren kapsiiller ile 5 haftalik tedavisinin de
faydali etkileri goriilmiistiir (Bortolotti ve ark., 2002). Dikkat ¢ceken baska bir bulgu ise
TRPV1 geninin homozigot G315C polimorfizminin FD hastalarinda semptom siddeti ile
ters iligkili olmasidir (Tahara ve ark., 2010).

2.6.2. Gegici Reseptor Potansiyeli Ankyrin 1

Memeli TRPA alt ailesinin tek tiyesi olan TRPAL'in en iyi bilinen aktivatorleri, hardal
yag1 ve wasabideki aktif bilesen olan alil izotiyosiyanat (AITC) gibi ¢esitli sistein ve lizin
reaktif elektrofilik molekiilleridir. Bunlarin yani sira tar¢in, sarimsak 6ziinden alisin ve
duman egzozundan akrolein de TRPAI aktivatorlerindendir (Bautista ve ark., 2006;
Nilius ve ark., 2012). GIS icerisinde TRPA1’in; ESS néronlarinda (Penuelas ve ark.,
2007; Anand ve ark., 2008), 5-hidroksitriptamin salgilayan enterokromafin hiicrelerinde,
Kolesistokinin salgilayan endokrin hiicrelerde ve gastrointestinal mukozada varligi
bilinmektedir (Purhonen ve ark., 2008; Nozawa ve ark., 2009). Yakin zamanda yapilan
bir ¢alismada iyodoasetamid kullanilarak deneysel sigan gastrit modeli olusturulmus ve
gastrik TRPAL/V1 ekspresyonlart degerlendirilmistir. TRPA1 mRNA ve protein
seviyeleri hem antrum hem korpusta artig gosterirken, TRPV1 immiinoreaktivitesi artigi

sadece midenin korpus kisminda tespit edilmistir (Cseko ve ark., 2020).

TRPAT’in gastrointestinal motor aktivite iizerine etkileri bolgeye ve tiire gore farklilik

gostermektedir. Fare kolonunun izole edilmis segmentleri AITC'ye yanit olarak
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kasilmakta ve bu etki tetrodotoksin tarafindan dnlenmektedir (Penuelas ve ark., 2007).
Kopeklerde yapilan bir in-vivo caligmada, TRPAL1 agonistlerinin midenin antrum
kisminda ve jejunumda motor aktiviteyi uyarirken, kolonda dev gé¢ kasilmalarini ortaya
cikardig1 gortlmistiir (Doihara ve ark., 2009). Farelerde AITC’nin klonidin ile
indiiklenen atonik konstipasyonu ve loperamid tarafindan indiiklenen spastik
konstipasyonu antagonize ederek olusturdugu prokinetik etkiler goz oniine alindiginda,
TRPA1 agonistlerinin FGID’lerin tedavisine yeni bir bakis agis1 kazandirabilecegi
soylenebilir (Kojima ve ark., 2009).

Kondo ve arkadaslar1 siganlarda yaptiklari galismada, TRPA1’in DRG ve nodoz ganglion
noronlarinda eksprese edildigini ve gastrik distansiyonun DRG ve nodoz ganglion
ndronlarinda ekstraseliiler sinyal diizenleyici protein kinaz 1/2 (ERK1/2) aktivasyonunu
indiikledigini tespit etmislerdir (Kondo ve ark., 2009). Fosforile ERK1/2 etiketli DRG
noronlarinin ¢ogunun TRPAI1 pozitif néronlar olmasi1 dikkat ¢eken bagka bir sonug
olmustur. Ote yandan, ¢alismada TRPAI antisensinin intratekal enjeksiyonu gastrik
distansiyon aracili gelisen visseromotor cevabi zayiflatrken, DRG'de ERK1/2
aktivasyonunu baskilamistir. Ayrica, TRPA1 inhibitérii HC-03003'{in intratekal ve
intraperitoneal enjeksiyonlar1 gastrik distansiyon yanitini1 baskilamistir (Kondo ve ark.,
2009). Tim bu bulgular, gastrik distansiyonla birlikte DRG noronlarindaki TRPAI

aktivasyonunun akut visseral agriin olusumunda rol oynayabilecegini gostermektedir.

Diyare baskin IBS hastalarinda gastrointestinal kanal soguk ile uyarildiktan sonra
abdominal agr1 gelismesi veya mevcut agrinin siddetlenmesi, visseral algilamada diisiik
sicakliga bagl duyarliligi gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada strese bagli IBS hayvan
modeli ve IBS-D hastalarinda sogukla agirlastirilmis visseral mekanonosisepsiyonda
TRPAL’in roli arastrilmigtir. Saghkli kontrollerle karsilastirildiginda, IBS-D
hastalarindan alinan biyopsi orneklerinde, soguk (4°C) su alimindan sonra semptom
skorlar1 ile korelasyon gdsteren yiiksek antral TRPA1 ekspresyonu tespit edilmis, soguk
salinin siganlara intra-antral infiizyonu vagal afferentler aracili kolorektal distansiyona
cevap olarak visseromotor yanitlar1 artirirken, kronik sudan kaginma stresi uygulanan
sicanlarda bu yanit daha fazla goriilmiistiir (Chen ve ark., 2019). Ote yandan, stres

sonrasinda vagal afferentlerde TRPAI1 ekspresyonu artmistir. TRPAL'in fonksiyonel

21



blokaji ve gen delesyonu, visseral nosisepsiyon iizerindeki soguk etkiyi ortadan

kaldirmustir (Chen ve ark., 2019).

2.7. Apelinerjik Sistem

1993 yilinda O'Dowd (Odowd ve ark., 1993), vazopressin reseptdr alt tiplerini
arastirirken, bir G protein-bagli reseptér (GPCR) olan APJ'yi kesfetmistir. Kromozom
11q12 tizerinde bulunan bir gen tarafindan kodlanan APJ’nin, hidrofobik transmembran
bolgesinde anjiyotensin II reseptdr tip-1 (AT1R) ile %54 homoloji paylasmasina ragmen,
anjiyotensin II i¢in baglanma bolgesi yoktur. Daha sonra apelin néropeptiti, Tatemato ve
arkadaslar1 (Tatemoto ve ark., 1998) tarafindan 1998 yilinda sigir mide ekstraktlarindan
APJ’nin endojen ligant1 olarak izole edilmistir. Kromozom Xq25-26.1 iizerinde bulunan
apelin geni, 77 amino asitlik prepro-apelin molekiiliiniin enzimatik yikimi neticesinde
apelin-36, apelin-31, apelin-28, apelin-19, apelin-17, apelin-16, apelin-15, apelin-13 ve
apelin-12 gibi farkli formlardaki son tiriinlere ayrilir (Lee ve ark., 2000; Shin ve ark.,
2017). Tim apelin izoformlari, biyoaktivite i¢in gerekli olan ayn1 12 C-terminal kalintisini
(RPRLSHKGPMPF) paylasir (Tatemoto ve ark., 2001; EI Messari ve ark., 2004; Maguire
ve ark., 2009). Biyolojik olarak en etkin form olan apelin-13 fizyolojik etkilerini APJ
reseptorii araciligiyla gostermektedir (Kleinz ve Davenport, 2005; O'Carroll ve ark.,
2013). Prepro-apelin, bir N-terminali ve potansiyel proteolitik boliinme bolgelerine sahip
C terminali igerir. C terminali, biyolojik aktivite sekans1 ve APJ’ye baglanan spesifik
bolge igeririr (Medhurst ve ark., 2003). Yakin zamanda Chng ve arkadaslar1 (Chng ve
ark., 2013) APIJ i¢in baska bir endojen ligant olan, kromozom 11'de yer alan bir gen
tarafindan kodlanan ve embriyonik gelisimde kritik olan apelay1 kesfetmistir. Bununla
birlikte, insanlarda apela yalnizca pluripotent hiicrelerde ve bdbrekte eksprese edilir
(Wang ve ark., 2015). Apelin/APJ sistemi esas olarak APJ ve onun endojen liganti olan

apelin ile ilgilidir.

2.7.1. Apelinerjik Sistemin Hiicre ici Sinyal Yolaklar

Apelin/APJ sistemi, esas olarak G proteinine baglanarak sinyal transdiiksiyonuna aracilik
etmektedir (Sekil 2.6). Gai, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/protein kinaz B'nin (PKB,
AKT olarak da bilinmektedir) aktivasyonuna katilir veya mitojenik ERK sinyal yolunu
baglatarak protein kinaz C (PKC) aktivasyonuna katkida bulunur. Ayrica adenilil siklaz
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(AC)’1 inhibe ederek protein kinaz A (PKA) nin aktivasyonunu da inhibe edebilmektedir
(Masri ve ark., 2006; Chapman ve ark., 2014). Bunun yani sira, Gag fosfolipaz C beta
(PLCB)’y1 aktive ederek diagilgliserol (DAG) ve inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) tiretimini,
ardindan srastyla PKC kaskadmin aktivasyonunu ve hiicre i¢i Ca?* salnimini
saglamaktadir (Chapman ve ark., 2014). Ca®" salinimi, kalmodiilin ve daha sonra nitrik
oksit sentaz (NOS) aktivasyonu araciligiyla vazodilator etki gosterir. Buna ek olarak,
endotelyal NOS (eNOS), Gai yoluyla AKT aktivasyonu ile de saglanabilir ve apelin/APJ
sisteminin vazodilatasyon etkisini gdsterir (Fleming ve Busse, 2003). Kanonik yollara ek
olarak, Kang ve arkadaslar1 (Kang ve ark., 2013) Gous araciligiyla etki gosteren endotel
hiicrelerinde yeni bir APJ sinyal yolagi kesfetmistir. Bu yolagm aktivasyonu, smf II
histon deasetilaz (HDAC) 4 ve 5'in fosforilasyonuna ve sitoplazmik translokasyonuna yol
acarak Kruppel-benzeri faktor 2 (KLF2) ekspresyonunu indiikleyen miyosit artirict faktor-
2'yi (MEF2) aktive etmektedir.

Kanonik G proteinine bagiml yolaklarin yan1 sira apelin tarafindan uyarilmasi, APJ'nin
G proteinine bagl reseptor kinaz (GRK) yoluyla fosforilasyonuna ve ardindan B-arrestin
alimma yol acarak, G proteinden bagimsiz sinyal yolaklar1 aracihigiyla APJnin

duyarsizlasmasina ve internalizasyonuna neden olur (Sekil 2.6), (Loot ve Fleming, 2013).
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Sekil 2.6. Apelin/APJ sistemi aracili gelisen hiicre i¢i sinyal yolaklari. Siyah ok uglar1 aktivasyonu, kirmizi
diiz uglar inhibisyonu géstermektedir (Tian ve ark., 2020).

2.7.2. Apelinerjik Sistemin Bulundugu Yerler

Swrasiyla APJ (Odowd ve ark., 1993) ve apelinin (Tatemoto ve ark., 1998) beyin ve
midedeki ilk kesfinden bu yana, hem ligantin hem de reseptoriiniin viicuttaki bilinen doku
dagilimi; MSS, kardiyovaskiiler sistem, dolasim sistemi, sindirim sistemi, lireme sistemi,
yag ve iskelet kaslar1 dahil olmak {izere ¢esitli periferik dokular1 kapsayacak sekilde
genislemistir (Lee ve ark., 2000; Medhurst ve ark., 2003; Kleinz ve Davenport, 2005; Shin
ve ark., 2017). Apelinerjik noronlar MSS’de en yogun olarak hipotalamik PVN,
supraoptik  niikleus, preoptik alan, ventromediyal-dorsomediyal ¢ekirdekler,
periventrikiiler alan,  sirkiimventrikiiler organlar, beyin sap1 ve ©n hipofizdeki
kortikotropik hiicrelerde saptanmistir (Lee ve ark., 2000; Reaux ve ark., 2002; Reaux-Le
Goazigo ve ark., 2007). MSS disinda apelin mRNA ’s1 kardiyovaskiiler sistem, GIS, beyin,
karaciger, bobrek, adipoz doku, akciger ve meme bezi gibi dokularda gosterilmistir (Wang
ve ark., 2004; Han ve ark., 2008; Wang ve ark., 2009; Bulbul ve ark., 2019; Bulbul ve

ark., 2019). Adiposit farklilasmasi sirasinda artan apelin ekspresyonu, biiyiime hormonu,

24



tiimor nekroz faktorii (TNF-a) veya insiilin gibi birkag faktor tarafindan diizenlenmektedir

(Boucher ve ark., 2005).

Sicanlarin gastrointestinal kanalinda apelin ve APJ mRNA seviyeleri dogumda en
yiiksektir ve dogumdan sonra azalir. Dogum sonrasi sigan midesinde, mide apelinini ifade
eden hiicrelerin yogunlugu siitten kesildikten sonra asamali olarak artar ve yetigkinlige
dogru azalir. APJ, eriskin siganlarin mide epiteli, ESS, duodenal goblet hiicreleri, pilorik
mukozal hiicreler ve diiz kas tabakalarinda tespit edilmistir (Wang ve ark., 2004; Fournel
ve ark., 2017; Li ve ark., 2018; Bulbul ve ark., 2019). Kapica ve arkadaslarinin (Kapica
ve ark., 2012) yaptiklar1 ¢alismada, apelinin midede hem ekzokrin hem de endokrin
hiicrelerde iretildigi gosterilmistir. Ayrica apelin peptidi gastrik mukus hiicreleri,
pariyetal hiicreler ve sef hiicrelerinde gosterilmistir (O'Carroll ve ark., 2000). Sigan
karacigerinde apelinin immiinoreaktivitesi, portal ve merkezi damarlarin endotelinde ve
Kupffer hiicrelerinde immiinohistokimyasal yontem ile saptanmistir (Tatemoto ve ark.,
2001; Lv ve ark., 2017). Asiner hiicreler, pankreas kanali ve adacik hiicreleri, APJ nin
retildigi diger alanlardir (Kapica ve ark., 2012).

Apelinerjik sistemin siganlarda, farelerde ve insanlarda gézlemlenen genis dagiliminin
aksine, apelanin simdiye kadar nispeten smirli bir dagilim gosterdigi bulunmustur (Chng
ve ark., 2013; Deng ve ark., 2015; Yang ve ark., 2017). Apela ile ilgili yapilan ilk
caligmada yetiskin insan prostatinda ve bobreginde apela mRNA’s1 tespit edilmistir (Chng
ve ark., 2013). Ardindan, apela yetiskin kalplerinde (Yang ve ark., 2017), bobreklerde
(Deng ve ark., 2015) ve pluriopotent kok hiicrelerde (Wang ve ark., 2015) bulunmustur.

2.7.3. Stres ve Apelinerjik Sistem liskisi

Giincel literatiirde apelinin periferik dokularda strese bagl artigin1 gosteren ¢ok az bulgu
mevcuttur. 2014 yilinda yayinlanan bir ¢alismada 360 dk suya batirma ve hareketsizlik
stresi uygulanan sicanlarin midesinde mukozal apelin ekspresyonunun kontrol
hayvanlarmma goére anlamli derecede artig gosterdigi rapor edilmistir. Uysal ve
arkadaglarinin (lzgut-Uysal ve ark., 2014) bulgularmma paralel olarak, yakin zamanda
yaymlanan bir c¢aliymada Real-time PCR yontemi ile gerceklestirilen kantitatif
analizlerde, akut strese maruz kalan sicanlarin mide ve duodenum dokularinda apelin

mRNA’lar1 kontrol grubuna gore ytiksek tespit edilmistir. Buna ilave olarak 90 dk siireyle
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hareket kisitlama stresi (HKS) uygulanan sicanlarin  midelerinde apelin

immniinoreaktivitesinin 6nemli oranda arttig1 saptanmustir (Bulbul ve ark., 2019).

Literatiirde sistemik apelin antagonizmasinin strese bagli bozulan gastrointestinal motor
fonksiyonlar lizerine etkisini inceleyen sinirli sayida caligma bulunmaktadir. Elde edilen
bulgular, stres kosullarinda artan apelin {iretiminin 6nlenmesinin streste ortaya c¢ikan
gastrointestinal motor bozukluklarm diizeltilmesine katki saglayacagini diistindiirmiistiir.
Bu olas1 etki apelin antagonisti F13A (100 pg, ip) 6n uygulamasini ardindan HKS’ye
maruz birakilan si¢anlarda mide bosalimi1 ve intestinal transit dlgiilerek test edilmistir.
Apelinin periferal etkilerinin bloklanmas: sonucunda, HKS’nin mide bosalimi ve
intestinal transit lizerine inhibitor etkisi kismi olarak ortadan kalkmustir (Bulbul ve ark.,
2019). Bunun yani sira apelin antagonizmasinin, stres kaynakli mide lezyonlarmnin
iyilesmesinde de faydali bir rol oynadigi gosterilmistir (Birsen ve ark., 2017). Apelin
reseptor antagonisti F13A (150 pg/kg, i.v), suya batirma ve hareketsizlik stresine maruz
kalan siganlarda mukozal kan akiginin, prostaglandin E2 ve vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii tiretimini 6nleyerek mide lezyonlarinin iyilesmesini geciktirmis olup, gastrik
apelin seviyeleri stres sonrasi 1. giinde artmis ve daha sonra giinliik olarak azalma

gostermistir (Birsen ve ark., 2017).

2.7.4. Apelinerjik Sistemin Vagal Afferent Fonksiyonlara Etkileri
A) Dolayh Etkiler

Literatlirde bulunan c¢alismalar apelinin bir kolesistokinin (CCK) sekretagogu
oldugunu gostermektedir (Wang ve ark., 2004; Flemstrom ve ark., 2011; Wattez ve ark.,
2013; Bulbul ve ark., 2017). ince bagirsagin enteroendokrin I hiicrelerinden salgilanip
dolasima gegen CCK endokrin etkilerinin yani sira vagal duysal noronlar iizerindeki
CCK-1 reseptorleri lizerinden parakrin etkiler de gostermektedir. Sindirim sirasinda
bagirsaktaki mekanik ve kimyasal uyarilar ile olusan sinyallerin beyine iletilmesinde CCK
onemli rol oynamaktadir (Dockray, 2009). Doyma ve tokluk hissini olusturan uyarilar
beyin sapina GIS’den kdken alan duysal vagal afferentler ile tasinmakta olup, NTS’ye
iletilen bu girdiler oreksijenik ve anoreksijenik noropeptitlerin sentezlendigi arkuat
niikleusa iletilir (Woods ve D'Alessio, 2008). CCK besin alimimin baskilanmasini vagal

afferent noronlardaki CCK-1 reseptdrii araciligiyla baglatilan vagovagal mekanizma ile
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mide bosalimini inhibe ederek gergeklestirir (Scarpignato ve ark., 1993; Moran ve Kinzig,
2004; Chandra ve Liddle, 2007). Ekzojen apelinin pankreasin ekzokrin fonksiyonlarina
etkisinin inceledigi bir c¢aligmada intra-duodenal apelin uygulamasinin pankreas
sekresyonunu uyardigi, bununla birlikte apeline bagli bu cevabin CCKR-1 reseptor
antagonisti ve kapsaisin uygulamalar ile ortadan kalktig1 bildirilmistir (Kapica ve ark.,
2012). Bu sonuglar apelinin pankreas lizerine uyarict etkisini CCK ve vagal afferent
noronlardaki CCKR-1 araciligi ile gosterdigini isaret etmektedir (Kapica ve ark., 2012).
Bunun yani sira kemirgen entero-endokrin hiicre kiiltiirti (SCT-1) ve siganlar kullanilarak
yapilan in-vitro ve in-vivo c¢alismalarda apelinin CCK sekresyonunu uyardigi
gosterilmistir (Wang ve ark., 2004; Flemstrom ve ark., 2011; Wattez ve ark., 2013).
CCK’nin yani sira SCT-1 hiicre hattinda apelin-13, doza bagh sekilde glukagon benzeri
peptit 1 (GLP-1) seviyelerini artwrmustir (Wattez ve ark., 2013). GLP-1 reseptorlerinin
CCK reseptorleri gibi vagal afferent sinir sonlanmalarinda eksprese oldugu (Krieger ve
ark., 2016) distintildiigiinde, apelinin vagal afferent sinyalizasyonu {izerine olan etkilerine
bu peptitler aracilik edebilir. Buna paralel olarak 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada
periferal apelin-13’iin gastrointestinal motor fonksiyonlar {izerine olan inhibitor etkisine
CCK ve kapsaisin duyarli vagal afferent noronlarin aracilik ettigi bildirilmistir (Bulbul ve
ark., 2017).

B) Direkt Etkiler

APJ’nin vagal ve spinal afferent sinir govdelerinin bulundugu nodoz ganglion ve DRG
hiicrelerinde yaygin ekspresyonu bulunmaktadir (Wang ve ark., 2004; Fournel ve ark.,
2017; Li ve ark., 2018; Bulbul ve ark., 2019). Literatiirde ekzojen apelinin gastrointestinal
motor fonksiyonlar {izerine inhibitor etkisi bilinmektedir (Lv ve ark., 2011; Bulbul ve ark.,
2017; Bulbul ve Sinen, 2018; Bulbul ve ark., 2018). Santral apelinin gastroinhibitor
etkisinin mide motor fonksiyonlarini kontrol eden vagal ndral devredeki kolinerjik yolun
(tonik olarak aktif') etkinligini yitirmesiyle ortaya ¢iktigi tespit edilmistir (Bulbul ve ark.,
2018). Bunun yani sira, hem vagal parasempatik hem de sempatik yollarm, apelin aracili

gelisen gastroinhibitor etkide rol oynadigi gosterilmistir (Bulbul ve Sinen, 2018).

Li ve arkadaglarinm (Li ve ark., 2018) yaptiklari1 caligmada apelinin gastrik vagal afferent

sinyalizasyonu modiile ettigi gosterilmistir. Apelin, a¢ birakilmig kontrol farelerinde mide
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mukozal vagal afferentlerin mukozal gerime tepkisini inhibe ederken, tok veya yagli diyet
ile beslenen farelerde ise bu etki gdriilmemistir. Ayrica apelin, gastrik gerim duyarl
afferentlerin duyarliligint hem a¢ hem de tok hayvanlarda inhibe etmistir. Calismada APJ
mRNA's1 mide mukozasinda ve nodoz gangliyonda tespit edilmistir (Li ve ark., 2018). Bu
bulgular, apelinin FD’ye bagli gelisen vagal afferent disfonksiyonda rolii olabilecegini
akla getirmistir. Ayrica apelinin DRG noéronlarindaki kalsiyum sinyalizasyonu iizerine bir
etkisinin bulunmamasi (Canpolat ve ark., 2016), apelinin daha ¢ok vagal afferent
sinyalizasyonun modiilasyonunu sagladigmi diisiindiirmektedir. Apelinin vagal afferent
fonksiyonlara etkisini inceleyen baska bir c¢alismada, apelin (2 mg/kg, i.v.),
iskemi/reperfiizyon hasarina kars1 mide mukozasini koruyucu etkisini; lezyon indeksi,
miyeloperoksidaz aktivitesi, lipid peroksidasyonu ve TNF-a miktarmi azaltarak; mukozal
kan akimini ise CGRP, nitrik oksit ve PGE2 miktarmi artirarak gosterdigi ve apelinin mide
koruyucu etkisinde, kapsaisine duyarli duysal néronlar ve n.vagus rol oynadigi ortaya

konulmustur (Birsen ve ark., 2020).

2.8. Amag
Bu c¢alismanin amaci, deneysel sigan FD modeli olusturularak apelinin  bu
etyopatogenezdeki roliiniin ve etki gosterdigi beyin-bagirsak eksenindeki vagal afferent

yolaklar aydmlatilmasidir.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismaniz Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali1 ve Biyofizik
Anabilim Dalr’nda gergeklestirilmistir. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul onayi
(Protokol No: B.30.2.AKD.0.05.07.00/7) ile toplamda 70 adet eriskin erkek Sprague
Dawley 1rki siganim kullanildig1 ¢alismamizda, deneysel FD modeli olusturularak apelinin

afferent vagal disfonksiyondaki rolii nodoz gangliyon ve ESS seviyelerinde arastirilmistir.

Toplam 70 adet erigkin erkek sigan elde etmek amaciyla, Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden, Sprague Dawley 1rk1 20 adet eriskin disi ve 7
adet eriskin erkek sican temin edilmistir. Temin edilen disi sigan sayisi, anabilim
dalimizda daha 6nce gerceklestirdigimiz ¢alismalardaki bir batinda dogan ortalama erkek
yavru sayisina (3-4) gore belirlenmistir. Sicanlar tel kafeslerde ad libitum olarak standart
laboratuvar yemi ve musluk suyu ile beslenmis ve 12 saat aydmnlik, 12 saat karanlik

dongiisiine ayarlanmig 22+1°C sicakligindaki odalarda barmndirilmistir.

3.1. Deney Gruplar
Calismamizda kullanilan hayvan sayilarinin 6lgiilecek degiskenlere gore dagilimi

asagidaki gibidir:

3.1.1. Deneysel FD Modelinin Dogrulanmasi: Kontrol (n=10) ve FD (n=10) grubu
toplam 20 hayvanda viicut agirligi ve besin alimi takipleri ile birlikte mide bosalimi,

yikseltilmis art1 labirent testi (EPM) ve agik alan testleri yapilmustir.

3.1.2. Vagovagal Reflekslerin Degerlendirilmesi: Vagovagal refleksler, OGG ve GAR
testleri ile toplamda 20 hayvanda gergeklestirilmistir.

1. Kontrol + salin —
(n=10)

2. Kontrol + apelin reseptor antagonisti F13A ——

3. FD + salin -
. . L (n=10)

4. FD + apelin reseptor antagonisti F13A — 1
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3.1.3. Immiinohistokimyasal Yéntemler: Kontrol (n=15) ve FD (n=15) grubu toplam
30 hayvanda nodoz gangliyon ve enterik diizeyde immiinohistokimyasal yontemler

gergeklestirilmistir.

Deneysel Protokoller

3.2. Deneysel Sican FD Modelinin Olusturulmasi

Ideal bir hayvan modeli, hastalik kosullarn1 ve sonuglarmi insan durumuna miimkiin
oldugunca yakin taklit etmelidir. ideal model, hastalik gelisimine yol agan ve yeni ilaglarmn
gelistirilmesine yardimcit olan molekiiler mekanizmalar1 anlama firsat1 sunabilir.
Literatiirdeki FD hayvan modelleri daha ¢ok gecikmis mide bosalimi, bozulmus gastrik
akomodasyon, visseral hipersensitivite ve psikolojik stres gibi 6zelliklere dayali olarak
olusturulmustur. Herhangi bir hayvan modelinin FD i¢in tipik olan karmasik
rahatsizliklarin her yoniinii taklit etmesini beklemek gercekei degildir. FD'yi incelemek
icin hangi modelin sec¢ilmesi gerektigine iliskin karar, calismanin amaclarma ve ilgi
alanlarina bagh olacaktir. FD gelisimine katkida bulunan iki veya daha fazla faktor igeren
bilesik hayvan modeli tercih edilebilmektedir. Bu amagcla ¢alismamizda MS’ye maruz
kalan siganlara, eriskin donemde kronik homotipik stres (KHS) modeli uygulanmistir

(Abdel-Aziz ve ark., 2015; Jing ve ark., 2017).

Erkek:disi oram1 1:3 olacak sekilde harem usulii ile barindirilarak eriskin damizlik
sicanlarm ¢iftlesmeleri saglanmistir. Disi sicanlarin gebelik tarihinin belirlenmesi
amaciyla, ¢iftlesme sonrasindaki 12-24 saatlik diliminde meydana gelen vajinal tikacin
(plug) giinliik olarak takibi gerceklestirilmis ve vajinal tikacin gozlendigi giin O.
embriyonik giin (EO) olarak kabul edilmistir. Deneysel sican FD modeli literatiirde
yayinlanmis metoda gore gergeklestirilmistir (Abdel-Aziz ve ark., 2015; Jing ve ark.,
2017). Deneysel FD modeli, MS’ye maruz kalan siganlara, eriskin donemde 7 giin ardisik
sekilde KHS uygulanarak olusturulmustur. Tiim deneysel islemler eriskin erkek (11-12

haftalik) sicanlar tizerinde gerceklestirilmistir.
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3.2.1. Neonatal Maternal Separasyon (MS)

Neonatal MS uygulamak amaciyla anne siganlar postnatal 1. ve 21. giinler arasinda 3
saat/giin yavrularindan ayr1 kafeslerde tutulmustur (Sekil 3.1). Protokol boyunca
yavrularm bulundugu kafesler 37°C’lik 1s1 pedi tizerinde ayr1 bir odada tutulmustur. Ayr1
tutma protokoliinii takiben 21. giinde siitten kesilmeleri ile birlikte yavrular cinsiyetlerine
gore ayrildiktan sonra eriskin doneme kadar ayr1 kafeslerde biylitiilmiistiir. Ayni
donemde diger gebe sicanlardan dogan yavrulara MS uygulanmamis olup, bunlar kontrol
hayvani olarak kullanilmak iizere anneleriyle birlikte biiyiitiilmiistiir. Bu hayvanlar, FD

modeli olusturulacak siganlara benzer sekilde 21. giinde siitten kesilerek annelerinden

ayrilmstir.

Sekil 3.1. Neonatal maternal separasyon (MS) uygulamasi. MS uygulamasi sirasinda annelerin 180 dk
boyunca yavrulardan ayri kafeslerde bulunmasi saglanirken (A: uygulama o6ncesi, B: uygulama sonrasti),
kontrol hayvanlar1 anneleriyle beraber ayni kafeste tutulmustur. MS uygulamasi boyunca yavrulari viicut
1silarinin korunmasi amaciyla kafesler 1sitict diizenek tizerinde tutulmustur.

3.2.2. Kronik Homotipik Stres (KHS) Protokolii

Eriskin yasa (11-12 haftalik) gelen MS uygulanmis si¢anlara 7 giin siireyle 90 dk/giin
HKS yiiklemesi yapilarak KHS uygulanmistir. Bu amagla, sicanlarin gévdeleri 90 dakika
boyunca flaster bant yardimiyla 6n ve arka bacaklar1 hareket edecek sekilde 10x30 cm
Olgiilerindeki diiz tahta platformlar itizerine sabitlenmistir (Sekil 3.2). FD modeli
olusturulan erkek siganlara KHS uygulanirken, kontrol grubu siganlara herhangi bir islem

uygulanmamustir.

31



Sekil 3.2. Sicanlarin 90 dakika boyunca diiz bir platforma sabitlenmesi ile olusturulan hareket kisitlama
stresi (HKS).

3.3. Deneysel Sican Fonksiyonel Dispepsi Modelinin Dogrulanmasi

Calismamiz kapsaminda gelistirilen hipotezlerin aydinlatilmast igin tasarlanan deneysel
calismalarin 6ncesinde, olusturulan deneysel FD modelini dogrulamak amaciyla viicut
agirhigr ve besin alm takipleri ile birlikte mide bosalimi, EPM ve acik alan testleri
yapilmistir. FD grubundaki hayvanlarda ortaya ¢ikmasi beklenen dispeptik semptomlar
kat1 mide bosalimi 6l¢timii ile; anksiyete benzeri davraniglar ise EPM ve agik alan testi ile
degerlendirilmistir. FD bireyleri besin alimiyla tetiklenen postprandiyal agri ve erken
tokluk gibi rahatsiz edici semptomlar yasamalar1 nedeniyle saglikli bireylere gore az
miktarda besin tiiketme; daha diisiik enerji alimi nedeniyle de daha fazla ara 6giin
uygulama egilimindedirler (Duboc ve ark., 2020). Buna bagli olarak hastalarin yarisindan
fazlasinda viicut agrrhiginda azalma goriilmektedir. Calismamizda davranis deneyleri
oncesinde sicanlarm viicut agirliklari tartilirken, yem tiikketimleri homotipik stres

stiresince (1 hafta) takip edilmistir.

3.3.1. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi (EPM)

Sigcanlarda EPM testi i¢in, kol genisligi 10 cm, kol uzunlugu 50 cm, duvar yiiksekligi 30
cm, yerden yiiksekligi 55 cm olan art1 seklinde; iki kolun duvarlarla ¢evrili, diger iki kolun
ise cevresinin tamamen ag¢ik oldugu siyah mat zeminli diizenek kullanilmistir (Sekil
3.3A). Her hayvan kollarin gakisma noktasi olan merkeze birakilmis ve hayvanlarin
davraniglar1 5 dakika boyunca kaydedilmistir. Her denemeden sonra test alan1 %30’ luk
etanol ile silinip kurulanmistir. Kemirgenlerin test alaninda donmasi/hareketsiz kalmasi
veya acik kollara oranla kapali kollarda daha fazla vakit gecgirmesi anksiyete ile iliskili

davraniglar olarak nitelendirilmektedir (Lalonde ve Strazielle, 2008; Otsuka ve ark.,
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2015). Hayvani agik ve kapali kollara giris sayis1 ve kollarda gecirdigi siire Ethovision

XT (Noldus, 2009, Hollanda) video izleme sistemi ile degerlendirilmistir.

3.3.2. Acik Alan Testi

Acik alan testi anksiyete benzeri davranislar, lokomotor aktivite ve sedasyonun tespitinde
siklikla kullanilan bir testtir. Bu test, duvar yiiksekligi 40 cm, taban1 80x80 cm ebatlarinda
kare seklinde siyah mat tabanli diizenekte yapilmistir (Sekil 3.3B). Alan, 400 cm?
biiyiikliigiinde birbirine esit 16 kii¢iik kareye boliinmiistiir. Bu karelerden merkezdeki 4
tanesi test alanmin i¢ kadrani olarak segilirken, ¢evresindeki kareler ise test alaninin dis
kadrani olarak tanimlanmistir. Deneyin baslangicinda siganlar tek tek bu alanin merkezine
brrakilmis ve 5 dakika boyunca siganlarin hareketleri kaydedilmistir. Her sican icin i¢ ve
dis kadranda gegirilen siire Ethovision XT video izleme sistemi ile kaydedilmistir. D1
kadranda daha g¢ok gecirilen siire anksiyete benzeri davranislar1 gostermektedir. FD
hayvanlarinda olusmasi beklenen anksiyete seviyelerini Olgmek igin test siiresince
hayvanlarm fekal ¢ikislar1 sayilmistir. Her denemeden sonra test alan1 %30°luk etanol ile

silinip kurulanmistir.

Dis Kadran

Kapali Kol

Sekil 3.3. Anksiyetenin degerlendirilmesinde kullanilan yiikseltilmis art1 labirent (A) ve agik alan test
diizenekleri (B).

3.3.3. Mide Bosalim Ol¢iimii
Mide bosalimi Olglimii i¢in 18-24 saat a¢ birakilan sicanlara onceden tartilmis 1,6 g
agirhigindaki pelet yemler verilmistir. Pelet yemlerin tiiketilmesini takiben gecen 90

dakika sonunda izofloran anestezisi altinda eksanguinasyon ile feda edilen hayvanlarin
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mideleri ¢ikarilmis ve mide igerikleri, agirligi dnceden hesaplanmig tartim kaplarma alinip
oda 1s1sinda 72 saat boyunca kurutulmaya birakilmistir. Kurutma igslemi sonunda mide
icerikleri tartilip, elde edilen degerler mide igeriklerinin baglangic agirliklarina

oranlanarak mideyi terk eden kisim yiizde (%) olarak ifade edilmistir.
Mide Bosalimi (%) = 1- (kurutulan igerik agirligi / tiiketilen total pelet agirligi) x 100

3.4. Vagovagal Reflekslerin Degerlendirilmesi

Vagovagal reflekslerin degerlendirilmesinde beslenmede rol alan ve mide rezervuar
fonksiyonunu kontrol eden refleksler hedef alinmistir. VVagovagal refleksler; OGG ve
GAR refleks testleri ile degerlendirilmistir. Bir gece 6nceden ag birakilan siganlar iiretan
(1.5 g-kg?) ile anestezi edilmistir. Hayvanlarin karm bdlgesi orta hat insizyonu ile agilarak
mide ekspoze edilmistir. Gastrik tonusu degerlendirmek amaciyla iki adet gerim olger
(strain gauge) transdiiser fundus ve korpusa serozal olarak 5.0 kalinhigindaki iplik ile
dikilerek sabitlenmistir (Sekil 3.5A). Motilite deney diizenegi strain gauge transdiiserlerin
baglandig1 wheatstone koprii devresi, amplifikator, veri toplama tinitesi (PowerLab 8/35,

Avustralya) ve bilgisayardan olusmaktadir.

GAR testi i¢in polivinil tiipe baglanmis olan bir latex balon (maksimum hacim, 6 ml;
maksimum ¢ap, 25 mm), midenin pilor kismindan ag¢ilan bir insizyondan ilerletilerek
proksimal mideye yerlestirilip sabitlenmistir (Sekil 3.5A ve B). Ardindan karm insizyonu
3.0 iplik ile kapatildiktan sonra siganlar supin poziyonda bir termal ped iizerine alinarak

stabilizasyon i¢in 1 saat siireyle bekletilmistir.

Deneysel FD modeline bagli gelisen afferent vagal disfonksiyonda apelinin roliinii
incelemek amaciyla, intravendz apelin reseptor antagonisti F13A uygulamasi (70 nmol-
ml-kg?) yapilmistir. Periferal apelin reseptdr antagonisti FI3A veya salin (serum
fizyolojik, %0,9 NaCl) uygulamalar1 i¢in kuyruk venine 24 G kalinligindaki steril braniil
araciligiyla girig yapilmistir. Vagovagal reflekslerin degerlendirilmesinde gergeklestirilen

deneysel islemler Sekil 3.4 ’te sematize edilmistir.
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Sekil 3.4. Vagovagal reflekslerin degerlendirilmesinde gergeklestirilen deneysel islemlere ait akis
diyagrami. Gri ve siyah renkte belirtilen yatay eksen basliklar1 sirasiyla hafta ve dakika cinsinden zaman
akisimi belirtmektedir. MS: maternal separasyon, KHS: kronik homotipik stres

3.4.1. Ozofago-gastrik Gevseme (OGG) Refleksinin Degerlendirilmesi

Yutma isleminin ardindan alt 6zofagusa gelen besinin yarattigi sigskinligin midenin
proksimal kismida gevsemeye yol actigi bilinmektedir. Bu refleks mekanizmasimni test
etmek amaciyla 6zel hazirlanan bir balon araciligiyla (Sekil 3.5C) 6zofagiyal distansiyon
olusturulmustur. Ozofagiyal distansiyonu saglamak ve kompliyans1 artirmak igin 1,5 cm
uzunlugunda, 1 mm dis ¢apa sahip silikon bir distansiyon balon, agiz yoluyla torasik
0zofagus seviyesine (6zofagiyal hiatusun 1 cm proksimaline) yerlestirilmistir. Bazal mide
motilitesi 5 dk siireyle kaydedildikten sonra 6zofagusa yerlestirilen balon 160 pL. hacimde
sigirilerek yaklasik 14 mmHg degerinde bir transmural basing artisi saglanmustir.
Ozofagiyal transmural basingta 14-15 mmHg seviyesindeki bir artisin, hiicre govdeleri
nodoz gangliyonda bulunan vagal afferent noronlar1 aktive ederken, hiicre govdeleri
DRG’de bulunan splanknik afferent ndronlarda herhangi bir aktivasyona neden olmadigi
yapilan c¢alismalarda gosterilmistir (Ferreria ve ark., 2006; Hermann ve ark., 2006).
Distansiyona bagli ortaya ¢ikan OGG yanit1 1 dk siireyle kaydedildikten sonra balon
icindeki sivi geri alinarak distansiyon sonlandirilmistir. Mide tonusunun baslangig
degerine donmesinin ardindan, kayit sonlandirilarak 6lgiim tamamlanmistir. Ozofagiyal
distansiyon sonucu gruplar arasi fundus ve korpusun gevseme yanitlar1 bazale goére %
degisim olarak degerlendirilmistir. Kullanilan bu ydntem Ferreria, Hermann ve
arkadaglarmm ¢alismasindan alinarak modifiye edilmistir (Ferreria ve ark., 2006;

Hermann ve ark., 2006).

3.4.2. Gastrik Akomodasyon Refleksinin (GAR) Degerlendirilmesi
Gastrik akomodasyon, mide hacminde artisla birlikte mide kompliansinda azalma ile
iliskili vagovagal bir reflekstir. Bu refleks mekanizmasini test etmek amaciyla proksimal

mideye yerlestirilen balon (Sekil 3.5B), bir basing transdiiserine baglanarak mide igi
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basingtaki degisiklikler kaydedilmistir. Bazal basing 6l¢limiiniin ardindan balon 1 ml/dk
hizda kademeli olarak 6 ml sivi ile sisirilerek intragastrik basmg degisimleri
kaydedilmistir. Yiiksek basinglar, bozulmus akomodasyonun gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Kontrol degerleri %100 olarak kabul edilmis olup, uygulanan her
distansiyon degerinde kaydedilen mide igi basing kontrole gére % degisim olarak

degerlendirilmistir. Kullanilan bu yontem Takahashi ve arkadaslarinin (Takahashi ve

Owyang, 1997) ¢alismasmdan alinarak modifiye edilmistir.

Sekil 3.5. Vagovagal reflekslerin degerlendirilmesi i¢in gerceklestirilen transdiiser cerrahisi (A) ve
distansiyon i¢in kullanilan balon sistemleri (B ve C). A: iki adet gerim Olger (strain gauge) transdiiserin
fundus ve korpusa serozal olarak yerlestirilmesi. B: GAR testinde kullanilan balon sistemi. C: OGG testinde
kullanilan balon sistemi. GT: gastrik akomodasyon tiipii

Ozofagiyal ve gastrik distansiyona bagl degisiklikler (bazal dlciimler) kaydedildikten
sonra APJ antagonisti F13A (70 nmol-ml-kg?, iv) enjeksiyonu braniil araciligiyla
uygulanmis ve 10 dakika sonra distansiyonlar tekrar gerceklestirilmistir. Distansiyon
sonrasi degisiklikler gastrik bazal tonus normale donene kadar kaydedilmistir. Vagovagal
reflekslerin degerlendirildigi testlere ait gastrik motilite kayitlarinin analizi “LabChart”
yazilimi ile degerlendirilmistir. Elde edilen gastrik motilite kayitlarindaki solunum
kaynakli giiriiltiiniin elemine edilmesi i¢in 0,1 Hz algak-gegiren filtre uygulanarak
hesaplamalar gergeklestirilmistir. Midenin fundus bdlgesinden elde edilen ham ve

filtrelenmis bir 6rnek kayit Sekil 3.6’da sunulmustur.
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Sekil 3.6. Midenin fundus bolgesinden elde edilen ham ve 0,5 Hz algak-gegiren filtrelenmis mide motilite
kayda.

3.5. Immiinohistokimyasal Yontemler

Proje kapsaminda, kontrol ve deneysel FD modeli uygulanmis sicanlardan elde edilen
nodoz gangliyon ve enterik doku Orneklerinde immiinohistokimyasal analizler
gerceklestirilmistir. Vagal afferent liflerin mide ve 6zofagusta APJ ile kolokalizasyonunu
degerlendirmek amaciyla nodoz gangliyona anterograd noronal tracer olan biotinlenmis
dextran amin (BDA, 10.000 MW, %10, Thermo Scientific, ABD) uygulanmustir. Ote
yandan, farkli bir hayvan grubunun nodoz gangliyonunda ise mide ve 6zofagusa ait vagal
afferent ndronlarda APJ ve mekanosensitif reseptorlerle iliskili kanallar olan TRPV1 ve
TRPA1 varhigi degerlendirilmistir. Bu amagla mide ve 6zofagusa iki farkli retrograd
noronal tracer molekilii uygulanmustir (Sekil 3.7). Uygulamalar ile ilgili ayrintilt bilgi

ilerleyen boliimlerde verilmistir.
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Sekil 3.7. Deney gruplarinda immiinohistokimyasal analizler i¢in uygulanan islemlerin sematik gosterimi.
BDA: Biotinlenmis Dextran Amin, CTB: Kolera Toksin B, FB: Fast Blue, APJ: apelin reseptorii, TRPV1:
gecici reseptor potansiyeli vanilloid 1, TRPA1: gegici reseptor potansiyeli ankyrin 1.

3.5.1. Anterograd Noronal Tracer Uygulamasi

Vagal afferent liflerin APJ ile birlikte kolokalizasyonu 6zofagiyal ve gastrik myenterik
noronlarda immiinofloresan yontem ile degerlendirilmistir. Bu amagla hayvanlar izofloran
anestezisi altinda anterograd ndronal bir tracer olan BDA, 33G kalinligindaki enjeksiyon
kaniiliine polietilen tiip ile bagh bir Hamilton siringasi ile sol nodoz gangliyona 1 pl
hacimde enjekte edilmistir. Enjeksiyon tamamlandiktan sonra enjeksiyon kaniilii 1 dakika
stire ile enjeksiyon alaninda bekletilerek tracer molekiiliiniin ¢evre alanlara yayilmasi

engellenmistir.

Uygulama sonras1 hayvanlar 7 giin stireyle kafeslerinde barindirilmistir. Deney giiniinde
hayvanlarin mide ve dzofagus dokular1 izofloran anestezisi altinda ¢ikarilmistir. I¢inde
fosfat tamponlu tuz (PBS; pH: 7.2-7.4) soliisyonu bulunan agar kapl petri kaplarina alinan
dokular, gerildikten sonra %4’liikk paraformaldehit soliisyonuna alinip 1 gece boyunca 4

°C’de inkiibe edilmis, ardindan dokular PBS ¢6zeltisine tekrar alinip, mikroskop altinda
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mikro cerrahi pensetler yardimiyla ayrilarak whole-mount diiz kas-myenterik pleksus
(LMMP) preparatlar1 elde edilmistir. Elde edilen doku 6rnekleri, %0.05 sodyum azide
iceren PBS ¢ozeltisine almarak immiinoboyama protokollerine kadar +4 °C’de

saklanmustir.

3.5.2. Retrograd Noronal Tracer Uygulamasi

Hayvanlara izofloran anestezisi altinda uygulanan orta hat kesisini takiben mide ve
0zofagus agiga ¢ikarilmistir. Fast Blue (FB, Polysciences, ABD) %5 konsantrasyonda
mideye; kolera toksin B (CTB, Thermo Scientific, ABD) ise %2 konsantrasyonda
6zofagusa 5 pl hacim igerisinde, 33G kalinligindaki enjeksiyon kaniiliine polietilen tiip ile
bagl bir Hamilton siringasi ile serozal olarak uygulanmistir. Floresan kristallerin ¢evre
dokulara yayillmamasi igin organlarin duvari steril salin ile yikandiktan sonra orta hat

kesisi 3.0 ipek ile kapatilmistir.

Uygulama sonrasi 7 gilin siiren iyilesme periyodu sonunda izofloran anestezisi altinda
hayvanlarin boyun bdlgesi orta hat insizyonu ile agilmis, kas dokular1 ekarte edilerek
vagus siniri tespit edilmistir. Sinir takip edilerek her iki nodoz gangliyon tespit edilmis ve
immiinohistokimyasal ydntemler i¢in ¢ikarilmistir. Iginde %4’liik paraformaldehit
bulunan fiksatif soliisyonunda +4 °C’de 6 saat bekletildikten sonra gangliyonlar %30’luk
siikroz igeren PBS soliisyonuna alinip, immiinoboyama protokollerine kadar +4 °C’de

saklanmustir.

3.5.3. Immiinofloresan Yontem

Nodoz gangliyon dokularindan alinan 40-50 pm kalinligindaki frozen (freezing-
mikrotom) kesitler ve elde edilen LMMP’ler superfrost (manyetik olarak statik) lamlar
iizerine alimmustir. Kesitler PBS icerisinde ii¢ kez 10 dakika boyunca yikanmustir.
Hidrofobik kalemle etrafi g¢izilen kesitler, spesifik olmayan immiinoglobulin
baglanmalarini 6nlemek amaciyla %10 normal at serumu igeren bloklama soliisyonu ile 2
saat boyunca muamele edilmistir. Bloklama soliisyonu uzaklastirilarak primer antikorlar
(APJ, Abcam, Ingiltere; TRPV1 ve TRPAI, Santa Cruz Biotechnology, ABD) ile +4
°C’de iki gece boyunca inkiibe edilen kesitler inkiibasyon sonunda PBS ile ii¢ defa onar
dakika yikanmistir. Daha sonra, biyotinlenmis anti-fare veya anti-tavsan floresan isaretli

sekonder antikorlar (Thermo Scientific, ABD) ile gece boyu inkiibe edilmis ve 3 kez 10’ar
39



dakika PBS ile yikamanin ardindan, flouromont (Southern Biotech, ABD) kapatma
solisyonu ile kapatilmigtir. Hazirlanan preparatlardaki immiinoreaktiviteler floresan
mikroskobunda (Olympus BX43, Japonya) tespit edilip incelenerek fotograflanmistir.
Immiino-pozitif hiicreler 20X veya 40X objektif biiyiitmesinde ¢ekilmis fotograflardan

tespit edilerek sayilmustir.

3.6. Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalamatstandart hata (SH) olarak ifade edilmistir. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri ile degerlendirilmistir. ikili
karsilastirmalar i¢in normal dagilima uyan veriler Student-t testi; normal dagilima
uymayan veriler Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir. Ikiden fazla grup igeren
vagovagal reflekslerin degerlendirilmesinde tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post
hoc Tukey testi kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir. Sonuglar,

“GraphPad Prism 9” istatistik programi kullanilarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Deneysel Sican Fonksiyonel Dispepsi Modelinin Dogrulanmasi

4.1.1. Viicut Agirh@: ve Yem Tiiketim Takibi

Deney gruplarindaki hayvanlarin yem tiiketimi ve viicut agirliklar1t MS protokoliinii
takiben 21. giinde siitten kesim sonrasi erigkin doneme kadar olan periyotta haftalik olarak
takip edilmistir. S6z konusu degiskenler, eriskin donemde FD modelinin olusturulmasi
i¢in uygulanan homotipik stres sonrasinda tekrar kaydedilmis olup (Sekil 4.2), elde edilen
veriler Sekil 4.1’de sunulmustur. MS grubu hayvanlarin 4-11 haftalar arasindaki viicut

agirliklar1 ve yem tiiketimlerinde kontrol grubuna gore anlamli azalma goriilmiistiir.

3504 -© Kontrol 304 -© Kontrol
- MS -+ MS

@ 3004 @
‘a i —
£ 250 i % 204
o))
< 200+ =
s =
S 1504 E
> > 10-

100
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Sekil 4.1. Sicanlarda neonatal maternal separasyonun (MS) adolesan, juvenil ve erigkin dénemlerde canli
agirlik (A) ve yem tiiketimine (B) etkileri. **p<0,01, ***p<0,001 kontrol grubuna goére farki isaret
etmektedir. Veriler ortalama+SH olarak ifade edilmis olup, istatistiksel analiz Student-t testi ile
gerceklestirilmistir. Tim gruplarda n=10.

Homotipik stres uygulamasi sonunda, kontrol hayvanlarina kiyasla (viicut agirhig::
324,1+£7,3 g; yem tiiketimi: 24,7+1,9 g) FD modeli uygulanmis siganlarin viicut agirligi
(288,2+4,9 g, p<0,001) ve yem tiiketimlerinde (19,4+1,3 g, p<0,01) anlamli azalma
gozlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. 12 haftalik kontrol ve FD modeli sicanlarin viicut agirligi (A) ve yem tiiketim (B) verileri.
**p<0,01, ***p<0,001 kontrol grubuna gore fark: isaret etmektedir. Veriler ortalama+SH olarak ifade
edilmis olup, istatistiksel analiz Student-t testi ile gerceklestirilmistir. Tiim gruplarda n=10.

Anksiyetenin Degerlendirilmesi
Deney gruplarindaki hayvanlarin anksiyete durumu EPM ve agik alan testi ile

degerlendirilmistir.

4.1.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Olciimleri

Anksiyete/depresyon degerlendirmesinde kullanilan EPM testinde, FD modeli
uygulanmis hayvanlarm agik kola giris sayilar1 (10,8+2,3 say1) ve a¢ik kolda gegirdikleri
stireler (17,6+4,7 s) kontrol grubuna gore (agik kola giris sayisi: 39,3+6,8 say1; agik kolda
gegirilen siire: 92,6+17,6 s) anlamli (p<0,001) derecede az bulunmustur. Buna paralel
olarak, kontrol grubuna (132,7+20,4 s) kiyasla FD modeli uygulanmis hayvanlar (262+11
s) kapali kolda anlamli (p<0,001) sekilde daha fazla siire gegirirken, kapali kola giris
sayilar1 agisindan gruplar arasi istatistiksel bir fark tespit edilememistir (p=0,73), (Sekil
4.3). Bu bulgular FD modeli uygulanmis hayvanlarin anksiyete benzeri davranislar

sergiledigini gostermektedir.
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Sekil 4.3. Yiikseltilmis art1 labirent testi (EPM)’de; (A) acik kola giris sayisi, (B) kapali kola giris saysi,
(C) agik kolda gegirilen siire ve (D) kapali kolda gegirilen siire verileri. ***p<0,001 kontrol grubuna gore
farki igaret etmektedir. Veriler ortalama+SH olarak ifade edilmis olup, istatistiksel analiz Student-t testi ile
gerceklestirilmigtir. Tiim gruplarda n=10.
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4.1.3. Agik Alan Testi Ol¢iimleri

EPM sonuglarina paralel olarak FD modeli uygulanmis siganlar, kontrol grubuna (i¢
kadran: 3+0,8 s; dig kadran: 281,2+5 s) kiyasla test alanmin i¢ kadraninda daha az (7,9+2,5
s, p<0,05), dis kadraninda daha ¢ok (297+0,8 s, p<0,001) siire gecirerck anksiyete benzeri
davranis gostermiglerdir. Bunu destekleyen baska bir bulgu ise kontrol grubuna kiyasla
(1,6+0,3 say1) FD grubu hayvanlarin test siiresince artan fekal ¢ikig sayilar1 olmustur
(5,540,6 say1, p<0,001), (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Acik alan testinde (A) i¢ kadranda gegirilen siire, (B) dis kadranda gegirilen siire ve (C) test
stiresince hayvanlarin fekal ¢ikis verileri. *p<0,05; ***p<0,001 kontrol grubuna gore farki isaret etmektedir.
Veriler ortalama+SH olarak ifade edilmis olup, istatistiksel analiz Student-t testi ile gerceklestirilmistir.
Tiim gruplarda n=10.

4.1.4. Mide Bosahm Olciimleri

FD grubundaki hayvanlarda ortaya ¢ikmasi beklenen dispeptik semptomlar kati mide
bosalimi Ol¢limii ile test edilmistir. FD modeli olusturulmus sicanlarda mide bosalim
degerleri (%39,7+5,4) kontrol grubuna gore (%62,3+3,1) anlaml1 (p<0,01) sekilde azalma
gostermistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Kontrol ve FD grubu si¢anlara ait mide bosalimi sonuglari. **p<0,01 kontrol grubuna gore farki
isaret etmektedir. Veriler ortalama+SH olarak ifade edilmis olup, istatistiksel analiz Student-t testi ile
gerceklestirilmistir. Tiim gruplarda n=10.
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4.2. Vagovagal Refleks Ol¢iimleri

4.2.1. Ozofago-gastrik Gevseme (OGG) Refleksi Olciimleri

Sekil 4.6A’da goriildiigii gibi 6zofagustaki hafif sigkinlik (yemek bolusunun 6zofagustaki
yarattig1 gerimin taklit edilmesi), fundus (%68,3+8,1) ve korpus (%67,8+4,5) tonusunda
bir azalmaya, yani midenin proksimal kismimin reseptif gevsemesine neden olmustur.
Kontrol grubu siganlarda apelin reseptor antagonisti F13A 6n uygulamasi (70 nmol-ml-
kg?, i.v) refleks cevabinda istatistiksel bir farka sebep olmamustir (fundus: %59,7+12,3;
korpus: 50,8+5,8), (Sekil 4.6B). Ote yandan, kontrol grubuna kiyasla FD modeli
olusturulmus siganlarm OGG yanitlarinmn anlamli (p<0,05) derecede bozuldugu tespit
edilmistir (fundus: %28,9+4; korpus: 35,149.,4), (Sekil 4.6C). FD modeline bagli bozulan
OGG yanuti, apelin reseptdr antagonisti F13A &n uygulamasi ile (fundus: p<0,05; korpus:
p<0,01) diizelme gostermis ve kontrol seviyesinde degerler elde edilmistir (fundus:
66,2+10,2; korpus: 83,3+11,2), (Sekil 4.6D). OGG refleksi &l¢iimlerinin istatistiksel

degerlendirilmeleri Sekil 4.6E ve F’de sunulmustur.
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Sekil 4.6. Kontrol (A ve B) ve FD (C ve D) grubu siganlarin fundus (E) ve korpus (F) bolgelerinden
kaydedilen OGG yanitlarina intravendz apelin reseptor antagonisti F13A uygulamasinin (70 nmol-ml-kg-1,
i.v) etkisi. *p<0,05 kontrol grubuna gore; #p<0,05, ##p<0,01 FD grubuna goére farki isaret etmektedir.
Veriler ortalama+SH olarak ifade edilmis olup, istatistiksel analizler i¢in tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve post hoc test olarak Tukey testi kullanilmustir. Tiim gruplarda n=10.
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4.2.2. Gastrik Akomodasyon Refleks (GAR) Olgiimleri

Sekil 4.7A’da goriildiigii gibi kontrol siganlarinda olusturulan rampa tipi gastrik
distansiyon, intragastrik basingta lineer artisa neden olmustur. Apelin reseptor antagonisti
F13A 6n uygulamas (70 nmol-ml-kg™, i.v) yapilmis kontrol siganlarinda da benzer patern
goriiliirken (Sekil 4.7B), FD modeli olusturulmus siganlarda ise intragastrik basing artigi
anlamli olarak daha fazla gorilmiistir (Sekil 4.7C). Bu durum bozulmus gastrik
akomodasyonun gostergesidir. Ote yandan, FD modeli olusturulmus sicanlarda goriilen
yiiksek intragastrik basing artislar1 apelin reseptor antagonisti F13 A 6n uygulamasiyla (70
nmol-ml-kg?, i.v) mide icinin 2, 3, 5, ve 6 ml oldugu hacimlerde anlaml olarak diisiis
gostermistir (Sekil 4.7D). Bu veriler, FD modeli olusturulmus si¢anlarda goriilen
bozulmus gastrik akomodasyonun periferal F13A 6n uygulamasiyla diizeldigini
gostermektedir. GAR olgtimlerine ait istatistiksel degerlendirilmeler Sekil 4.7E’de

sunulmustur.
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Sekil 4.7. Kontrol (A ve B) ve FD (C ve D) grubu siganlara ait intragastrik basing degisimleri ve bu
degisimlere intravenoz apelin reseptor antagonisti F13A uygulamasinin (70 nmol-ml-kg-1, i.v) etkisi.
Kontrol grubuna ait degerler %100 olarak kabul edilmistir. Diger gruplara ait veriler kontrole gore %
degisim olarak ifade edilmistir. **p<0,01, ***p<0,001 kontrol grubuna gore; #p<0,05, ##p<0,01 FD
grubuna gore farki isaret etmektedir. Veriler ortalama+SH olarak ifade edilmis olup, istatistiksel analizler

icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Tukey testi kullanilmistir. Tiim gruplarda
n=10.

4.3. Immiinohistokimyasal Analizler

4.3.1. Nodoz Gangliyon Histolojisi

Nodoz gangliyon kesitlerinde yaptigimiz immiinohistokimyasal ¢aligmalarda APJ’nin

TRPV1- ve TRPAL-pozitif hiicrelerde varligi tespit edilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Nodoz gangliyon kesitlerinde APJ/TRPV1 (A, C, E) ve APJ/TRPA1 (B, D, F) immiinoreaktif
hiicrelerin floresan yontemle gosterimi. APJ eksprese eden TRPV1 veya TRPA1 pozitif ndronlar ok baslar
ile isaretlenmistir. Skala bar: 200 um.

APJ, TRPA1 ve TRPV1 proteinlerinin, mide ve 6zofagusu innerve eden afferent vagal
hiicrelerdeki varligi, retrograd floresan tracer uygulanan hayvanlardan elde edilen nodoz
gangliyon dokularinda immiinofloresan yontemle arastirilmistir. Mide ve 6zofagusu
innerve eden vagal afferent hiicrelerdeki APJ, TRPAI ve TRPV1 ekspresyonunun gruplar
arasi degisimi Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de gdsterilmektedir.

FD modeli olusturulmus sicanlarin nodoz gangliyon hiicrelerindeki APJ (9144.5 hiicre)
ve TRPV1 (82+£5.1 hiicre) immiinoreaktivitesi gosteren hiicrelerin sayisinda kontrol
grubuna (APJ: 514+2.2; TRPVI1: 54+4.5 hiicre) gore anlamli (APJ: p<0,01; TRPVI:
p<0,05) bir artis tespit edilirken, TRPA1 immiinoreaktif hiicreler agisindan istatistiksel bir
fark tespit edilememistir. Ote yandan, retrograd ndronal tracer molekiilii FB ve CTB ile

isaretlenmis, mide ve 6zofagusu innerve eden afferent hiicrelerdeki APJ, TRPAI ve
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TRPV1 pozitif hiicre sayilar1 yiizde olarak degerlendirilmis olup, gruplar aras: istatistiksel

bir fark tespit edilememistir. Sonuglar Tablo 4.1'de 6zetlenmistir.

Kontrol FD

Sekil 4.9. Kontrol ve FD modeli uygulanmis siganlarin nodoz gangliyonlarinda mide (A, B) ve 6zofagusu
(C, D) innerve eden afferent vagal ndronlar ve APJ (E, F) immiinoreaktif hiicrelerin immiinofloresan
yontemle gosterimi. A, B: mideyi innerve eden afferent ndronlar. C, D: 6zofagusu innerve eden afferent
noronlar. APJ eksprese eden FB veya CTB ile isaretlenmis afferent noronlar ok baslari ile isaretlenmistir.
Skala bar: 200 pm.
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Kontrol FD

Sekil 4.10. Kontrol ve FD modeli uygulanmis siganlarin nodoz gangliyonlarinda mide (A, B) ve 6zofagusu
(C, D) innerve eden afferent vagal ndronlar ve TRPV1 (E, F) immiinoreaktif hiicrelerin immiinofloresan
yontemle gosterimi. A, B: mideyi innerve eden afferent noronlar. C, D: 6zofagusu innerve eden afferent
néronlar. TRPV1 eksprese eden FB veya CTB ile isaretlenmis afferent ndronlar ok baslari ile isaretlenmistir.
Skala bar: 200 pm.
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Kontrol FD

Sekil 4.11. Kontrol ve FD modeli uygulanmis si¢anlarin nodoz gangliyonlarinda mide (A, B) ve 6zofagusu
(C, D) innerve eden afferent vagal néronlar ve TRPAI (E, F) immiinoreaktif hiicrelerin immiinofloresan
yontemle gosterimi. A, B: mideyi innerve eden afferent noronlar. C, D: 6zofagusu innerve eden afferent

néronlar. TRPAL1 eksprese eden FB veya CTB ile isaretlenmis afferent néronlar ok baslari ile isaretlenmistir.
Skala bar: 200 pm.
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Tablo 4.1. Kontrol ve FD modeli uygulanmis siganlarin nodoz gangliyon hiicrelerinde gerceklestirilen
immiinohistokimyasal analizlerin sonugclari. Mideyi (FB? veya &6zofagusu (CTBY) innerve eden vagal
afferent hiicrelerdeki APJ*, TRPAL* ve TRPV1" hiicre varligi yiizde olarak ifade edilmistir. *p<0,05;
**p<0,01 kontrol grubuna gore farki isaret etmektedir. Veriler ortalama+SH olarak ifade edilmis olup,
istatistiksel analiz Mann-Whitney U testi ile gergeklestirilmistir. Tiim gruplarda n=5.

APJ* FB* /APJ* CTB* /APJ*

Kontrol 5142.2 %80+4 %74+5.5

FD 91+4 5** %84+3.3 %86+4.1
TRPA1* | FB* /TRPA1l* | CTB* /TRPAL*

Kontrol 47+6.3 2084+6.5 %79+7.4

FD 57+4.2 %79+5.4 %76+4.1
TRPV1* | FB* /TRPV1* | CTB* /TRPV1*

Kontrol 54445 %81+4.5 0085+5.2

FD 82+5.1* %086+4.8 0688+4.9

4.3.2. Enterik Doku Histolojisi

Anterograd tracer ile isaretlenmis gastrik ve Ozofagiyal myenterik noronlarda APJ
immiinoreaktivitesi degerlendirilmistir. Midenin fundus ve 6zofagus dokularindan elde
edilen LMMP whole mount preparatlarinda vagal afferent sinir sonlanmalariyla APJ
imminoreaktif hiicrelerin birlikte tretildigi tespit edilmistir (Sekil 4.12). FD modeli
olusturulmus siganlara ait gastrik myenterik noéronlardaki APJ immiinoreaktif hiicre sayis1
(38+5.2 hiicre) kontrol grubuna goére (18+2.5 hiicre) anlamli (p<0,05) derecede artis

gosterirken, 6zofagiyal preparatlarda gruplar arasi istatistiksel bir fark tespit edilememistir

(Tablo 4.2).

Kontrol FD

Sekil 4.12. Nodoz gangliyona anterograd noronal tracer BDA (fluorocein ile konjuge yiiksek molekiil
agirlikli dekstran; 10.000MW) uygulamasindan 7 giin sonra elde edilen 6zofagiyal ve gastrik LMMP whole
mount preparatlarinda BDA ve APJ immiinoreaktivitesinin immiinofloresan yontemle gosterimi. Kirmizi:
floresan BDA, Yesil: APJ. Skala bar: 50 um.
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Tablo 4.2. Kontrol ve FD modeli uygulanmis siganlarin gastrik ve 6zofagiyal LMMP whole mount
preparatlarinda bulunan APJ pozitif hiicre sayisi. *p<0,05 kontrol grubuna gore farki isaret etmektedir.
Veriler ortalama+SH olarak ifade edilmis olup, istatistiksel analiz Mann-Whitney U testi ile
gergeklestirilmistir. Tim gruplarda n=5.

Kontrol FD
Mide 18+2.5 | 38+5.2*
Ozofagus| 22+3 25£3.5

Calismamizdan elde ettigimiz yapisal ve fonksiyonel bulgular Sekil 4.13’te sematize

edilerek O6zetlenmistir.

Kontrol FD FD+F13A
Anksiyete <9 Anksiyete T

Besin Alimi < Besin Alimi l

NG

Viicut Agirhgr «=p Viicut Agirhén l

i e APJ
Vagal ® TRPV1
Afferent ® TRPA1
Sinir
OGG:| GGG] l «} )\ 666
GAR GAR ' \ GAR | **
Mide Bosalimi < Mide BO§a|lmll

Sekil 4.13. Calisma kapsaminda elde edilen bulgularin sematik gosterimi. NG: nodoz gangliyon, FD:
fonksiyonel dispepsi, OGG: 6zofago-gastrik gevseme, GAR: gastrik akomodasyon refleksi, F13A: APJ
reseptor antagonisti.
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5. TARTISMA

Calismamizda elde ettigimiz bulgular FD modeli uygulanan siganlarda gelisen afferent
vagal disfonksiyonda apelinin roliinii ortaya koymustur. Bu sonug, asagidaki bulgularla
desteklenmektedir: (1) FD’ye bagl bozulan OGG yamitmin apelin reseptdr antagonisti
FI3A 6n uygulamasi ile diizelme gostermesi; (2) FD’ye bagli bozulan GAR yanitinin
apelin reseptor antagonisti F13 A 6n uygulamasi ile toparlanma gostermesi; (3) TRPAL ve
TRPV1 iireten nodoz gangliyon hiicreleri tizerinde APJ’nin tiretilmesi; (4) 6zofagus ve
mide etiketli afferent noronlarda APJ, TRPV1 ve TRPA1 immiinoreaktivitesinin
saptanmasi; (5) FD’ye baglh afferent noronlarda APJ ve TRPVI; gastrik myenterik
noronlarda APJ iiretiminin artmasi; (6) 6zofagiyal ve gastrik myenterik noronlardaki
vagal afferent sinir sonlanmalariyla APJ immiinoreaktif hiicrelerin birlikte eksprese

olmasi.

FD hastalarinda aglik sirasinda ve yemek sonrasi donemde mide distansiyonuna asiri
duyarliligin 6nemli patofizyolojik faktorlerden biri oldugu gosterilmistir (Farre ve ark.,
2013; Duboc ve ark., 2020). Mide distansiyonunun, hastalarda kontrol bireylerine gore
daha yogun semptomlara neden oldugu ve spontan semptomlar1 yeniden iirettigi
gosterilmistir. En yliksek semptom siddeti skorlari, yemek sonrasi dolgunluk ve siskinlik
icin elde edilirken, en diisiik skor epigastrik yanma i¢in almmustir (Farre ve ark., 2013).
Ayni zamanda, Ogiinlerde bozulmus gastrik akomodasyon ile de iliskili oldugu
bilinmektedir (Farre ve ark., 2013). Di Stefano ve arkadaslar1 (Di Stefano ve ark., 2014),
saglikli kontrollerle karsilastirildiginda gastrik postprandiyal asmr1 duyarliligm ve
semptom yogunlugunun EPS hastalarinda degil, sadece PDS hastalarinda anlamli
oldugunu gostermislerdir. Beslenme, dispeptik semptomlarin ortaya ¢ikmasinda 6nemli
bir faktdr oldugundan, hastalar siklikla bu semptomlar1 hafifletebilecek diyet Onerileri
talep ederler. FD hastalarinda kilo kaybi (Tack ve ark., 2010; Jiang ve ark., 2016),
tamamlayict muayenelere yol agan bir alarm isareti olarak kabul edilmektedir
(Stanghellini ve ark., 2016). Bununla birlikte kilo kayb1 dispeptik hastalarin >%5’inde,
EPS ve PDS hastalarinin ise yaklasik %40'inda goriilmektedir (Karamanolis ve ark.,

2006). Kilo kaybinin, hastalarn bilingli veya bilingsiz olarak semptom yogunlugunu
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azaltmak igin besin alimlarini sinirlamalari nedeniyle meydana geldigi muhtemel
goziikmektedir. FD hastalarmin klinik takibinde, kilo kaybi ile birlikte bu kisilerde
anoreksi gelisebilmekte ve siklikla bu kisilere yeme bozuklugu teshisi konabilmektedir
(Akamizu ve ark., 2008; Page ve Li, 2018). Bunun yani sira, literatiirde yapilan deneysel
kemirgen FD modellerinde de kilo kayb:r (Liu ve ark., 2008; Ji ve ark., 2019) ve yem
tiketiminde (Liu ve ark., 2008; Liang ve ark., 2018) azalma rapor edilmistir. Literatiirle
uyumlu olarak, ¢alismamizda olusturdugumuz FD hayvanlarinin kilo kayb1 anlamli olarak

daha yiiksek bulunurken, besin tiiketimlerinin ise daha diisiik oldugu goriilmistiir.

FD hastalar1 arasinda en yaygin semptomlardan biri olan anksiyete, klinikte yiliksek
(>%30) bir insidansa sahiptir (Jing ve Zhang, 2014). Semptomlarin algilanmasini
artirabileceginden dolay1 bu tiir rahatsizliklar1 tespit ve tedavi etmek onemlidir. Cesitli
calismalar, anksiyetenin HPA ekseni, otonom sinir sistemi ve endojen agrinin
modiilasyonu araciligiyla mide duyarliligi, gastrointestinal motilite, mide bosalimi ve
GIS’in néroendokrin yanitin1 etkileyebilecegini dne siirmektedir (Mayer, 2000; Jing ve
ark., 2017). Ne yazik ki, anksiyete FD'yi tetikleyen veya siddetlendiren 6nemli bir faktor
olarak tanimlanmis olsa da, FD'nin etyopatogenezindeki rolii bilinmemektedir. Deneysel
kemirgen FD modeli hayvanlarda da goriilen anksiyete durumu (Jing ve ark., 2017;
Cordner ve ark., 2021), calismamizda literatiirde siklikla kullanilan EPM ve agik alan
testleri ile degerlendirilmistir (Carola ve ark., 2002; Otsuka ve ark., 2015). EPM testinde,
FD modeli uygulanmis hayvanlarm acik kola giris sayilar1 ve burada gecirdikleri siireler
kontrol grubuna gore az bulunmustur. Buna paralel olarak, FD modeli uygulanmis
hayvanlar kapali kolda daha fazla siire gecirirken, muhtemelen kontrol hayvanlarinin
kesfetme iggiidiileri sebebiyle kapali kola giris sayilari a¢isindan gruplar arasi bir fark
tespit edilememistir. A¢ik alan testinde, FD grubu hayvanlar test alaninin i¢ kadraninda
daha az, dis kadraninda daha gok siire gegirmislerdir. Ayrica, test siiresince FD grubuna
ait hayvanlarmn fekal ¢ikiglari kontrol grubuna gore daha fazla olmustur. Tiim bu sonuglar,
calismamizda olusturdugumuz FD modeli hayvanlarinin literatiire paralel olarak

anksiyete benzeri davranislar sergiledigini gostermektedir.

FD’de en sik goriilen motor bozukluk mide bosaliminin yavaslamasi olarak karsimiza

cikmaktadir. Kemirgenlerde yaygm olarak uygulanan akut HKS, mide bosalimmni
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yavaglatirken, soz konusu mekanizmadan santral CRF2 reseptorleri ve sempatik sinir
sistemi rol aldig1 bilinmektedir (Lenz ve ark., 1988; Monnikes ve ark., 1992; Babygirija
ve ark., 2010). Ayrica calismamizda uyguladigimiz erken donem neonatal MS, FD ve IBS
gibi FGID’lar i¢in bir risk faktorii oldugu bilinmekte olup, santral sinir sistemi ve beyin-
bagirsak ekseni norobiyolojisinde kalic1 degisikliklere neden olarak visseral duyarlilik
artig1 ve gastrointestinal motor disfonksiyon olusumunu kolaylastirmaktadir (Gareau ve
ark., 2006; O'Malley ve ark., 2010). Yapilan ¢caligmalarda, FD hastalarmin yaklagik %20-
50'sinde mide bosalim bozuklugu tanimlanmistir (Sarnelli ve ark., 2003; Kindt ve Tack,
2006). Yavaslayan mide bosalimmdan antral hipomotilite sorumlu tutulmakla birlikte
bozulmus GAR, distansiyona karsi gastrik hipersensitivite ve H.pylori enfeksiyonu
gecikmeden sorumlu diger potansiyel FD anormallikleridir (Talley ve ark., 2006).
Calismamizda, FD grubundaki hayvanlarda ortaya c¢ikmasi beklenen dispeptik
semptomlar kati mide bosalimi 6l¢iimii ile degerlendirilmistir. Kemirgenlerde kati mide
bosalimi dahil olmak iizere ¢esitli dl¢iimlerde deneysel FD’ye bagli mide bosaliminin
yavasladigi tespit edilmistir (Jing ve ark., 2017; Ji ve ark., 2019; Tang ve ark., 2020).
Literatiirle uyumlu olarak, olusturdugumuz FD modeli hayvanlarin mide bosalim

degerleri kontrole kiyasla diisiik bulunmustur.

Yavaslayan mide bosaliminin yani sira, FD’de goriilen 6nemli iist gastrointestinal motor
semptomlar arasinda bozulan reseptif/adaptif gevseme yanitlar1 yer almaktadir. Yapilan
calismalarda, FD hastalarinin yaklasik %40'inda bir adaptif gevseme bozuklugu
tamimlanmustr (Sarnelli ve ark., 2003; Kindt ve Tack, 2006). Klinik bulgulara paralel
olarak deneysel kemirgen FD modeli hayvanlarda da gastrik distansiyona yanit olarak
adaptif gevseme yanitlarinin bozuldugu bildirilmistir (Liu ve ark., 2008; Asano ve ark.,
2016; Zou ve ark., 2020). Ote yandan, literatiirde FD hayvan modellerinde reseptif
gevseme yanitlarini irdeleyen calisma bulunmamaktadir. Ik kez, bu ¢alismamiz FD’ye
bagli bozulan reseptif gevseme yanitlarini ortaya koymustur. Reseptif gevseme veya OGG
yaniti, besin yutulduktan sonra 6zofagusun gerilmesiyle gastrik tonusun hizli bir sekilde
diismesine yol agan vagovagal reflekstir. Mide rezervuar fonksiyonunu kontrol eden diger
bir vagovagal refleks olan GAR, besin maddelerinin mide ve duodenuma gelmesiyle
baslayan, midenin proksimal kisminin gevsemesine (gastrik tonusun azalmasina) neden

olan ve basing artig1 olmadan besin i¢in depolama kapasitesi saglayan bir reflekstir (Tack,
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2006). OGG’nin amac1 mideyi besin almaya hazirlamak iken, GAR 1 amaci ise mide ici
basingta ihmal edilebilir artiglarla midenin biiylik miktarlarda besin kabul etmesini
saglamaktir (Desai ve ark., 1991). Calismamizda mide rezervuar fonksiyonunu kontrol
eden vagovagal refleks yanitlarini degerlendirmek amaciyla 6zofagiyal ve gastrik
distansiyon olusturulmus olup, distansiyona bagl gelisen gastrik tonus disisleri
degerlendirilmistir. FD grubu hayvanlarda refleks yanitlarinin bozuldugu tespit edilirken,
intravendz apelin reseptor antagonisti F13A uygulamasi, FD’ye bagli bozulan refleks
yanitlarim1 6nemli dl¢lide iyilestirmistir. Bu sonuglar, apelinin FD patogenezine katkida
bulunabilecegine isaret etmektedir. Apelinin vagovagal refleks yanitindaki fizyolojik
roliiniin daha net olarak ortaya konabilmesi i¢in (I) periferik dokulardaki apelin kaynagi
ve FD’ye baglh degisimi (II) apelin antagonistine yanit olarak aktive/inhibe olan vagal

postgangliyonik yolaklarin aydinlatilmasi gerekmektedir.

2014 yilinda yapilan bir ¢alismada apelin konsantrasyonunun gastrodzofageal kanserli
hastalarda saglikli kontrollere gére 6nemli 6l¢lide daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
(Diakowska ve ark., 2014). Ayrica, kolon tiimorii olan bir hastada apelin ekspresyonu,
timore komsu dokudaki miktarina kiyasla 6nemli 6lgiide yiiksek bulunmustur (Liu ve
ark., 2015). Bu sonuglar, apelinin gastrointestinal hastaliklarin patogenezisine katkida
bulunabilecegini destekleyen diger bulgulardir. Ote yandan, literatiirde FD hastalarinda
veya FD hayvan modellerinde apelinin afferent vagal sinyalizasyon ile iliskisini irdeleyen
calisma bulunmamaktadir. Ilk kez, bu ¢ahismamiz FD’ye bagl gelisen afferent vagal

disfonksiyonda apelinin roliinii ortaya koymustur.

Strese maruz kalinmasinin FD’nin klinik bulgularinin olusumunu hizlandirdig1 ve mevcut
bulgularmn alevlenmesine neden oldugu bilinmektedir. Yapilan Western Blot, Real-time
PCR ve immiinohistokimyasal ¢aligmalarda stres ile birlikte apelin {iretiminin mide ve
duodenum dokularinda arttigi tespit edilmistir (Izgut-Uysal ve ark., 2014; Bulbul ve ark.,
2019). Ekzojen apelinin gastroinhibitor etkileri, stres kosullarinda artan apelin iiretiminin
onlenmesinin streste ortaya g¢ikan gastrointestinal motor bozukluklarin diizeltilmesine
katki saglayacagini diisiindiirmiistiir. Yakin zamanda yapilan bir ¢aliymada, HKS ye baglh
yavaglayan mide bosalimi ve intestinal transitin, apelin reseptor antagonisti F13A (100

ug, ip) on uygulamasi ile kismi olarak ortadan kalktig1 goriilmiistiir (Bulbul ve ark., 2019).
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Bu sonuglar, stres aracili gelisen gastrointestinal motor bozukluklara apelinin periferal
mekanizmalar ile kismi katkida bulunduguna isaret etmektedir. FD’ye bagli bozulan
vagovagal refleks yanitlarinin APJ antagonisti F13A ile diizelme gostermesi, literatiirde
periferal apelinin gastrointestinal motor fonksiyonlar iizerine tespit edilmis olan inhibit6r
etkisi ile uyumlu géziikmektedir (Bulbul ve ark., 2017; Bulbul ve ark., 2019).

Gastrointestinal vagal afferentler, besin alimmin ve gastrointestinal fonksiyonlarin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar (Laskiewicz ve ark., 2003). Hiicre govdeleri nodoz
gangliyonda bulunan bu duysal sinirler, GiS’teki cesitli uyarilar1 algilayarak beslenme
davranisini ve gastrointestinal fonksiyonlar1 diizenlemek i¢cin MSS’ye sinyaller gonderir.
Ust gastrointestinal sistemi innerve eden vagal yol, mukozal darbeye cevap veren mukozal
reseptorler ve distansiyona cevap veren gerim reseptorleri olarak adlandirilan iki farkl tiir
mekanoreseptif sona sahiptir (de Graaf ve ark., 2004; Travagli ve ark., 2006). Mukozal
tabaka i¢inde bulunan mukozal reseptorler, besin pargaciklarinin mekanik temasi ile
aktive olmaktadir. Alic1 alandan gegen besinlerin hafif vuruslarini algiladiklarindan,
mekanosensitif mukozal reseptorlerin gastrik visseral hipersensitivite mekanizmalarmin
bir pargast olduklar1 diistiniilmektedir. Mekanosensitif mukozal reseptorlerin rolleri net
olmamakla birlikte, bu reseptorlerin mide i¢indeki besinlerin partikiil biytkligiini
tantyabilecekleri ve besinlerin yeterince calkalandigindan emin olmak icin mide
bosalmasmi onledikleri One siiriilmektedir. Gerim duyarh reseptorler ise mide kas
katmanlari iginde yer alirken, tist gastrointestinal duvarin gerginligini algilarlar ve tokluk
ve/veya mide fonksiyonunun kontroliindeki refleksleri tetiklemek icin MSS'ye sinyaller
gonderirler (de Graaf ve ark., 2004; Travagli ve ark., 2006). Son yillarda TRPV1 ve
TRPA1 ile ilgili yapilan c¢alismalar bu kanallarin gastrointestinal sistemin
mekanosensasyonuna katkida bulunan en 6nemli kanallar olduguna dikkat ¢ekmektedir
(Brierley, 2010). TRPAL mukozal reseptor fonksiyonuna katkida bulunurken (Brierley ve
ark., 2009), TRPV1, 6zofagus ve mideyi innerve eden gerime duyarli mekanoreseptorlerin

mekanosensor islevine katkida bulunmaktadir (Bielefeldt ve Davis, 2008).

Literatiirde apelinin vagal afferent sinyalizasyonun modiilasyonu hakkinda bilinenler
kisithdir. 2018 yilinda yapilan bir galigmada APJ reseptor mRNA's1 mide mukozasinda ve

nodoz gangliyonda tespit edilmis ve apelin-13’iin farelerde gerime bagli vagal afferent
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duyarliligi inhibe ettigi gosterilmistir (Li ve ark., 2018). Calismamizda FD’ye baglh
bozulan vagovagal refleks yanitlarinin apelin reseptoér antagonisti F13A ile diizelme
gostermesi, apelinin vagal afferent sinyalizasyon iizerine olan inhibitor etkileri ile uyumlu
goziikkmektedir. Ote yandan, literatiirde nodoz gangliyon hiicrelerinde APJ’nin varlig1
gosterilmis (Li ve ark., 2018) olmasina karsin buradaki TRPA1 ve TRPVI iireten
hiicrelerde bu reseptoriin eksprese olup olmadigr bilinmemektedir. Bu konuyu
aydinlatmak tizere yaptigimiz histolojik ¢calismada nodoz gangliyonda TRPA1 ve TRPV1
ireten noronlar TUzerinde APJ’nin {retildigine dair kanitlar1 c¢ift etiketleme
immiinofloresan yontemi ile elde ettik. Bunun yani sira APJ’nin, gastrik ve 6zofagiyal
myenterik noronlarda vagal afferent sinir sonlanmalarinda birlikte eksprese oldugu ve
FD’ye baglh gastrik APJ iretiminin arttig1 tespit edilmistir. APJ’nin, (I) vagal afferent sinir
sonlanmalarinda ko-eksprese olmasi, (Il) gastrik myenterik noronlarda ve nodoz
gangliyon hiicrelerinde FD’ye bagl artis1 ve son olarak, (I11) gastrointestinal sistemin
mekanosensasyonunda rolleri bilinen TRPV1 ve TRPAL ile birlikte iiretilmesi apelinin bu
kanallar araciligiyla afferent vagal sinyalizasyona etki edebilecegini diisiindiirmiistiir.
Apelinin vagal sinyalizasyondaki fizyolojik roliiniin daha net olarak ortaya konabilmesi
icin kalsiyum goriintiileme teknigi kullanilarak floresan 1s1ma veren 6zofagus ve mide
etiketli nodoz gangliyon hiicrelerinde, APJ, TRPV1 ve TRPA1 antagonistlerine cevaben

degisen hiicre i¢i serbest kalsiyum diizeylerinin saptanmasi gerekmektedir.

Bagirsak duvarindaki vagal ve spinal duyu sinir terminallerinde eksprese oldugu bilinen
TRPV1,; disiik pH, yiiksek sicaklik ve agrili uyaranlarla aktive edilir (Samanta ve ark.,
2018). Yapilan bir ¢caligmada, TRPV1'in gastrik vagal afferent sinyalizasyon {izerine
fonksiyonel roliinii gosterilmis, arastirmacilar TRPV1 yoksun farelerin yabanil tip farelere
kiyasla daha fazla besin tiikettigini, besin tiiketimindeki bu artigin gastrik vagal gerim
reseptorlerinin etkinligini yitirmesiyle iligkili oldugunu tespit etmislerdir (Kentish ve ark.,
2015). Yiiksek yagl diyet, yabanil tipte gerim reseptorlerinin tepkisini zayiflatirken,
TRPV1 yoksun farelerde bu sonuglar gériilmemistir. Bu veriler, TRPV1'in gastrik vagal
mekanosensitiviteye aracilik etmede ve yliksek yagl diyetle indiiklenen obeziteye katkida
bulunmada potansiyel bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir (Kentish ve ark., 2015).
Literatiirdeki bulgular, TRPV1'in FGID gelisimine katkida bulunabilecegine isaret
etmektedir. Akbar ve arkadaslarinin (Akbar ve ark., 2008) yaptiklar1 ¢alismada, IBS’li
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hastalarmn rektosigmoid kolonunda TRPV1 ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir. FD
hastalari, bir TRPV1 agonisti olan kapsaisine kars1 daha yiiksek bir duyarliliga sahiptir
(Hammer ve ark., 2008). Ote yandan 2016 yilinda yapilan bir ¢ahsmada FD hastalarinmn
duodenal biyopsi 6rneklerinde, TRPV1'i kodlayan nosiseptorle iliskili genlerin asir1 artisi
saptanmustir (Choi ve ark., 2016). Ek olarak, 6zofagusta TRPV1 eksprese eden vagal
afferentlerin, gastro6zofageal reflii ile uyarilan 6ksiiriikk olusumuna katkida bulunabilecegi
goriilmektedir (Kollarik ve Brozmanova, 2009). Bu bozukluklarmn yani sira erozif
olmayan reflii hastalig1 (Bhat ve Bielefeldt, 2006), idiyopatik rektal hipersensitivite ve
fekal inkontinans (Chan ve ark., 2003) durumlarinda da TRPVI’nin ekspresyonu
artmaktadir. FD hayvanlarinin nodoz gangliyonundan elde ettigimiz TRPV 1-pozitif hiicre
sayisindaki artig, FD grubundaki distansiyon ile indiiklenen refleks yanitindaki azalma ile

uyumlu géziikmektedir.

TRPAL ekspresyonu, mide ve 6zofagus etiketli DRG ve nodoz noronlarda ve mide
duvarindaki afferent sinir terminallerinde RT-PCR ve immiinohistokimyasal yontemlerle
gosterilmistir (Kondo ve ark., 2009; Zhao ve ark., 2010; Brozmanova ve ark., 2011).
TRPAL anti-sens oligodeoksiniikleotidi ve TRPA1 inhibitérii HC030031'in intratekal
enjeksiyonlar, DRG noronlarinda gastrik  distansiyonla indiiklenen ERK1/2
ekspresyonunu inhibe ederken, visseral motor yanitlari da zayiflatmustir (Kondo ve ark.,
2009; Zhao ve ark., 2010). Bu sonuglar, TRPA1'in gastrik duysal transdiiksiyona
katildigini, ancak FD gibi motor bozukluklardaki roliinlin daha fazla agikliga
kavusturulmasi gerektigini gostermektedir. Calismamizda FD’ye bagli nodoz gangliyon
hiicrelerinde goriilen TRPV1 pozitif hiicre artisimin aksine, TRPA1 pozitif hiicre sayisi
acisindan  bir farklilk tespit edilememistir. Ust gastrointestinal fonksiyonlarm
kontroliindeki reflekslerin aktivasyonu daha ¢ok gerime duyarli reseptorler araciligiyla
olmaktadir (de Graaf ve ark., 2004; Travagli ve ark., 2006). TRPA1’in mukozal reseptor
fonksiyonuna; (Brierley ve ark., 2009), TRPV1’in ise gerime duyarli mekanoreseptorlerin
islevine katkida bulundugu (Bielefeldt ve Davis, 2008) g6z oniine alindiginda farkliligin

bu durumdan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Tek hiicreli RT-PCR sonuglarina gore, 6zofagus etiketli DRG ndronlarinimn yaklasik %70-
95'inin TRPV1 pozitif oldugu (Surdenikova ve ark., 2012), mide etiketli noronlarda
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yapilan bir baska calismada ise, yaklasik %80 nodoz ve %71 DRG néronlarinin TRPV1'e
kars1 immiinoreaktif oldugu gosterilmistir (Horie ve ark., 2005). Literatiirle uyumlu
olarak, calismamizda sirasiyla 6zofagus ve mideyi innerve eden nodoz gangliyon
hiicrelerinde %81 ve %85 oraninda TRPV1 pozitif hiicre sayisi tespit edilmis olup, FD’ye
bagli anlamli bir degisim saptanamamuistir. Giincel literatiirde 6zofagus ve mide etiketli
nodoz gangliyon hiicrelerindeki TRPA1 pozitif hiicre yilizdesi yaklasik %95 ve %82
oranlarindadir (Zhao ve ark., 2010; Brozmanova ve ark., 2011). Calismamizda elde
ettigimiz 6zofagus ve mide etiketli TRPA1 pozitif hiicre yiizdesi ise sirasiyla %84 ve %79

olmustur.

FD, baslica yemek sonrasi siskinlik, erken doyma, epigastrik agri1 ve yanma ile kendini
gosteren yaygin bir FGID’dwr. FD, mortalitenin neredeyse olmamasina ragmen, hastalarin
yagsam kalitesi ve sagligi lizerine olumsuz etkiye sahiptir (El-Serag ve Talley, 2003).
FD'min patojenik mekanizmalari, yavaslayan mide bosalmasi, bozulmus gastrik
akomodasyon, visseral hipersensitivite, duodenal inflamasyon ve psikososyal faktorleri
icermektedir (Tack ve Lee, 2005). Stres, FD hastalarmin biiyiik boliimiinde semptomlarin
baslamasma ve siddetlenmesine katkida bulunmaktadir (Deding ve ark., 2017; Nam ve
ark., 2018). FD hastalarinda MSS ve bagirsagin iki yonlii etkilesime girdigini gosteren
kanitlar (Koloski ve ark., 2012; De Palma ve ark., 2014), klinik FD tedavisinde yeni
stratejilerin  gelistirebilmesi  igin  beyin-bagiwrsak  eksenindeki  patofizyolojik
mekanizmalarin aydinlatilmasi biiyilk 6nem tasimaktadir. Calismamizdan elde edilen
verilere dayanilarak apelin/APJ sisteminin FD patogenezindeki rolii ve etki

mekanizmalar1 Sekil 5.1°de hipotetik olarak ¢izilmistir.
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Sekil 5.1. Fonksiyonel dispepsi patogenezinde apelin/APJ sisteminin rolii. OGG: 6zofago-gastrik gevseme,
GAR: gastrik akomodasyon, DMV: N.vagus’un dorsal motor ¢ekirdegi, NTS: soliter trakt ¢ekirdegi, CC:
kanalis sentralis, AP: area postrema, TS: traktus solitaryus, Glu: glutamat, NG: nodoz ganglion, ACh:
asetilkolin, NO: nitrik oksit, VIP: vazoaktif intestinal peptit, LHA: lateral hipotalamik alan, PVN:
paraventrikiiler niikleus, 3V: iigiincii ventrikiil, CRF: kortikotropin salgilatict faktor, CeA: santral amigdala.

Apelinin santral etkilerinin biiyiik bir boliimii, yogun olarak tiretildigi hipotalamik
PVN tarafindan diizenlenen homeostatik endokrin ve otonom yanitlar tizerinedir. Apelin
ve APJ reseptdriiniin hipotalamik PVN’de eksprese olmasi, akut ve kronik streste APJ
mRNA ekspresyonunun artis1, apelinin stres yanitinda diizenleyici roliinii akla
getirmektedir (Reaux ve ark., 2002; Reaux-Le Goazigo ve ark., 2007). Buna ilaveten,
2015 yilinda sicanlarda gercgeklestirilen bir c¢alismada PVN’den toplanan
mikrodiyalizatlarda HKS’ye bagli kortikotropin salgilatict faktér (CRF) salinimindaki
artiglara apelin seviyesindeki artislarin eslik ettigi gosterilmistir (Bulbul ve ark., 2015).
Beyinde CRF’nin etki bolgeleri CRF2 reseptorii eksprese eden ndronlar barindiran
hipotalamik PVN ve DMV dir (Bittencourt ve Sawchenko, 2000; Reaux ve ark., 2002;
Reaux-Le Goazigo ve ark., 2007). Bu bolgeler ile mide motilitesinin diizenlendigi

otonomik sinir cevabi regiile edilir. Ote yandan, CRF amigdalada yer alan ikinci tip
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reseptorleri araciligiyla da anksiyete olusumuna; lateral hipotalamik alanda yer alan her
iki reseptorii araciligiyla da besin aliminin regiilasyonuna katki saglamaktadir (Lv ve ark.,
2012; Pomrenze ve ark., 2019). Lv ve arkadaslar1 (Lv ve ark., 2012) santral apelin-13
enjeksiyonununun besin alimmi CRF aracili bir mekanizma ile inhibe ettigini
gostermislerdir. FD grubu hayvanlarda goriilen yem tiikketimindeki azalmaya apelin, CRF

aracili bir mekanizma ile katkida bulunabilir.

APJ’nin DMV’deki kolinerjik ve mideyi innerve eden vagal efferent hiicrelerdeki varligi
(Bulbul ve ark., 2018) apelin néropeptidinin mide motor fonksiyonlar iizerine diizenleyici
rolii olabilecegini diisiindlirmiistiir. Elde edilen histolojik veriler dogrultusunda yapilan
calismada, DMV’ye apelin-13 mikroenjeksiyonu doza bagh sekilde gastroinhibitor etki
gostermistir. Santral apelinin gastroinhibitor etkisinin mide motor fonksiyonlarii kontrol
eden vagal noral devredeki tonik olarak aktif olan kolinerjik yolun etkinligini yitirmesiyle
ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir (Bulbul ve ark., 2018). Calismamizda uyguladigimiz FD
modelinde hipotalamik apelin ve CRF seviyeleri artis gosterek gastroinhibitor etkilere

aracilik edebilirler.

Ekibimiz tarafindan yapilan ¢alismada, dolasimdaki apelinin, sirkiimventrikiiler organlar
araciligiyla gastrointestinal motor fonksiyonlar1 diizenleyebilecegi gosterilmistir (Sinen
ve Bulbul, 2021). Periferal apelin uygulamasina bagli beyin-omurilik sivis1 ve plazma
apelin konsantrasyonunun artis1 ve sirkiimventrikiiler organlarda c-Fos pozitif hiicrelerin
aktivasyonu, apelinin kan-beyin bariyerini gegerek sirkumventrikiiler yapilarmn
aktivasyonunu sagladigin1 gostermektedir. Ayrica periferal apelin uygulamasma bagl
yavaslayan kat1 mide bosalimi1 sempatektomi veya parasempatektomi ile kismi zayiflama
gosterirken, en dramatik restoratif etki her iki yaklagimin kombinasyonu ile gézlenmistir
(Sinen ve Bulbul, 2021). Bu veriler, dolagimdaki apelinin, ventrikiiler ndrotransmisyon
araciligiyla gastrointestinal sistemin otonomik kontroliinii modiile edebilecegini

gostermektedir.

Bazal kosullar altinda NTS nodronlar1 DMV’de mideyi innerve eden preotonomik
kolinerjik ndronal hiicreler izerinde GABA-aracili tonik inhibitdr innervasyona sahiptir.
Buna karsin, glutamat aracili fazik sinyaller ise beslenme sirasinda ve post-prandiyal fazda

mide motor fonksiyonlarinmn diizenlenmesinde rol alir. Ayrica, sindirim sisteminden
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koken alan duysal girdileri ileten nodoz ganglion hiicreleri de NTS’yi glutamat araciligi
ile uyarr (Browning ve ark., 2006; Travagli ve ark., 2006; Browning ve Travagli, 2014,
Travagli ve Anselmi, 2016). Kemirgenlerde yapilan g¢alismalarda santral apelinin
beyindeki glutamat sinyalizasyonunu zayiflattigima dair bulgular elde edilmistir
(O'Donnell ve ark., 2007; Cook ve ark., 2011). APJ ile birlikte hipokampal néronlarda
eksprese olan endojen apelin peptidinin bu hiicreler tizerinde NMDA reseptorii-aracilt
sinyalizasyonu zayiflatarak noro-protektif etki gosterdigi saptanmistir (O'Donnell ve ark.,
2007). Ote yandan, NMDA reseptorii-aracili glutamat sinyalizasyonunu NMDA
reseptoriiniin aktivitesini bu reseptoriin NR2B alt iinitesinde bulunan serine-1480’nin
fosforilasyonu sonucu baskiladigi gosterilmistir (Cook ve ark., 2011). Benzer sekilde,
farelerde glutamatin NMDA-reseptorii aracili retinal gangliyon hiicreleri iizerindeki
eksitotoksisitesinin ekzojen ve endojen apelin ile APJ araciigiyla baskilandigi
gosterilmistir (Ishimaru ve ark., 2017). Sonug olarak, FD’de artan endojen apelinin, APJ
araciligiyla NTS’deki ekstra-sinaptik ve DVC devresindeki glutamat salinimini azaltarak

post-prandiyal vagal afferent sinyalizasyonu bozmas1 muhtemel géziikmektedir.

Sonug olarak, ¢alismamizdan elde ettigimiz veriler periferal endojen apelinin FD aracili
gelisen afferent vagal disfonksiyonda rolii olabilecegini gostermektedir. Projemizden elde
edilen veriler 1s51¢1nda, FD tedavisinde endojen apelin antagonizmasmin yeni bir tedavi
hedefi olabilecegi goriilmektedir. Ayrica, apelin ile ilgili nérofarmakolojik ve molekiiler
tekniklerin kullanildig1 daha ayrintili calismalar, FD’ye bagl gelisen beyin-bagirsak
ekseni bozukluklar1 ve bunlara aracilik eden yollarin tam olarak aydinlatilabilmesine

olanak saglayacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda kullanilan deneysel FD modeli; hayvanlarda goriilen kilo kaybi, besin
aliminda azalma, mide bosalimlarinda gecikme ve anksiyete benzeri davraniglarla

dogrulanmustir.

. Midenin rezervuar fonksiyonlarmni kontrol eden vagovagal reflekslerin yanit1 FD
grubu hayvanlarda bozulma gostermis, periferal apelin reseptor antagonisti F13A 6n

uygulamasi yanitin bozulmasini engellemistir.

Nodoz gangliyon hiicrelerinde apelin reseptorii APJ’nin TRPV1 ve TRPA1l

kanallariyla birlikte tiretildigi immiinohistokimyasal yontem ile tespit edilmistir.

. FD’ye bagl hem mide ve 6zofagus etiketli nodoz gangliyon hiicrelerinde hem de

mideyi innerve eden vagal afferent sinir sonlanmalarinda APJ ekspresyonu artmuistir.

. FD’ye bagl mide ve 6zofagus etiketli nodoz gangliyon hiicrelerinde TRPV1 iiretimi
artarken, TRPAL ekspresyonu agisindan bir farklilik tespit edilememistir.

. Bu ¢alisma, FD'de bozulmus vagovagal refleks yanitinin patogenezi ve terapdtik

hedefi i¢in yeni ipuclar1 saglamaktadir.
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