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TURKCE OZET

Uridin, kan dolasiminda, dokularda ve anne siitinde bulunan &nemli bir
pirimidin niikleozitidir. Viicutta serbest formda bulunabilen {iridin; mono-, di- ve tri-
fosfatli niikleotidlerin, niikleotid sekerlerin (6rnegin UDP-glukoz, UDP-galaktoz) ve
niikleik asitlerin (RNA ve DNA) yapisina katilarak, glikojen sentezi ile protein ve
lipidlerin glikozilasyonunda rol oynar.

Bu ¢aligmanin amaci, liridin ve tiirevlerinin MSS iizerinden periferik metabolik
ve noroendokrin sistemler iizerindeki etkilerini incelemek ve bu etkilerde P2Y
reseptorlerinin muhtemel roliinii arastirmaktir. Ayrica hipotalamik cekirdeklerin bu
stirecteki rolii de degerlendirildi.

Calismada, 4-6 aylik Sprague Dawley tiirii erkek sicanlar kullanildi. Deney
gruplarina SF, iiridin, UMP, UDP ve UTP intraserebroventrikiiler yolla uygulandi.
P2Y reseptorlerinin roliinii anlamak i¢in antagonist gruplarmma P2Y: reseptor
antagonisti ARC-118925XX, P2Y¢ reseptor antagonisti MRS2578 ve P2Y 14 reseptor
antagonisti PPTN hidrokloriir verildi. Enjeksiyonlardan sonra belirli araliklarda kan
ornekleri alinarak kan sekeri ol¢limleri yapildi. Uygulamalardan 90 dakika sonra
hayvanlar perfiize edildi ve beyin kesitlerinde P2Y? i¢eren néronlarda c-Fos aktivitesi
ikili indirekt immiinoperoksidaz yontemi ile incelendi.

Sonuglara gore; tiridin ve UMP, aclik kan sekeri ile leptin, ghrelin, insiilin ve
glukagon seviyelerinde anlamli bir degisiklik olusturmadi. Ancak UDP, aclik kan
sekerini ve glukagon diizeylerini yiikseltirken, leptin ve insiilin seviyelerini diisiirdii.
PPTN hidrokloriir ve MRS2578 uygulamalari, aglik kan sekeri, leptin, insiilin ve
glukagon seviyelerini artirirken, ghrelin diizeylerini disirdigii bulundu. UTP
uygulamasi ise benzer sekilde aclik kan sekeri, leptin, insiilin ve glukagon seviyelerini
artirirken, ghrelin seviyelerini azaltti. ARC-118925XX, UTP'nin bu etkilerini kismen
baskiladi.

Bu bulgular, diyabet ve obezite gibi yaygin metabolik hastaliklarin
mekanizmalarini daha iyi anlamamiza yardimei olabilir ve pirimidin bilesiklerinin bu
hastaliklarin tedavisinde potansiyel kullanimina yonelik yeni yaklasimlara katki
saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: uridin, UDP, UTP, metabolizma, obezite
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INGILIZCE OZET

INVESTIGATION OF NEUROENDOCRINE AND METABOLIC EFFECTS
OF CENTRALLY ADMINISTERED URIDINE AND URIDINE
NUCLEOTIDES

Uridine is a major pyrimidine nucleoside found in human blood circulation,
tissues, and breast milk. Uridine can exist in free form within the body and plays roles
in physiological functions such as glycogen biosynthesis and protein and lipid
glycosylation by incorporating into nucleotides (mono-, di-, and tri-phosphorylated
forms), nucleotide sugars (UDP-glucose and UDP-galactose), and nucleic acids (RNA
and DNA).

The aim of this study was to investigate the potential metabolic and
neuroendocrine effects of uridine and its nucleotides in the periphery via the central
nervous system, the possible mechanisms involving P2Y receptor signaling in these
effects, and the role of hypothalamic nuclei.

For this purpose, 4-6-month-old male Sprague Dawley rats were used in the
study. Saline, uridine, UMP, UDP, and UTP were administered
intracerebroventricularly to the experimental animals. In the antagonist groups, P2Y>
receptor antagonist ARC-118925XX, P2Y receptor antagonist MRS2578, and P2Y 14
receptor antagonist PPTN hydrochloride were applied. Blood samples were collected
at specific time intervals after the injections, and blood glucose levels were measured.
Ninety minutes after the injections, the animals were perfused, and brain sections were
analyzed for c-Fos labeling in P2Y»-containing neurons using a double indirect
immunoperoxidase method.

As a result, uridine and UMP did not show any significant effect on fasting
blood glucose and levels of leptin, ghrelin, insulin, or glucagon. However, UDP
increased fasting blood glucose and glucagon levels while reducing leptin and insulin
levels, with no significant effect observed on glucagon. PPTN hydrochloride and
MRS2578 increased fasting blood glucose, leptin, insulin, and glucagon levels, while
reducing ghrelin levels. Similarly, UTP increased fasting blood glucose, leptin, insulin,
and glucagon levels but decreased ghrelin levels. ARC-118925XX partially inhibited
these effects of UTP.

These findings may contribute to understanding the pathophysiology of
common metabolic disorders such as diabetes and obesity and support the potential
use of pyrimidine compounds for the treatment of these diseases.

Keywords: uridine, UDP, UTP, metabolism, obesity
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Doktora tezi olarak sundugum “Merkezi Yolla Uygulanan Uridin ve Uridin
Niikleotidlerinin Noéroendokrin ve Metabolik Etkilerinin Arastirilmasi” baslikli tez 3.
Kiiresel Siirdiiriilebilir Kalkinma Hedefleri ile iligkilidir.




1. GIRIS

Uridin bir pirimidin niikleozitidir. Yapismna fosfat gruplarmin eklenmesiyle
iiridin monofosfat (UMP), iiridin difosfat (UDP), iiridin trifosfat (UTP) gibi niikleotid
formlarina dontisiir. Nikleotidler, metabolik diizenlemeyi igeren ¢esitli hiicresel
siireglerde merkezi bir rol oynamaktadirlar (Zhang, Guo, Xie & Fang, 2020). Uridin
niikleotidlerinin metabolizmasi, glutamin aminoasiti ile baslayan de novo sentez
yolag1 ve niikleozit Onciilii ile basglayan kurtarma sentez yolagi ile diizenlenir
(Yamamoto ve ark., 2011). Karaciger ve yag dokuda sentezlenen iiridin kan ile
tagiarak beyine gecer. Bu kan-beyin bariyerinde tasinma iki farkli tasiyici protein
ailesi olan konsantre edici niikleozit tasiyicisi (Concentrative Nucleoside Transporter-
CNT) ve dengeleyici niikleozit tasiyicist (Equilibrative Nucleoside Transporter-ENT)
ile gerceklesir (Redzic ve ark., 2005). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, disaridan
verilen {ridinin beyinde {iridin seviyelerinde artisa neden oldugu bildirilmistir
(Cansev, Watkins, Van Der Beek & Wurtman, 2005; Peters ve ark., 1987). Beyin
hiicrelerine alinan pirimidin niikleozitlerinin fosfolipid sentezi gibi Oonemli beyin
fonksiyonlarina aracilik etmesinin yani sira beyinde pirimidin niikleotidlerine duyarh
P2Y reseptorlerinin kesfi ve pirimidin niikleotidlerinin kiiltiir ortaminda glial hiicreler
tarafindan salgilanmasinin ortaya koyulmasi, pirimidin niikleotidlerinin de ATP gibi
ekstraselliiler sinyal molekiilleri olabilecegini diisiindiirmiistiir (Cansev ve ark., 2015).

Uridin niikleotidleri metabotropik P2Y reseptorleri i¢in ligandlardir. UTP’ nin
P2Y>, P2Y4 iizerinden, UDP’nin ise P2Y¢s Ve P2Y 14 reseptorleri lizerinden aktivasyon
sagladig bildirilmistir. P2Y2, P2Y4 ve P2Ys reseptorlerinin UTP ve UDP tarafindan
uyarilmasi ile fosfolipaz C (PLC) aktivasyonunu takiben hiicre ici Ca*? saliverilmesi
indiikleyen ve protein kinaz C’yi (PKC) aktive eden ikincil haberciler, inositol 1,4,5-
trisfosfat (IPs) ve diagilgliserol (DAG) olusturmaktadir (Abbracchio ve ark., 2006;
Erb, Liao, Seye & Weisman, 2006). Uridin ve UMP’nin heniiz tanimlanmis
reseptorleri bulunmamaktadir. Ancak sistemik olarak uygulanan tiridinin UTP sentez
ve saliverilmesini artirarak beyinde P2Y: reseptorleri araciligiyla kolinerjik
norotransmisyonun uyarildigt gosterilmistir (Cansev ve ark., 2015). Bunun yaninda
kronik oral yolla uygulanan UMP’nin de beyinde asetilkolin ve dopamin

saliverilmesini uyardigir onceki yillarda bildirilmistir (Wang ve ark., 2005, 2007).



Dolayisiyla iiridin ve UMP’nin henliz reseptorleri gosterilmemis olsa da farkli
mekanizmalar araciligiyla kolinerjik ve dopaminerjik nérotransmisyonu tesvik ettigi
bilinmektedir. Bu nedenle, iiridin ve UMP’nin merkezi yolla uygulandiklarinda
merkezi sinir sistemi (MSS) araciligiyla periferde gesitli etkilere yol agma ihtimalleri
bulunmaktadir.

Beyinde endokrin sistemi koordine eden bdlge olan hipotalamus, su-besin
alimi, biyolojik sirkadiyen ritim, viicut 1s1s1, kan basinci, emzirme, 6grenme ve hafiza,
cinsel aktivite, duygusal ifade ve otonom sinir sistemi kontrolii dahil olmak iizere bir
dizi fizyolojik siireci diizenleme amaciyla beyine ve viicudun diger bolgelerine
dogrudan sinyaller gonderir.

Merkezi P2Y reseptorlerinin endokrin ve metabolik diizenlemede oynadiklari
role iliskin yakin zamanl iki ¢calisma géze carpmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde,
obezite olusturulan deney hayvanlarinda kandaki iiridin konsantrasyonlarinin yiiksek
olmasina bagl olarak hipotalamik UDP miktariin arttii, merkezi yolla uygulanan
UDP’nin P2Ys reseptorleri araciligiyla oreksijenik agouti-iliskili peptit (AgRP)
noronlarini uyararak besin alimini tesvik ettigi ve bu etkinin farmakolojik veya genetik
inhibisyon ile ortadan kalktig1 gosterilmistir (Steculorum ve ark., 2015). Ayni grubun
takip eden bir diger calismasinda ise obezitede P2Ys reseptor delesyonunun viicut yag
kiitlesini azaltarak insiilin duyarliligimi artirdigr ve bu etkinin AgRP ndéronlarina
spesifik oldugu bildirilmistir (Steculorum ve ark., 2017). Bu ¢alismalarin haricinde
literatiirde merkezi yolla uygulanan iiridin ve iiridin niikleotidlerinin hipotalamik
noronlar iizerine etkisi bilinmemektedir.

Bu bulgular pirimidinerjik nérotransmisyonun beyinde etkileri olduguna kanit
olarak diisiintildiiglinde, bu ¢alismada oldugu gibi intraserebroventrikiiler (isv) yolla
uyguladigimiz {iiridin ve {iridin niikleotidlerinin merkezi ve periferik etkileri olmasi
muhtemeldir. Sunulan bu c¢alismada iiridin ve firidin niikleotidlerinin merkezi
uygulanmasinin metabolik ve ndroendokrin etkileri incelenmis ve bu muhtemel

etkilerdeki P2Y reseptor uyariminin araciligi arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Pirimidinler
Pirimidin bilesikleri, oxopirimidin halkasi (bir altigen yapi, i¢inde iki azot

atomu bulunan aromatik halka) temel alinarak olusturulan organik bilesiklerdir (Sekil

1). Bu bilesikler biyokimyada ve hiicre metabolizmasinda kritik neme sahiptir.

1 OH OH

Pirimidin halkasi Riboz sekeri

Sekil 1. Pirimidin bilesiklerinin yapi taslari.

Dogal pirimidin bazlari, deoksi riboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asitin
(RNA) yapu taslari olarak gorev yapar. Bunlar urasil, sitozin ve timin bazlaridir (Sekil
2). Urasil baz1 sadece RNA’da bulunur, DNA’da yer almaz. Sitozin bazi hem DNA’da

hem de RNA’da bulunur. Timin baz ise sadece DNA’da bulunur.
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Sekil 2. Pirimidin bazlari.

Pirimidin bazlarinin seker molekiiliiyle birlesmesi sonucu niikleozitler olusur.
RNA’nin yapisinda yer alan pirimidin niikleozitleri {iridin (U) ve sitidin (C) iken

DNA’da deoksitimidin (dT) ve deoksisitidin (dC) bulunur (Sekil 3).
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Sekil 3. Pirimidin niikleozitleri.

Pirimidin ntkleozitlerine

N
H
o 0
OH OH OH
Sitidin Timidin

fosfat (P) gruplarinin eklenmesiyle pirimidin

niikleotitleri olusur. Niikleozite eklenen fosfat sayisina gore isimlendirilirler ve tiridin

monofosfat (UMP), tiridin difosfat (UDP) ve iiridin trifosfat (UTP) seklinde yazilirlar

(Sekil 4).

Sekil 4. Pirimidin niikleotitleri.




Uridin ve sitidin hem serbest formda kanda ve dokularda bulunabildigi gibi
niikleotid sekerler (6rnegin UDP-glukoz ve UDP-galaktoz) ve fosfolipid ara iiriinleri
(6rnegin CDP-kolin) gibi molekiillerin yapisinda da yer alabilir (Traut, 1994). Bu
niikleozitler glikojen biyosentezi, protein ve lipid glikolizasyonu ile pirimidinerjik
ndrotransmisyon gibi gesitli fizyolojik islevlerde 6nemli roller istlenir (Lecca &
Ceruti, 2008). Sicanlarda kan dolagimindaki major pirimidin niikleoziti sitidin olarak
tanmimlanirken (Traut, 1994), insanlarda bu rolii iridin iistlenir (Wurtman, Regan, Ulus
& Yu, 2000). Ayrica viicuda disaridan alinan sitidin, sitidin deaminaz enzimi

araciligiyla biiyiik 6l¢iide tiridine dontisiir (Wurtman, Regan, Ulus & Yu, 2000).

2.1.1 Uridin biyosentezi

Uridin insan kan dolasimi, dokular ve anne siitiinde bulunan temel pirimidin
niikleozitlerinden biridir (Thorell, Sjoberg & Hernell, 1996). Plazmadaki
konsantrasyonu genellikle 3-5 uM arasinda degismektedir (Traut, 1994). Uridin aym
zamanda Kennedy yolu iizerinden membran fosfolipid sentezi i¢in énemli bir dncli
molekiildiir. Bu yolakta hiz kisitlayici1 adim olarak kabul edilen CDP-kolin sentezini
hem in vitro hem de in vivo ortamda artirdig1 gosterilmistir.

Hiicre icindeki pirimidin niikleotidlerinin kaynagi iki major biyokimyasal
yolaktir; de novo biyosentez yolag:i ve kurtarma (salvage) yolagi. Ik biyosentez
yolaginda pirimidin sentezi amino asit on maddelerinden itibaren baslar ve bu yolak
karacigerde ve epitel hiicreleri gibi aktif olarak prolifere olan hiicrelerde pirimidin
niikleotidlerinin en 6nemli kaynagidir (Kékesi ve ark., 2006) (Sekil 5). Eriskin
beyninde ise hiicre i¢i pirimidin niikleotidlerinin en 6nemli kaynagi pirimidin
niikleozitleridir. Kurtarma yolagi adi verilen bu yolak sayesinde beyin hiicreleri
niikleozitleri kandan alir ve geri doniisiim yontemiyle niikleotid biyosentezi yapar
(Evans & Guy, 2004) (Sekil 5).

Plazma iiridin konsantrasyonunun belirli fizyolojik siire¢lerin saglikli isleyisi
icin kritik bir role sahip oldugu bilinmektedir. Hem insanlarda hem de kemirgenlerde,
beslenme davranislart plazma {iridin seviyesini etkilerken, yag dokusu bu dengeyi
korumada onemli bir rol oynar. Ayrica adenozin trifosfat (ATP), tiiketimi iiridin
biyosentezini tesvik ederek konsantrasyonunun siki bir sekilde diizenlenmesine

katkida bulunur (Zhang ve ark., 2020a).



Beyindeki UTP salvage sentez yolunun ilk enzimi iiridin kinazdir. Beyine
saglanan tiridin, UTP seviyelerinde bir artisa neden olur. UTP, CTP ve diger primidin
salvage sentez lirlinleri, iiridin kinaz enzimini geri besleme mekanizmasiyla inhibe
eder. Bu durum, diisiik UTP ve CTP seviyelerinde iiridin niikleotidlerine donilisiimiinti,
yiiksek seviyelerde ise enzim inhibisyonu sonucu fosforilasyona yonlendirilmesini
saglar (Zhang ve ark., 2020a).

Uridinin diger énemli metabolik yolu, UDP-glukoz ve galaktoz gibi UDP
sekerlerinin sentezidir. Bu sekerler ya glikojen sentezi i¢in kullanilir ya da protein ve
lipid glikolizasyonu amaciyla endoplazmik retikuluma taginir. Son ¢alismalar, bu UDP
sekerlerinin ekstraselliiler alana salinip burada ¢esitli membran reseptorleri iizerinde
etkiler gosterdigini ortaya koymustur (Ban ve ark., 2009). Beyin metabolizmasinda,
iridin ve tilirevlerinin islevindeki bozukluklarin 6nemli ndérolojik sonuglara yol
acabilecegi diisiinlilmekte ve bu hipotez, yapilan arastirmalarla desteklenmistir
(Baumel ve ark., 2021).

Beyindeki glikojen sentezi de iiridinle iliskili 6Gnemli bir anabolik yoldur. Beyin
kendi glikojenini sentezleyebilir; glikojen sentezinin varligi astrositlerde ve
noronlarda gosterilmistir. Glikojen sentezi, UDP-glukoz pirofosforilaz araciligiyla
UTP ve glukoz-1 fosfat (glukoz 1-P) kullanilarak yapilir. Glikojen zincirinin uzamasi,
UDP-UTP dongiisii ile yonetilir. Bu dongilide, zincir uzamasimi saglayan enzim
glikojen sentazdir ve her bir glukozil biriminin eklenmesiyle bir UDP molekiilii salinir.
Salinan bu UDP, niikleozit difosfo kinaz araciligiyla tekrar UTP’ye doniistiiriiliir ve
zincir uzamaya devam ettik¢e bu dongii siirdiiriilebilir (Wang, Cui, Ma, Lu, & Huang,
2021).



CAD N-Karbomil

Dihidro orotat

Pirimidin
de nova sentezi

Orotat-P 4;'-‘%?'—

PPi  PRPP Glukoz

UMPs K Riboz-5-P ‘j

v
CVMPK . upP —REK L yTp —<IES, TP
-

Pirimidin

2 CK NDPK
salvage sentezi v

| Dridin ]<—°°A| Sitidin |—>{U°K cMP |-—>CMPK ‘ cpp |

Sitoplazma

SLC29 ailesi SLC28 ailesi
Qo Q Qo
Q9o O )
2 00® 0T¢ "
Ekstraseliiler tiridin/sitidin
@ Uridin
@ Sitidin
Hiz smirlayici enzim

Sekil 5. De novo ve salvage yolagi (Wang ve ark., 2021).
2.1.2. Uridin katabolizmas1

Uridin viicutta urasil ve B-alanin gibi iiriinlere metabolize edilir. Bu siireg,
ozellikle protein asetilasyonunu artirarak cesitli hiicresel islevlere katkida bulunur.
Uridin katabolizmasinda ilk adim iiridinin, iiridin fosforilaz (UPase) enzimi tarafindan
urasile pargalanmasidir (Sekil 6). UPP1 geni tarafindan kodlanan UPasel, iiridin
homeostazin1 diizenler ve tiim dokularda ifade edilir. UPasel’in enzimatik
aktivitesinin inhibisyonu veya bu genin devre dist birakilmasi, plazma ve dokularda
iridin seviyelerinin artmasina neden olur. UPP2 geni tarafindan kodlanan UPase2,
karacigerde spesifik olarak bulunan bir proteindir ve pirimidin kurtarma yolag: i¢in

kritik 6neme sahiptir. UPase2’nin inhibisyonu, karacigerdeki endojen tiridin seviyesini



artirarak ilaca bagli lipid birikimine kars1 karacigeri koruyabilir (Zhang ve ark., 2020;
Zrenner ve ark., 2009).

Urasil, dihidropirimidin dehidrogenaz (DPD) enzimi tarafindan dihidrourasile
dontstiiriilir. Dihidrourasil, hidropirimidin hidrataz (dihidropirimidinaz olarak da
bilinir) enzimi tarafindan N-karbamoyl-B-alanine pargalanir. Son olarak, B-
ureidopropionaz enzimi, N-karbamoyl-B-alanini B-alanine g¢evirir. p-Alanin, iiridin
katabolizmasinin 6nemli bir son irlnidir ve iki temel yolla degerlendirilir:
Ekstrahepatik dokulara (6rnegin, beyin ve kaslar) tasinabilir ya da fazlasi viicuttan
atilir. Katabolizmanin bir diger iiriinii olan asetil-CoA, hiicresel enerji liretiminde ve
protein asetilasyonunda kullanilir. Asetilasyon, 6zellikle epigenetik diizenleme ve

hiicresel homeostaz i¢in dnemli bir biyolojik siirectir.
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Sekil 6. Uridin katabolizmas (Zrenner ve ark., 2009).



2.1.3. Pirimidin tastyicilar

Pirimidin niikleozitleri, hiicrelere iki ana tasiyici protein ailesi olan CNT (Gray,
Owen & Giacomini, 2004) ve ENT (Baldwin ve ark., 2004) araciligiyla alinir. CNT
ailesi, sodyum-bagimli ve yiiksek afiniteli tasimadan sorumlu iken ENT ailesi
sodyumdan bagimsiz ve diisiikk afiniteli tasima yapar. Disaridan alinan pirimidin
niikleotidleri, fosfat gruplarin1 kaybederek iiridin ve sitidin formunda kana geger
(Wurtman ve ark., 2000). Beyin hiicrelerine ulagabilmeleri igin tiridin ve sitidinin
oncelikle kan-beyin bariyerinde (KBB) bulunan tasiyici proteinler araciligiyla
ekstraselliiler siviya, ardindan hiicre zarindaki tasiyict proteinler yoluyla hiicre i¢ine
alinmasi gerekir. CNT ve ENT ailelerine ait tagiyicilar hem KBB hem de hiicrelerin
zarlarinda yer aldigindan, kandaki serbest niikleozitlerin beyin hiicrelerine taginmasi
miimkiin hale gelir. Disaridan viicuda alian sitidin ve {ridinin beyin diizeylerini
artirdig1 deneysel olarak gosterilmistir (Cansev ve ark., 2005; Peters ve ark., 1987).
Ayrica literatiir, insanda fizyolojik kosullarda iiridinin sitidine kiyasla beyine daha
kolay gegebildigine isaret etmektedir (Cansev, 2006). CNT2’nin afinitesi sitidine gore
iiridin i¢in ¢ok daha yiiksektir bu sebeple beynin ana primidin kaynagi, sitidin plazma
diizeylerinin yiiksek oldugu si¢anlar da dahil olmak tizere tiridindir (Wurtman ve ark.,
2000).

Beyin hiicrelerine alinan pirimidin niikleozitleri 6nemli beyin fonksiyonlarina
aracilik etmektedirler. Bunlarin en basinda fosfolipid sentezi gelmektedir. Uridin ve
sitidinin sinir hiicrelerinde CTP’ye dontismek suretiyle (Cansev, 2006; Cansev ve ark.,
2005; Pooler, Guez, Benedictus & Wurtman, 2005; Richardson, Watkins, Perre, Ulus
& Wurtman, 2003; Savci & Wurtman, 1995) Kennedy yolagi lizerinden beyinde
fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin gibi major fosfolipidlerin sentezine katildiklari
deneysel caligmalarla kanitlanmistir (G.-Coviella & Wurtman, 1992; Savci &
Wurtman, 1995) (Sekil 7).
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Sekil 7. Kennedy yolagi (Cansev & Wurtman, 2007).

2.1.4. Pirimidin reseptorleri

Pirimidinler fosfolipid sentezine katilmalarinin yan1 sira, reseptor aktivasyonu
yoluyla da ¢esitli beyin fonksiyonlarinda rol oynayabilirler. 1970’lerde, ATP'nin
klasik norotransmiterlerle birlikte depolanip salindigin1 gésteren bulgular (Burnstock,
1972), “piirinerjik transmisyon” kavraminin ortaya ¢ikmasina yol agmistir (Burnstock
& Geoffrey, 2006). Beyinde pirimidin niikleotidlerine duyarli reseptorlerin (P2Y
reseptorleri) tanimlanmasi (Abbracchio ve ark., 2006) ve pirimidin niikleotidlerinin
kiiltiirdeki glial hiicrelerden salindiginin gosterilmesi (Lazarowski, Homolya, Boucher
& Harden, 1997), bu molekiillerin ekstraselliiler sinyal tasiyicilar1 olabilecegini ve
MSS’de bir pirimidinerjik transmisyon mekanizmasimin var olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ilgili calismalarda, iiridinin ndronal hiicrelere alinarak pirimidin
niikleotid sentezinde kullanildig1 (Cansev, 2006), tiretilen bu niikleotidlerin hem bazal
kosullarda (Lazarowski ve ark., 1997) hem de stres altinda (Lazarowski, Boucher &
Harden, 2000) glial hiicrelerden salindig1 deneysel olarak gosterilmistir. Bu bulgular,
pirimidin niikleotidlerinin MSS’de 6nemli bir sinyal islevi lstlenebilecegine isaret
etmektedir.

Bugiine kadar, P2Y reseptor ailesinin insanda 8 alt-tipi (P2Y1, P2Y2, P2Y4,
P2Ys, P2Y11, P2Y 12, P2Y13 ve P2Y 14) klonlanmis ve karakterize edilmistir (Jacobson
ve ark., 2020). Bu reseptorlerden P2Y1, P2Y11, P2Y12 ve P2Y13, sadece adenozin
niikleotidlerini tanirken, P2Y2 ve P2Y4 reseptorleri ATP ve UTP’nin her ikisi ile de
aktive edilebilir. Uridin niikleotidlerinden, UDP, UDP-glukoz ve UTP, P2Y>, P2Y.,
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P2Ye ve P2Y 14 reseptorlerini aktive etme kapasitesine sahiptir. P2Y2, P2Y4 ve P2Y5s
reseptorlerinin UDP ve UTP ile aktive edilmesi, PLC’yi harekete gecirerek hiicre
icinde DAG ve IP; iiretimine, ardindan hiicre i¢i Ca*? diizeyinin artisina yol agar
(Albert ve ark., 1997; Arslan ve ark., 2000). Buna karsilik UDP, UDP-glukoz ve diger
UDP-gekerleri tarafindan aktive edilen P2Y14 reseptorleri, Gi protein araciligiyla
adenilat siklaz aktivitesini baskilayarak hiicre ici siklik AMP (SAMP) seviyesini
diistirir (Chambers ve ark., 2000). Bu farkli mekanizmalar, P2Y reseptorlerinin
hiicresel sinyalizasyon {lizerinde ¢ok ¢esitli etkiler gdstermesini saglar.

P2Y reseptorleri ikincil habercilerinin 6zelliklerine gore P2Yi-benzeri ve
P2Y12-benzeri P2Y reseptorleri olarak siniflandiriimaktadirlar (Rafehi & Miiller,
2018). Bu siniflama Sekil 8’de gosterilmistir.

P2Y,-like: P2Y,,-like:

P2Y, P2Y;,

P2Y,;

Phospholipase Cy Adenylate cyclase
PIP, IP; + DAG ATP cAMP
1[Ca®'] Protein Protein

kinase C kinase A

Sekil 8. P2Y1-benzeri ve P2Y 1-benzeri P2Y reseptorleri ve ikincil habercilerinin gorsel ifadesi
(Rafehi & Miiller, 2018).

P2Y reseptorlerinin beyin dahil olmak iizere hemen hemen tiim doku ve
organlardaki ekspresyonu dnceki bir caligmada detayli olarak incelenmistir (Moore ve
ark., 2001). Bu ¢alismada P2Y>2, P2Y4 ve P2Ye reseptorlerinin MSS’nin amigdala,

kaudat niikleus, serebellum, singulat niikleus, globus pallidus, hipokampus,
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hipotalamus, lokus seruleus, medial frontal girus, medulla oblongata, niikleus
akumbens, parahipokampal girus, putamen, striatum, substantia nigra, superior frontal
girus, talamus ve spinal kord gibi incelenen tiim bolgelerinde eksprese edildigi RT-
PCR analizleri ile gosterilmistir (Moore ve ark.,, 2001). Bu c¢alismada P2Y14
reseptorleri incelenmemis olsa da P2Y 14 reseptorlerinin ilk tanimlandigi ve karakterize
edildigi makalede bu reseptorlerin de MSS’nin iistte belirtilen tim bdlgelerinde
eksprese edildigi bildirilmistir. P2Y reseptorlerinin ilgili alt tipleri MSS’de lokalize
oldugu noéronlarda immiinohistokimyasal olarak da gosterilmistir (Amadio, Montilli,
Picconi, Calabresi & Volonté., 2007; Steculorum ve ark., 2017). Dolayisiyla UDP ve
UTP’nin reseptdrlerini uyarmak suretiyle sinir sisteminde ¢esitli etkiler gdsteriyor

olmast son derece muhtemeldir.

2.1.5. P2Y reseptor aracili sinir sistemi etkileri

P2Y reseptorlerinin MSS’deki ¢esitli fonksiyonlara katilimi gesitli in vitro ve
in vivo c¢alismalarla kanitlanmustir. P2Y reseptorlerinin uyarilmasi noronlarin
proliferasyonu, farklilasmasi ve biiylimesi gibi siireglere katkida bulunur. Bunun yani
sira, hiicreler arasi sinyallesme, norotransmisyon ve uzun siireli potensiyasyon (long-
term potentiation, LTP) gibi néronal mekanizmalarda da énemli bir rol oynar (Cansev,
2007). Bunun yam sira P2Y reseptorlerinin néroproteksiyon sagladigi, bdylece
hiicrelerin yasam siiresinin uzatilmasina destek oldugu gosterilmistir (Cansev, 2007).
Bu bulgular, P2Y reseptorlerinin MSS’deki kritik diizenleyici islevlerini
vurgulamaktadir (Sekil 9).
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Sekil 9. Uridin niikleotidlerince uyarilan P2Y reseptér aktivasyonunun bazi beyin fonksiyonlarindaki
rolii (Cansev, 2007).

Uridin ve UMP’nin heniiz tanimlanmis reseptorleri olmasa da sistemik yolla
uygulanan {iridinin UTP sentez ve saliverilmesini artirarak beyinde kolinerjik
norotransmisyonu artirdig1r daha once gosterilmistir (Cansev ve ark., 2015). Kronik
oral yolla uygulanan UMP’nin de beyinde asetilkolin (Wang, Albrecht & Wurtman,
2007) ve dopamin (Wang, Pooler, Albrecht & Wurtman, 2005) saliverilmesini
uyardigr onceki yillarda bildirilmistir. Dolayisiyla iiridin ve  UMP’nin heniiz
reseptorleri gosterilmemis olsa da farkli mekanizmalar aracilifiyla kolinerjik ve
dopaminerjik ndrotransmisyonu tesvik ettigi bilinmektedir. Bu nedenle, iiridin ve
UMP’nin merkezi yolla uygulandiklarinda MSS aracilifiyla periferde cesitli etkilere

yol agma ihtimalleri bulunmaktadir.

2.1.6. Pirimidinlerin periferik uygulanmasi ile gézlenen P2Y reseptor aracili yanitlar

Periferik uygulamalar sonucu pirimidin bilesiklerinin P2Y reseptor aracili
cesitli etkileri gosterilmistir. P2Y reseptorlerinin vaskiiler diiz kas ve endotel
hiicrelerinde ifade edildigi ve bu reseptorlerin uyarilmasiyla damar fonksiyonlarinin
diizenlendigi cesitli caligmalarda gosterilmistir (Wang ve ark., 2002). Ornegin
UTP'nin P2Y reseptorlerini ve UDP'nin P2Ys reseptorlerini uyarmast sonucunda,
insanlarda endotel kaynakli vazodilatasyon meydana geldigi rapor edilmistir

(Wihlborg ve ark., 2003). P2Y reseptorlerinin, endotel kaynakli vazodilatasyon
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yoluyla hipertansiyona karsi koruyucu bir rol oynayabilecegi de one siirtilmektedir. Bu
dogrultuda, endotelyal stres durumlarinda P2Y: reseptorlerinin uyarilmasiyla
vazodilatasyona aracilik ettigi (Wang ve ark., 2015), P2Y> reseptorlerinin genetik
olarak ¢ikarildig1 (knock-out; KO) deney hayvanlarinda hipertansiyonun ortaya ¢iktigi
(Rieg ve ark., 2007) ve bu reseptorlerin aktivasyonunun renal sodyum ve su
reabsorpsiyonunu bloke ettigi gosterilmistir (Rieg, Gerasimova, Boyer, Insel &
Vallon, 2011). Pirimidin tiirevlerinin kardiyovaskiiler etkileriyle ilgili bagka ilging bir
bulgu, departmanimizda yapilan bir ¢alismada ortaya konulmustur. Bu c¢alismada,
intravendz uygulanan {ridinin doza bagimli olarak kan basincini ve kalp hizim
diisiirdiigii gosterilmistir (Y1ilmaz ve ark., 2008). Uridinin heniiz bir P2Y reseptoriinii
hedefledigi kanitlanmamis olmasina ragmen, bu calismada tridinin kardiyovaskiiler
etkilerinin Adenozin A: reseptorleri araciligiyla gergeklestigi saptanmustir.

Pirimidin bilesiklerinin periferik mekanizmalar yoluyla metabolik ve endokrin
sistem {izerindeki etkilerine dair literatiirde gesitli kanitlar bulunmaktadir. Ornegin,
P2Y¢ reseptorlerinin uyarilmasinin izole fare pankreas adaciklarinda ve saflagtirilmig
beta hiicrelerinde insiilin sekresyonunu artirdig1 farkli calismalarla gosterilmistir
(Balasubramanian, de Azua, Wess & Jacobson, 2010; Ohtani, Suzuki, Jacobson &
Oka, 2008; Parandeh, Abaraviciene, Amisten, Erlinge & Salehi, 2008). Benzer sekilde,
P2Y 14 reseptorlerinin gastrik bosalma, glukoz toleranst ve insiilin sekresyonu
iizerindeki olumlu etkileri, knock-out fare modelleri kullanilarak ortaya konulmustur
(Meister ve ark., 2014). Bu bulgular, UDP'nin P2Ys ve/veya P2Y1s reseptorleri
araciligiyla antidiyabetik etki gosterebilecegini desteklemektedir.

Adipoz doku iizerindeki etkiler incelendiginde, P2Ys reseptoriiniin
inhibisyonunun veya delesyonunun kardiyak adipositlerde adiponektin sekresyonunu
artirarak kardiyoprotektif bir etki sagladigi ve P2Y 4 reseptoriiniin adipojenik etkinlige
sahip oldugu bildirilmistir (Lemaire ve ark., 2017). Buna karsin P2Y 14 reseptoriiniin
uyarilmasinin anti-adipojenik bir etki gosterdigi ifade edilmistir (Zippel ve ark., 2012).
Ayrica yiiksek yagli diyetle obez hale getirilen P2Y> reseptor KO farelerde, adipoz
dokuda immiin hiicre infiltrasyonunun ve inflamasyonun azaldigi gézlemlenmistir
(Merz ve ark., 2018).

Bu bulgular UTP ve UDP’nin periferik mekanizmalar yoluyla kardiyovaskiiler,

metabolik ve endokrin regiilasyonda 6nemli roller oynadigini ortaya koymaktadir.
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Tez kapsaminda ise bu bilgiler 1s18inda ancak farkli olarak, merkezi yolla
uygulanan pirimidin bilesiklerinin leptin ve ghrelin diizeylerini igeren metabolik

etkileri ve insiilin, glukagon ve glukoz diizeylerini igeren endokrin etkileri incelendi.

2.1.7. Pirimidinlerin merkezi yolla uygulanmasi ile gézlenen P2Y reseptor aracilt

yanitlar ve MSS etkileri

Pirimidin bilesiklerinin bu viicut fonksiyonlarinit MSS araciligiyla diizenleyip
diizenlemedigine dair bilgiler son derece sinirlidir. Onceki bir ¢alismada, posterior
hipotalamusta (tuberomammiler niikleus, TMN) bulunan histaminerjik néronlarin
UTP tarafindan aktive edildigi gosterilmistir (Sergeeva ve ark., 2006). Merkezi P2Y
reseptorlerinin endokrin ve metabolik diizenlemede oynadiklari role iliskin yakin
zamanl iki calisma goze ¢arpmaktadir. Bu calismalardan birinde, obezite olusturulan
deney hayvanlarinda kandaki iiridin konsantrasyonlarmin yiiksek olmasina bagh
olarak hipotalamik UDP miktarinin arttig1, merkezi yolla uygulanan UDP’nin P2Ys
reseptorleri araciligiyla oreksijenik AgRP ndronlarini uyararak besin alimini tesvik
ettigi ve bu etkinin farmakolojik veya genetik inhibisyon ile ortadan kalktig
gosterilmistir (Steculorum ve ark., 2015). Aynmi grubun takip eden bir diger
calismasinda ise obezitede P2Y reseptor delesyonunun viicut yag kiitlesini azaltarak
insiilin duyarhiligmi artirdigi ve bu etkinin AgRP noéronlarina spesifik oldugu
bildirilmistir (Steculorum ve ark., 2017). Ancak bahsi edilen bu ii¢ ¢alismada da
plazma hormon diizeyleri incelenmemistir. Bu ¢alismalarin disinda da literatiirde
merkezi yolla uygulanan pirimidin bilesiklerinin MSS aracilifiyla periferde

olusturdugu yanitlar hakkinda herhangi bir ¢alismaya rastlanamamaistir.

2.2. Enerji Metabolizmasinin Diizenlenmesinde MSS’nin Rolii

Normal bireylerde besin alimi ve enerji tiikketimi, enerji dengesini korumak i¢in
oldukc¢a hassas homeostatik mekanizmalarla diizenlenir. Bu siire¢ yalnizca fiziksel
sagligin siirdiiriilmesi i¢in degil, ayn1 zamanda uzun vadeli metabolik denge acgisindan
da kritik oneme sahiptir. Arastirmalar bu diizenlemenin MSS ve 6zellikle hipotalamus

ile gergeklestigini gostermektedir (Morton, Meek & Schwartz, 2014).

15



Beyin, plazmadaki metabolik hormonlar (6rnegin insiilin, leptin ve ghrelin) ve
beyin sapindan gelen afferent uyarilar ile besin diizeylerindeki degisimleri algilayarak
viicudun enerji durumunu siirekli izler (Berthoud, Sutton, Townsend, Patterson &
Zheng, 2006; Yi & Tschop, 2012). Bu sistem sadece aglik ve tokluk sinyallerini
yonetmekle kalmaz, ayni zamanda stres, uyku ve hatta duygusal durum gibi
faktorlerden de etkilenir. Ozellikle hipotalamustaki 6zel ndral aglar, degisen metabolik
kosullara gore gida alim1 ve enerji harcamasini uyumlu hale getirir. Ornegin uzun
sireli aclikta enerji tasarrufu saglanirken, besin alimi sonrasi enerji harcamasi
artirilarak homeostaz korunur. Hipotalamustaki ¢ekirdeklerde bulunan oreksijenik ve
anoreksijenik yollar ise gida alimi ve enerji harcamasinda efferent yanitlar1 olusturur
(Yu & Kim, 2012) (Sekil 10).

Ancak modern yasam tarzinda dengesiz beslenme ve hareketsizlik gibi
faktorler, bu hassas sistemi bozarak obezite ve anoreksiya nervoza gibi metabolik
hastaliklara yol agabilir (Liu, Wang, Zheng, Gao &Sun, 2022; Nilsson, Lindfors,
Schalling, Hokfelt & Johansen, 2013). Bu yiizden, beynin enerji dengeleme
mekanizmalarini anlamak, gelecekte diyabet ve obezite gibi hastaliklarin tedavisinde

yeni stratejiler gelistirilmesine katki saglayabilir.

9
[ y
Leptin GLP-1, CCK, PYY
Insulin, Amylin, PP

Glucose A6

enerji alimi W * enerji harcanmasi

Sekil 10. Enerji homeostazinin korunmasinda MSS ve periferik metabolik sinyallerin iligkisi (Roh ve
ark., 2016).
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2.2.1. Hipotalamus

Hipotalamus, besin aliminin diizenlenmesinde kilit bir organdir ve birgok
noron grubu (niikleus) igerir. Anatomik olarak talamusun alt kisminda, hipofiz bezinin
iistiinde ve ticlincii ventrikiiliin ¢evresinde yer alir. Hipotalamusun lateral zonu aglik
merkezi, medial zonu ise tokluk merkezi olarak kabul edilmektedir. Lateral zonda
yerlesik lateral hipotalamus (LH) ile medial zonda yerlesik arkuat niikleus (ARC),
ventromedial niikleus (VMN), dorsomedial niikkleus (DMN) ve paraventrikiiler
niikleus (PVN) besin alimmin kontroliinde rol oynayan ve birbirleriyle baglantili

hipotalamik ¢ekirdek yapilaridir (Sekil 11).

Paraventrikdiler niikleus Lateral hipotalamik alan

Dorsomedial niikleus

Preoptik niikleus Posterior hipotalamik alan

Anterior hipotalamik alan
Suprakiazmatik niikleus —— &5 @
Supraoptik niikleus

Arkuat niikleus

Mamiller cisim

Ventromedial niikleus

Sekil 11. Hipotalamus ve hipotalamik ¢ekirdekler (Biorender ile hazirlanmistir).

Hipotalamus, bircok homeostatik mekanizmanin kontrol edildigi bir
merkezdir. Hipotalamusun islevleri; aglik ve toklugun kontrolii, sivi dengesinin
diizenlenmesi, viicut sicakliginin diizenlenmesi, uyku-uyaniklik dongiisiiniin
saglanmasi, otonom sinir sistemi diizenlemeleri, duygusal ve davranigsal islevler ve
on hipofiz bezini uyarmak suretiyle hormon iiretimi/salgilanmasini diizenlemedir.

Hipotalamus, adipoz doku, pankreas ve gastrointestinal sistem (GIS)’den gelen
periferik sinyalleri dogrudan kan yoluyla ya da dolayli olarak beyin sapindan gelen

afferent ndronal yollar araciliiyla algilar.
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2.2.1.1. Arkuat niikleus (ARC)

ARC hipotalamusun mediobazalinde bulunur. Hipotalamik ARC, gézenekli
kapillerler agisindan zengin sirkiiventrikiiler organlardan biri olan median eminensin
yaninda bulunur ve {igiincli ventrikiili g¢evreler. Median eminensdeki goézenekli
kapillerler kan beyin bariyerinin gegirgen olmasina sebep olur ve bdylece sistemik
dolasimdaki hormonlar ve besinler ile beyin omurilik sivisindaki (BOS) bilesenler
ARC'ye kolayca ulasabilir (Zhan, 2018). Anatomik olarak ARC, sistemik dolasim
yoluyla periferden gelen metabolik sinyalleri periferik ve merkezi néronal girdilerle
entegre ederek, toplu bir geri bildirim olusturan hipotalamik bir bolge olarak kabul
edilir.

ARC'de iki farkli ve islevsel olarak antagonistik ndronal popiilasyon bulunur;
bir grup noron, oreksijenik (istah artirici) néropeptidler olan néropeptid Y (NPY) ve
AgRP iiretirken, diger grup ndronlar anoreksijenik (istah azaltici) néropeptidler olan
proopiomelanokortin (POMC) ve kokain-amfetaminle diizenlenen transkript (CART)
iiretir. Bu ndronlar, leptin, insiilin, ghrelin gibi periferik metabolik hormonlarin ve
besinlerin etkiledigi birinci sira noronlardir (Schwartz, Woods, Porte, Seeley &
Baskin, 2000).

POMC noronlari, aksonal projeksiyonlarimi PVN, VMN ve LH gibi
hipotalamik bdlgelerdeki ikinci dereceden néronlara ve beyin sapi ile omurilikteki
otonom preganglionik noronlara gonderir (Bouret, Draper & Simerly, 2004) (Sekil
12).
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2. sira néronlar

1. sira néronlar

projeksiyon —e@

aktivasyon ——)
5 2 Periferal hormonal faktorler
inhibisyon ——] Besinler

‘Vagal afferentler

Sekil 12. Hipotalamik ¢ekirdekler arasindaki projeksiyonlar (Le Thuc ve ark., 2017).

Anoreksijenik noéropeptid olan a-melanosit uyarici hormon (a-MSH),
POMC’nin posttranskripsiyonel islenmesiyle iretilir ve POMC noéronlarinin
presinaptik terminallerinden saliverilir. a-MSH, ikinci dereceden noronlardaki
melanokortin-3 ve -4 reseptoérlerine (MC3R ve MC4R) baglanarak katabolik yollar
aktive eder, bu da besin aliminin azalmasina ve enerji tiiketiminin artmasina yol agar
(Konner, Klockener & Briining, 2009). Farelerde MC4R'nin hedeflenerek silinmesi,
asir1 yeme (hiperfaji), enerji harcamasinda azalma ve obeziteye neden olur (Balthasar
ve ark., 2005; Huszar ve ark., 1997). insanlarda ise MC4R mutasyonlari, erken
baslangicli ciddi obezite vakalarinin yaklasik %6’sindan sorumludur (Tao, 2005). Bu
durum, merkezi melanokortin sisteminin normal viicut agirliginin korunmasinda
onemli bir rol oynadigin1 gostermektedir. Hipotalamik melanokortinerjik ndronlarin
stirekli olarak besin alimini baskiladigi disiiniilse de (Fan, Boston, Kesterson, Hruby
& Cone, 1997), MC4R aktivasyonu ile enerji harcamasinda artis goriiliir. Bu durum,
sempatik sinir sisteminin aktivasyonu sonucu kahverengi yag dokusunun (BAT)
uyarilmasiyla gergeklesir (Ste Marie, Miura, Marsh, Yagaloff & Palmiter, 2000; VVoss-
Andreae ve ark., 2007).

Endojen MC-3/4R invers agonisti olan AgRP, NPY/AgRP iireten ndronlarin

terminallerinden ikinci dereceden ndronlarin sinaptik bosluguna salinir ve burada -
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MSH ile MC3R ve MC4R reseptorleri icin rekabet ederek onun istah baskilayici
etkilerini engeller (Ollmann ve ark., 1997). Ayrica AgRP/NPY néronlari, ARC
icerisinde inhibitér gama-aminobiitirik asit (GABA) salivererek POMC ndronlarini
dogrudan inhibe eder (Cowley ve ark., 2001). Ilging bir sekilde, AgRP—POMC
sinaptik baglantilarinin optogenetik aktivasyonu, POMC néron aktivitesini gii¢lii bir
sekilde baskilasa da AgRP noéronlarinin POMC noéronlarini baskilamasinin ani
beslenme baglatimi ig¢in gerekli olmadig1 gosterilmistir (Atasoy, Betley, Su &
Sternson, 2012). NPY/AgRP noronlariin geng farelerde segici olarak yok edilmesi,
besin aliminda ve viicut agirhiginda 6énemli bir azalmaya yol acar (Bewick ve ark.,
2005). Bu durum, bu néronlarin besin alimmi artirmada ve kilo kaybini 6nlemede
kritik oldugunu gdstermektedir.

NPY uygulamasi, Y1 veya Y5 reseptorleri araciligiyla besin alimini uyarir
(Yulyaningsih, Zhang, Herzog & Sinsbury., 2011). NPY, hizli beslenme uyarimi igin
gerekli iken AgRP daha uzun siireli beslenme davranisini uyarir (Bingham, Anderson,
Reuter, Stallings & Parker, 2008).

AgRP/NPY projeksiyonlarindan PVN disindaki noéronlara, o&zellikle
parabrakial niikleusa (PBN) yapilan GABA salinimi da besin aliminin uyarilmasinda
rol oynar (Wu ve ark., 2009, 2012). Ancak, yalnizca AgRP/NPY—PBN baglantisinin
aktive edilmesi beslenmeyi baslatmak i¢in yeterli degildir (Atasoy ve ark., 2012).
Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, AgRP noronlarinin optogenetik aktivasyonu ile
farkl1 AgRP noron alt popiilasyonlarinin farkli beyin bolgelerine projeksiyon yaptigi
gosterilmistir. Bu projeksiyonlardan bazilari, 6zellikle PVN ve LH’ye gidenler, AgRP
noronlarinin somatik aktivasyonuna benzer sekilde bagimsiz olarak beslenmeyi
baslatabilirken, PBN’ye olan projeksiyonlar ayni etkiyi gostermez (Betley, Cao, Ritola
& Sternson, 2013).

POMC ve AgRP/NPY noronlarinin, PVN gibi diger hipotalamik
cekirdeklerden gelen glutamaterjik geri bildirimlerle de aktive oldugu bilinmektedir.
Buna karsilik, PVN ndronlari, beslenmeyi tesvik eden LH noronlarindan inhibitor
sinyaller alir. Bu etkilesimler, besin alimin1 hassas bir sekilde diizenleyen bir yanit

olusturur (Waterson & Horvath, 2015).
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2.2.1.2. Paraventrikiiler niikleus (PVN)

PVN’nin yerlesimi 6n hipotalamusta iiclincli ventrikiiliin iist kismina bitisik
sekildedir. Kortikotropin salgilatict hormon (CRH), tirotropin salgilatict hormon
(TRH), somatostatin, vazopressin ve oksitosin gibi katabolik etkili ndropeptidler
sentezler ve salgilar (Kohno ve ark., 2008). Ayrica PVN, periferik metabolik organlara
giden sempatik sinir ¢ikisini kontrol ederek yag asidi oksidasyonunu ve lipolizi artirir
(Foster, Song & Bartness, 2010). PVN'nin tahrip edilmesi ve PVN gelisiminde kritik
bir transkripsiyon faktorii olan Sim1’in eksikligi, hiperfajiye ve obeziteye yol agar
(Leibowitz, Hammer & Chang, 1981). Bu durum, PVN'nin besin alimini ve kilo

artisini inhibe eden onemli bir rol oynadigini gosterir.

2.2.1.3. Ventromedial niikleus (VMN)

VMN, ARC’den gelen noral projeksiyonlari alir ve ARC, DMN, lateral LH ve
beyin sap1 bolgelerine projeksiyonlar gonderir. VMN glukoz ve leptin algilayan
noronlar igerir (Fei ve ark., 1997; Gonzalez, Reimann & Burdakov, 2009). Ayrica
VMN’de anoreksijenik noropeptid olan beyin kaynakli nérotrofik faktér (BDNF)
gretilir (Xu ve ark., 2003). VMN’nin tahrip edilmesi hiperfaji, obezite ve
hiperglisemiye yol acgar (Shimizu, Oomura, Plata-Salaman & Morimoto, 1987). Bu
nedenle VMN, tokluk hissinin olusmasinda ve glukoz homeostazinin siirdiiriilmesinde

onemli bir bolge olarak kabul edilir.

2.2.1.4. Dorsomedial niikleus (DMN)

DMN, ARC’den gelen yiiksek diizeyde NPY ve a-MSH terminalleri igerir
(Jacobowitz & O’Donohue, 1978). DMN'nin tahrip edilmesi de hiperfaji ve obeziteye
neden olur (Bernardis & Bellinger, 1987). Bu bolgede leptine duyarli gama-
aminobiitirik asit (GABA) noronlarin alt popiilasyonu bulunur (Vong ve ark., 2011).
Leptin bu néronlarin 6nemli bdliimiinii hiperpolarize ederek oreksijenik etkileri dnler
(Otgon-Uul, Suyama, Onodera & Yada, 2016). Faber ve ark leptine duyarl néronlarin

susturulmasinin gida alimini arttirdigini rapor etmistir (Faber ve ark., 2021).
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2.2.1.5. Lateral hipotalamus (LH)

PVN, VMN ve DMN'nin aksine, LH'nin elektriksel uyarimi hiperfajiye neden
olurken, tahrip edilmesi ise hipofaji ve kilo kaybina yol acar (Stuber & Wise, 2016).
Bu nedenle LH, bir beslenme merkezi olarak kabul edilir. LH, melanin konsantre edici
hormon (MCH) ve oreksin (hipokretin) gibi oreksijenik noropeptidleri iireten iki
noronal popiilasyon igerir. ARC’den gelen NPY/AgRP ve a-MSH terminalleri, MCH
ve oreksin {ireten noronlarla temas halindedir (Broberger, De Lecea, Sutcliffe &
Hokfelt, 1998). Oreksin iireten ndronlar, glukoz algilamada ve uyku-uyaniklik
dongiisiiniin diizenlenmesinde de rol oynar (Ohno & Sakurai, 2008). Oreksin reseptor-
2 veya oreksin genlerindeki degisiklikler, hayvan modellerinde ve insanlarda
narkolepsiye neden olur (Hungs & Mignot, 2001). Ote yandan, MCH veya MCH-1
reseptoriiniin genetik olarak silinmesi farelerde kilo alimini azaltir, bu da MCH'nin
endojen bir oreksijenik molekiil oldugunu gosterir (Marsh ve ark., 2002). Ayrica
LHA’daki GABA noéronlarinin PVN’yi hiperpolarize ederek besin alimini indiikledigi
bildirilmistir (Mangieri ve ark., 2018).

2.2.2. Niikleus traktus solitarius (NTS)

Beyin sap1 da besin alimimin diizenlenmesinde 6nemli bir bdlgedir.
Gastrointestinal sistemden gelen tokluk sinyalleri, duyusal vagus siniri araciligiyla
NTS’ye iletilir. Duyusal vagal liflerin kesilmesi, 6giin biiyiikliigiinii ve mide bosaltim
hizin1 azaltir, bu da vagal afferentlerin yemek ile ilgili sinyalleri beyine ilettigini
dogrular (Schwartz, 2000). NTS sirkuventrikiiler organ olan area postrema’ya yakin
konumdadir. Bu nedenle, ARC gibi NTS de hem hormonal hem de néronal sinyalleri
almak i¢in uygun bir konumdadir (Stanley, Wynne, McGowan & Bloom, 2005). NTS,
PVN’den genis noronal projeksiyonlar alir ve ayni sekilde PVN’ye projeksiyonlar
gonderir (Geerling, Shin, Chimenti & Loewy, 2010). Hipotalamik ndronlar gibi NTS
noronlar1 da glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1), NPY ve POMC iiretir ve periferik
metabolik sinyalleri algilar (Ahima & Antwi, 2008). Ornegin NTS’deki POMC
noronlari, digaridan verilen leptine yanit olarak STAT3 aktivasyonu gosterir (Ellacott,

Halatchev & Cone, 2006). Bu nedenle, dolasimdaki hormonlar ve besinler hem
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hipotalamus hem de beyin sap1 iizerinde etki ederek metabolik sinyalleri beyine

iletebilir.

2.2.3. Mezolimbik sistem

Hipotalamik noronlar dogrudan mezolimbik 6diil sistemi ile baglantilidir.
Beyin 6diil sistemi, lezzetli yiyeceklerin alimini iceren hedonik beslenme kontroliinde
rol oynar. Diger bagimlilik davranislarinda oldugu gibi, mezolimbik ve mezokortikal
dopaminerjik yollar bu siiregte yer alir. Lezzetli yiyeceklerin alimi, ventral tegmental
alanda (VTA) dopamin saliverilmesini uyarir ve VT A’dan niikleus akumbense uzanan
sinir yollarini aktive eder.

Ilging bir sekilde, hedonik beslenme metabolik sinyaller tarafindan da modiile
edilir. Leptin, VTA’daki dopaminerjik noronlara etki ederek beslenmeyi baskilar.
Tersine, hedonik beslenme tokluk sinyallerini bastirabilir (Hommel ve ark., 2006). D>
reseptoriinden yoksun fareler, leptine karsi daha hassas hale gelir (Kim ve ark., 2010).

Aclik sirasinda meydana gelen diisiik glukoz seviyeleri, LH’deki glutamat ve
oreksini birlikte ifade eden néronlar aktive eder. Bu néronlar, VT A'daki dopaminerjik
noronlara projeksiyon yaparak bu néronlar1 uyarir (Sheng, Santiago, Thomas & Routh,
2014). Buna ek olarak, LH’den VTA’ya projeksiyon yapan inhibitor GABAerjik
noronlarin aktivasyonu, besin alimini ve 6zellikle kalorik 6diile yonelik davraniglari
artirir (Jennings ve ark., 2015). Benzer sekilde, yakin tarihli iki ¢alisma, LH’den
VTA’ya giden GABAerjik projeksiyonlarin aktivasyonunun, ‘siikroz arayisi’ gibi
kompulsif davranislari ve beslenmeyle iliskili davraniglar gli¢lendirdigini géstermistir

(Barbano, Wang, Morales & Wise, 2016; Nieh ve ark., 2015).

2.2.4. Istahin diizenlenmesinde rol oynayan norotransmitterler

2.2.4.1. Serotonin

Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT), MSS ve periferik organlarda gesitli
roller istlenen Onemli bir monoamindir. Periferde, gastrointestinal sistemdeki
enterokromafin hiicrelerinde sentezlenir. MSS’de ise ¢gogunlukla dorsal rafe néronlari

tarafindan tiretilir. Serotonin iireten bu noronlar, hipotalamustaki ARC de dahil olmak
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iizere birgok bolgeye projeksiyon yapar. Bu bolgelerde POMC ve AgRP néronlar gibi
Oonemli sinir hiicreleri bulunur (Heisler ve ark., 2006; Marston, Garfield & Heisler,
2011).

POMC noronlar1, 5-HT’nin etkilerine 5-HT2c reseptorleri araciligiyla yanit
verir. Bu reseptorlerin aktive olmasi, melanokortin sistemi uyararak istah1 baskilayici
etkiler olusturur. Buna karsilik, AgRP noronlari tizerinde bulunan 5-HTis
reseptorlerinin aktivasyonu, hiicre membraninda hiperpolarizasyona neden olur ve
boylece oreksijenik (istah artirici) etkiler smirlandirilir (Garfield & Heisler, 2009;
Marston ve ark., 2011).

Serotonerjik bilesiklerin kisa siireli uygulanmasi, ARC’de POMC gen
ekspresyonunu artirabilir (Choi, Blake, Cole & Fernstrom, 2006). Periferik serotonin
KBB’den kolayca gegemediginden, dogrudan merkezi etki gostermesi beklenmez (EI-
Merahbi, Loffler, Mayer & Sumara, 2015). Ancak, dolayl etkilerini vagal afferent
liflerdeki 5-HT3 reseptorlerini aktive ederek gergeklestirebilir. Bu mekanizmay1
destekleyen bir ¢aligmada, gastrik distansiyon ile bagirsaklardan salinan serotonin
seviyelerinin arttig1 ve bunun PVN’de noronal aktivasyonu tetikledigi goriilmiistiir.
Bu etki vagotomi yapilmis hayvanlarda goézlenmemistir, bu da vagal yolaklarin

onemini vurgulamaktadir (Mazda, Yamamoto, Fujirama & Fujimiya, 2004).

2.2.4.2. Norepinefrin

Norepinefrin MSS’de, 6zellikle dorsal vagal kompleks ve lokus seruleus gibi
beyin sap1 bolgelerinde sentezlenir. Bu bolgelerden ¢ikan norepinefrin sinyalleri,
kaudal olarak omurilige; rostral yonde ise hipotalamus, talamus ve korteks gibi beyin
bolgelerine uzanir. Bu genis projeksiyon agi, norepinefrinin hem otonomik diizenleme
hem de davranissal yanitlar {izerinde ¢ok yonlii etkiler olugturmasini saglar.

Kemirgenlerde yapilan ¢alismalarda, norepinefrin enjeksiyonunun PVN'deki
anoreksijenik bolgeleri inhibe ederek hiperfajiye yol agtigi gézlenmistir. Bu durum,
norepinefrinin hipotalamustaki roliiniin, enerji alimin1 diizenleyen ndronlarla olan
etkilesimine bagli oldugunu gostermektedir.

Leptin geni bulunmayan ve bu nedenle obezite gelistiren (ob/ob) fare

modellerinde, PVN ve LH’de yiiksek norepinefrin seviyeleri tespit edilmistir. Bu
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bulgu, leptin eksikliginin norepinefrin sinyalini artirarak, istah1 kontrol eden
mekanizmalart bozabilecegini ve bu nedenle asir1 yeme davranisina katkida

bulunabilecegini diisiindiirmektedir (Oltmans, 1983; Schwartz ve ark., 2000).

2.2.4.3. Dopamin

Dopamin MSS’de 6nemli bir norotransmitterdir ve tirozin amino asidinden
gretilir (Morton, Cummings, BaskinBarsh & Schwartz, 2006). Hipotalamusta
dopaminerjik néronlar, 6zellikle ARC, DMH ve LH'de bulunur (Baik, 2021).
Hipotalamustaki dopaminerjik néronlar, ARC’deki GABAerjik ve POMC ndronlari
ile iletisim kurar ve PVN ile LH'ye projeksiyon yapar (Negishi ve ark., 2020).

Domanin reseptorlerinden DR1, suprakiazmatik ¢ekirdek, PVN, LHA, VMH
ve DMH'de bulunurken, DR> ise LHA, PVN, VMH ve ARC'de ifade edilir (Baik,
2021). Dopaminin beslenme tiizerindeki merkezi etkisi, hangi ¢ekirdekte, hangi
reseptoriin devreye girdigine ve viicudun genel enerji durumuna baglidir (Ramos,
Meguid, Campos & Coelho, 2005). Dopamin, PVN ve ARC'deki NPY néronlarindaki
DR2’ye baglandiginda, bu néronlar1 inhibe eder. Bunun sonucunda NPY seviyeleri
diiser ve NPY, DMH’deki NPY reseptorlerine baglanamaz. Bu durum, DMH nin
uyarilmasini engeller ve besin alimi azalir (Baik, 2021; Crowley ve ark., 2005).

Ayrica dopamin, POMC noronlarindaki DR;: reseptorlerine baglanarak bu
noronlar1 aktive eder. POMC, MCR4 araciligiyla DMH’deki oreksijenik sinyalleri
inhibe eder. Sonug olarak, farelerde dolayli etkilerle besin alimi baskilanir (Zhang &
Van Den Pol, 2016).

2.2.4.4. Asetilkolin

Lateral hipotalamusa lokal nikotin inflizyonlari, besin alimini azaltabilir
(Yang, Blaha, Meguid, Oler & Miyata, 1999). Lateral hipotalamus dilimlerinde
yapilan ¢alismalarda, nikotin uygulamasinin GABAerjik ndrotransmisyonu artirdigi
gorilmiistir (Jo, Wiedl & Role, 2005). Nikotin hipotalamusun diger bélgelerinde de
besin alimiyla iligkili noropeptidlerin ekspresyonunu degistirir. Ornegin, beyine

enjekte edildiginde besin alimini artiran NPY ile tokluk sinyalleri ile iliskili CART
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gibi noropeptidlerin ekspresyonu, nikotin maruziyeti ile dinamik olarak diizenlenir
(Calarco, Lee & Picciotto, 2017; Chen ve ark., 2008; Fornari ve ark., 2007; Frankish
ve ark., 1995; Li ve ark., 2000; Martinez de Morentin ve ark., 2012).

Nikotin ARC’deki hiicrelerin atesleme hizini artirabilir. Ancak nikotinin sinyal
degisikliklerini nasil diizenledigi ve bu mekanizmanin besin alimini azaltmaya nasil
yol agtig1 heniiz tam olarak anlagilmig degildir. Nikotinin bu etkileri, hipotalamustaki

farkli noral aglar ve ndropeptid sistemleri ile etkilesimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

2.2.5. Besin aliminin diizenlenmesinde gorevli peptitler

Besin alimini kontrol eden peptitler sadece MSS’de degil aym1 zamanda
sindirim sistemi ve yag dokusu gibi periferik organlarda da sentezlenir ve salgilanir.
Sindirim sisteminden yirmiden fazla farkli peptit salgilanir ve bu peptitler hem lokal
hem de sistemik etkiler gosterir.

Sindirim sisteminde {retilen bu peptitler, mide ve ince bagirsaklarin
hareketliligini diizenleyerek gastrik distansiyona (midenin genislemesi) ve bagirsak
gecis siiresinin uzamasina neden olur. Bu siirecler, 6&iinler arasindaki tokluk hissini
uzatarak beslenme davranisini etkiler.

Periferik peptitler yalnizca lokal etkilerle sinirli kalmaz; MSS {izerinde de
onemli rol oynar. Hipotalamustaki sinyalleri diizenleyerek besin alimini dogrudan
etkilerler (Sam, Troke, Tan & Bewick, 2012).

Peptitlerin Siniflandirilmas:

Besin alimini diizenleyen peptitler iki temel kategori altinda siniflandirilabilir:

1. Ekspresyon Yerlerine Gore:
o Merkezi Peptitler: MSS’de sentezlenen peptitler.
o Periferik Peptitler: Sindirim sistemi ve yag dokusunda iiretilen

peptitler.

2. Beslenme Davranisina Etkilerine Gore:
o Oreksijenik Peptitler: Istah1 artiran peptitler.
o Anoreksijenik Peptitler: Istah1 azaltan peptitler.

Bu siniflandirma, besin aliminin fizyolojik kontrol mekanizmalarini anlamak

icin 6nemlidir. Tablo 1, bu peptitlerin siniflara gére drneklerini ve etkilerini detayli bir
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sekilde aciklamaktadir. Bu sistematik yaklagim, beslenme diizeninin biyolojik

temellerini kavramada temel bir rehber olusturur (Tablo 1).

Tablo 1. Besin alimi ve enerji homeostazi iizerine etkili peptitler.

Sentezlenip salindiklari lokasyona gore

Merkezi Peptitler

Periferik Peptitler

Oreksijenik
peptitler

AgRP
NPY

MCH

Oreksin

Galanin
Galanin-benzeri peptit
Serebellinl

Ghrelin

Anoreksijenik
peptitler

CART

o-MSH

GLP1 ve GLP2
CRH
Norotensin
Nesfatin
Noronostatin

Leptin

PYY

GLP-1
Oksintomodiilin
Kolesistokinin
Pankreatik polipeptit
Glukagon

Etki Mekanizmalarma Gore

[nsiilin
Bombesin
Obestatin

2.3. Glukoz Homeostazi

Glukoz viicudun enerji ihtiyacini karsilayan en temel maddelerden biri olup,
sindirimi, dokulara alimi, karacigerde depolanmasi ve gerektiginde kana geri salinmasi
gibi siirecler titizlikle diizenlenir. Kan glukoz seviyesinin giin boyunca genellikle sabit
kalmasi, glukoz homeostazisi olarak adlandirilan karmasik bir fizyolojik
mekanizmanin sonucudur. Bu mekanizma, bir¢ok organin bir arada ve uyum iginde
caligmasimi gerektirir. Glukoz homeostazinda karaciger, pankreas, kaslar ve yag
dokusu kritik 6neme sahiptir. Bu organlarin koordinasyonunu ise insiilin, glukagon,
kortizol, epinefrin ve biiyiime hormonu gibi endokrin hormonlar saglar (Tucker & Tan,
2017).

Glukoz metabolizmasinin diizenlenmesi, glukoz homeostazint korumada
merkezi bir rol oynar ve hormonlarin bu siiregteki etkisi oldukga biiyiiktiir (Ramnanan,
Edgerton & Cherrington, 2012). Pankreasin beta hiicrelerinden salgilanan insiilin,
kandaki glukoz seviyesinin artisiyla aktive olur ve glukozun hiicre i¢ine alinmasin
destekler. Bu siire¢ viicutta hem hormonal hem de ndronal diizenleyici mekanizmalari
harekete gegirir. Geleneksel olarak glukoz homeostazisinin yalnizca periferik

mekanizmalarla kontrol edildigi diisliniilse de son arastirmalar ndronal kontrol
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sistemlerinin bu siiregteki Onemini ortaya koymustur. Ozellikle kan glukoz
seviyelerindeki degisikliklerin kontroliinde noronal mekanizmalarin dikkate
alinmasinin, tedavi yaklasimlarini daha etkili hale getirebilecegi belirtilmektedir

(Dunning & Taborsky, 1991).

2.3.1. Karacigerin rolii

Glukoz homeostazisinde pankreas, kas ve yag dokular1 6nemli islevlere sahip
olsa da karaciger bu siirecte merkezi bir rol istlenir. Karaciger hem glukoz iiretimi
hem de depolama islevi ile kan glukoz seviyesini diizenler. Gerektiginde glukozu
sistemik dolasima salarak kan sekerini artirir, gerektiginde ise glukozu dolasimdan
cekerek depolama yoluyla diisiiriir. Bu 6zelligiyle karaciger, kan glukoz diizeyinin
diizenlenmesinde kritik bir denge mekanizmasi olusturur.

Saglikl bireylerde, bazal (postabsorptif) durumda karacigerin glukoz iiretimi,
beyin ve insiiline duyarli dokularin glukoz tiiketimi ile dengede tutulur. Postabsorptif
donemde karacigerin saatte iirettigi yaklasik 10 gram glukozun 6 grami beyin
tarafindan, kalan 4 grami ise karaciger, kas ve yag dokular1 gibi insiiline duyarh
dokular tarafindan kullanilir. Bu siireg, kan glukoz seviyesinin normoglisemik aralikta
sabit kalmasini saglar.

Aglik durumunda kan glukoz seviyesinin diizenlenmesi, karbonhidrat
metabolizmasinin ¢ok yonlii ve karmasik bir siirecidir. Aglik siireci, postabsorptif
donem (yemek sonrasi 6-12 saat), kisa siireli aglik (12-72 saat) ve uzun siireli aglik (2
hafta veya daha uzun siire) olmak {izere {i¢ evrede incelenir. Postabsorptif donemde,
kan glukozunun ana kaynagi karacigerdeki glikojenin mobilizasyonudur. Kisa siireli
aclikta glikojenoliz hizlanir ve karacigerdeki glikojen rezervleri tamamen tiikkenir. Bu
stire¢ genellikle 12 saat i¢inde sona ererken, daha sonra glikoneogenez devreye girer
ve kan glukozu tiretimini siirdiirtir (Lindsey, Faloona & Unger, 1975). Bu asamada,
glukozun 6ncelikli olarak hayati organlar i¢in kullanilmasi saglanir.

Uzun stireli aclik doneminde, glikoneogenez daha da artar ve bu siireg, doku
proteinlerini korumay1 amaglar. Hiperglukagonemi, beynin enerji kaynagi olarak yag
asitleri ve keton cisimlerine yonelmesini tesvik eder. Serbest yag asitlerinin artisi,
periferik dokularin glukoz kullanimini kisitlar (Tai & Pek, 1976). Bununla birlikte,

keton cisimleri, MSS dahil olmak iizere bir¢ok doku i¢in alternatif bir enerji kaynagi
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saglar. Bu donemde glukagon seviyesindeki yiikselise bagli olarak bazal insiilin
salinimi azalir. Bu azalma, pankreatik [-hiicrelerin glukoza verdigi yanitin
zayiflamasiyla iligkilidir. Molekiiler diizeyde yapilan calismalar, postabsorptif
donemde SAMP seviyelerinin azaldigini (Javed & Fairweather, 2019) ve uzun siireli
aclikta glikokinaz aktivitesinin diistiigiinii ortaya koymaktadir (Agius, 2016).

Glukozun diizenlenmesinde karaciger hem ilkel hem de daha karmasik
mekanizmalar araciligiyla kritik bir rol oynar. Ilkel diizeyde, hepatositlerdeki glukoz
konsantrasyonu dogrudan karacigerin glukoz iiretimini kontrol eder. Yemek sonrasi
portal vendeki glukozun hepatositlere girisi, fosforilaz enziminin aktivitesini allosterik
bir mekanizmayla azaltir ve bu durum glikojenolizi inhibe ederek karacigerin glukoz
dretimini durdurur (hepatik inhibisyon). Kan glukoz seviyesi belirli bir esige
ulastiginda, hepatositler glukozu kullanmaya baslar. Endokrin diizenlemenin devreye
girmesiyle birlikte glikojen sentetaz aktivitesi artar; bu da glikojen depolanmasini
saglarken, glikoliz yoluyla enerji tiretimiyle kan glukoz seviyesi diisiiriiliir.

Endokrin sistem, karacigerin glukozu kana verme esigini belirlemede anahtar
rol oynar. Insiilin, bu esigi diisiiriirken, glukagon ve kortizol gibi kars1 diizenleyici
hormonlar kan glukoz seviyesini artirir. Aglik sirasinda, glukagonun artisi
glikojenolizi hizlandirarak karacigerden glukoz salimimimi uyarir. Glukagon
seviyesindeki 10 pg/ml’lik bir artis, hepatik glukoz liretiminde %25°1ik bir yiikselise
neden olabilir (Taborsky, 2010).

Daha gelismis organizmalarda, karacigerin glukoz tiretimini diizenleyen ilkel
ve hormonal mekanizmalara ek olarak, adrenal medulla ve MSS aracilifiyla ¢alisan
bir mekanizma daha bulunur. Bu mekanizma normal kosullarda degil yalnizca siddetli
hipoglisemi ya da yasami tehdit eden stres durumlarinda devreye girer. Ilkel
mekanizma karacigerin biyokimyasal ve enzimatik isleyisine dayanirken, endokrin
diizenleme c¢evresel degisimlere hizli adaptasyonu saglar. Acil nérohormonal
mekanizmalar ise hayati organlari, 6zellikle de MSS'y1, hipoglisemiye karsi korumay1
hedefler.

Siddetli stres veya hipovolemik sok gibi acil durumlarda, kaslarin artan glukoz
talebi karacigerin asir1 glukoz tiretimiyle dengelenir. Adrenerjik uyarilar, pankreastaki
adacik hiicrelerinden glukagon salgisini artirirken, insiilin salinimini baskilar. Bu

durum, beyin ve kaslar disindaki dokularin glukoz kullanimini azaltirken, kaslarin
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glukoz tiiketimini siirdiirmesine ve beyin i¢in gerekli glukozun korunmasina olanak
tanir.

Glukagonun fizyolojik seviyelerinin, yag dokusundan gliserol (Jensen, Caruso,
Heiling & Miles., 1989) veya kas dokusundan glukoneojenik amino asitlerin
(Kettelhut, Wing & Goldberg, 1988) mobilizasyonu iizerinde dogrudan bir etkisi
yoktur; bu diizenleme esas olarak insiilin seviyesindeki azalmadan kaynaklanir
(Taborsky, 2010).

Agir hipovolemik sok durumunda, karaciger glukoz tliretimini artirarak hayati
organlarin enerji ihtiyacini karsilar. Hipovolemik sok serebral kan akisini azaltirken,
ylikselen arteriyel glukoz seviyeleri, azalan kan akimina ragmen beyin dokusuna
yeterli glukoz tasinmasini saglar (Tai & Pek, 1976). Beyin, bu siiregte pankreas adacik
sistemini kontrol ederek glukagon salgisini artirirken, insiilin saliverilmesini baskilar
(Sandoval, Obici & Seeley, 2009). Ayrica biiyiime hormonu, B-endorfin ve kortizol
gibi stres hormonlari, glukagon saliverilmesini destekler. Ozellikle kortizol,

glukagonun karaciger {izerindeki etkisini gii¢lendirir (Unger, 1981).

2.3.2. Kas dokusunun rolu

Viicuttaki en biiylik organ olan iskelet kasi glukoz homeostazini saglamada
kritik bir rol oynar. Yemekten sonra insiilin tarafindan uyarilan glukoz aliminin ana
merkezidir. Saglikli bir insan iskelet kas1 glukoz infiizyonu sonrasi glukozun yaklasik
%75’ini kullanir. Ornegin fizyolojik hiperinsiilinemi durumunda, bacak kas1 glukoz
alimi1 zamanla dogrusal olarak artar ve yaklasik 10 mg/kg’lik bir plato degerine ulasir
(Thiebaud ve ark., 1982). Insiiline direng gelismesi durumunda bu sistemin
hasarlandig1 bildirilmistir (DeFronzo, Ferrannini, Sato, Felig & Wahren, 1981, 1985).

Fiziksel egzersiz sirasinda saliverilen insiilin sinerjistik etki gostererek
glukozun iskelet kasinda depolanmasini saglar (DeFronzo ve ark. 1981a). Iskelet kas
kiitlesinin kayb1 diyabet ile iliskilidir. Tip 1 diyabetteki insiilin yetersizligi
katabolizmay1 artirarak ciddi kas ve yag doku kaybina yol agar (Koopman & van Loon,
2009).
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2.3.3. Yag dokusunun rolii

Aclik durumunda plazma glukoz, amino asit ve triagilgliserol seviyeleri
diiserken, insiilin salinimi azalir ve glukagon salinimi artar. Insiilin/glukagon
oranindaki bu diisiisle birlikte, dolagimdaki glukoz seviyesi korunabilmek i¢in sirayla
triacilgliserol, glikojen ve protein yikimi gerceklesir. Bu siirecte karaciger, yag
dokusu, kas ve beyin arasinda substrat degisimi gerceklesir. Bu degisim sayesinde
beyin ve glukoz bagimli dokular i¢in yeterli plazma glukoz seviyesi saglanirken, diger
dokularin enerji ihtiyaci yag dokusundan serbest birakilan yag asitleri ile karsilanir.
Ayrica karacigerde keton cisimlerinin Uretimi artar ve bu molekiiller dolasima
katilarak enerji ihtiyacini destekler (Winter, 2006).

Eger yag ve kas dokular1 insiiline duyarsiz hale gelir ve glukozu hiicre igine
alamazsa, kan sekeri seviyeleri yiikselir. Normalde bu durumda karaciger glukoz
dretimini durdurur ve fazla glukozu glikojen formunda depolar. Ancak insiilin
direncine sahip bireylerde karaciger, glukoz {iretimini siirdiiriir ve trettigi glukozu
kana salmaya devam eder. Insiilin direncinden etkilenen bir diger nemli doku ise yag
dokusudur. Yag dokusu yalnizca bir enerji deposu olmakla kalmaz, ayn1 zamanda
endokrin bir organ gibi islev goriir. Saglikli bireylerde instilin, yaglarin yag dokusunda
depolanmasini tesvik eder. Ancak insiilin direnci olan kisilerde, yag dokusu bu yaglar
hiicre i¢ine alamaz ve dolasima serbest yag asitleri salinir.

Kan glukoz seviyesinin diismemesi, dolagimdaki yaglarin temizlenememesi ve
serbest yag asitlerinin artisi, pankreasi daha fazla insiilin salgilamaya zorlar.
Pankreasin insiilin iiretimini daha fazla artirmasi miimkiin olmadiginda, kan glukoz

seviyesi yiikselir ve tip 2 diyabet gelisimi gézlemlenir.

2.3.4. Pankreasin roli

Pankreas hem ekzokrin hem de endokrin islevlere sahip bir karma bezdir.
Ekzokrin islevi, asinar hiicreler tarafindan sindirim sistemine iletilen pankreas salgisi
aracilifiyla gerceklestirilir. Pankreas dokusunun biiyliik bir kismimi (%90’dan
fazlasini) olusturan asinar hiicreler, sindirim enzimlerinin salgilanmasindan

sorumludur.
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Endokrin islev ise Langerhans adaciklarinda bulunan o ve P hiicrelerinin
salgiladig1 hormonlarla iligkilidir. a hiicreleri glukagon, B hiicreleri ise insiilin iiretir
ve bu hormonlar, kan glukoz diizeyinin diizenlenmesinde birbirine zit etkiler gosterir.
Ancak, Langerhans adaciklar1 pankreasin yalnizca %2'sini olusturur. Insiilin ve
glukagonun sentezi, saliverilmesi ve hedef hiicreler iizerindeki etkisi, glukoz
metabolizmasinin diizenlenmesinde kritik bir rol oynar. Ayrica bir¢ok diger hormon
ve molekiil, bu hormonlarin etkisini degistirerek kan glukoz diizeyini diizenler
(Biiyiikdevrim & Garibagaoglu, 1995).

Yemek tiiketimi sirasinda glukoz diizenlemesi, besinlerin emilimi ve sinirsel
ve hormonal mekanizmalarin etkisiyle saglanir. Vagus siniri, sefalik fazda insiilin
salgilanmasini uyararak insiiline duyarli dokularin glukozu daha etkili kullanmasini
kolaylastirir. Gastrointestinal hormonlarin enterik fazdaki etkisi de insiilin
salgilanmasini destekler. Ayrica sindirim sirasinda salgilanan somatostatin, besin
emilimi ve kullanimini dengeleyerek plazmada zararli birikimlerin 6nlenmesine
yardimci olur (Rodriguez-Diaz ve ark., 2011a).

Rodriguez-Diaz ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptig1 bir ¢alisma, fare ve
insan pankreasindaki otonomik innervasyonu immiinokimyasal yoOntemlerle
karsilagtirmistir. Arastirmada, adaciklar arasindaki sinir yapilarinda belirgin
farkliliklar oldugu gosterilmistir. Fare pankreasinda parasempatik aksonlardan gelen
kolinerjik uyarilar, a ve B hiicrelerinin sayisini azaltirken, insan pankreasinda bu tiir
bir etkinin nadir oldugu belirtilmistir. Farelerde sempatik aksonlar glukagon ve
somatostatin salgilayan hiicrelerin cevresinde yogunlasirken, insan pankreasinda
sempatik aksonlar endokrin hiicrelerle dogrudan temas etmez. Bunun yerine, damar
diiz kas hiicrelerinin i¢ yiizeyine yayilir. Bu farkliliklar, insanlarda sempatik sinir
sisteminin insiilin salinimini dogrudan degil, adacik arteriollerinin vazokonstriksiyonu
yoluyla dolayli olarak kontrol ettigini diisiindiirmektedir (Rodriguez-Diaz ve ark.,
2011b).

Glukagon saliverilmesi etkileyen faktorler ve bu faktorlerin baskinlik
siralamalart heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bununla birlikte, glukagon
saliniminin  kontroliinde hem lokal adacik mekanizmalarinin hem de MSS’nin
etkilerinin rol oynadig: diisiiniilmektedir. Yapilan arastirmalar, 6zellikle hipoglisemi

sirasinda  glukagon saliniminin otonom sinir sistemi araciligiyla farkli yollarla
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diizenlendigini gostermektedir. Kan glukoz seviyesinin yaklagik 80 mg/dl’ye diistigi
durumlarda, adacik hiicrelerinden insiilin salinimi azalir. Ancak bu seviyenin altina
inildiginde otonomik sinir sisteminin etkileri artar.

Ik olarak, kan sekeri diisiisiine kars1 parasempatik sistem aktive olur. Daha
sonra sempatoadrenal sistem devreye girerek dolagimdaki katekolaminlerin artmasina
neden olur. Kan glukoz diizeyi 40 mg/dI’nin altina indiginde ise sempatik pankreas
aktivasyonu baslar ve glukagon salinimi daha belirgin hale gelir (Taborsky &
Mundinger, 2012).

Pankreasin sinirsel innervasyonu 19. ve 20. ylizyilin baslarinda tanimlanmistir.
Ekzokrin ve endokrin pankreas sekresyonlarinin diizenlenmesinde parasempatik ve
sempatik sinir sistemlerinin 6nemli roller listlendigi gosterilmistir. Parasempatik sinir
sistemi, insiilin salintmim artirirken, sempatik sinir sistemi glisemiyi ylikseltmek

amaciyla insiilin salgisini baskilar ve glukagon salinimini uyarir.

2.3.4.1. Insiilin

Langerhans adaciklarinda yer alan -hiicreleri, pankreasin endokrin
fonksiyonunu yerine getiren en 6nemli yap1 taslarindandir. Bu hiicreler, %70-80
oraninda adaciklarin biiylik bir kismini olusturur ve insiilin hormonunu sentezler.
Insiilin, 51 amino asitten olusan bir polipeptittir ve proinsiilin ad1 verilen &nciil
formundan tiretilir. Proinsiilin, aktif insiilinin yaklasik %5°lik bir biyolojik aktivitesine
sahip olup, yar1 6mrii instilinden daha uzundur. Aktif insiilin haline doniisebilmesi i¢in
proinsiilinin C-peptid bélgesinin ayrilmasi ve distilfit baglarinin olusmasi gereklidir.

Insiilin  sentezi, pankreas P-hiicrelerinde bulunan insiilin  geninin
ekspresyonuyla baslar. Burada sentezlenen insiilin, depolanmadan 6nce graniillerde
birikir ve kan glukoz diizeyinin artistyla saliverilmesi uyarilir. ilk olarak hizli bir
insiilin saliverilmesi gerceklesirken, uyarinin devam etmesi durumunda gecikmis ve
daha uzun siireli bir insiilin iiretimi devreye girer. Glukoz, insiilin sentez ve saliniminin
birincil tetikleyicisidir. Pankreas B-hiicrelerinde, glukoz metabolizmasinin etkisi
otonomik sinir sistemi tarafindan saglanan kolinerjik uyarilarla birleserek insiilin
saliverilmesini artirir. Ayrica bazi bagirsak hormonlari, 16sin ve arjinin gibi amino
asitler ve sulfoniliire grubu ilaglar insiilin saliverilmesini tetikleyebilse de bu maddeler

dogrudan insiilin sentezini etkilemez.
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Insiilinin temel anabolik etkileri glukoz ve amino asitlerin hiicre zarindan
tasinmasi, karaciger ve kaslarda glikojen sentezi, glukozun trigliseritlere
doniistiiriilmesi ve niikleik asit ve protein sentezinin desteklenmesidir. Bu etkiler
baslica kalp kasi, ¢izgili kas hiicreleri, fibroblastlar ve yag hiicrelerinde gergeklesir.
Insiilin, hiicre zarindaki glukoz tasiyici tip 4 (GLUTA4) tasiyici proteinlerini aktive
ederek glukozun hiicre igine alinmasini ve tagima hizinin artirilmasini saglar (Savas &
Giiltekin, 2017).

Etki mekanizmasi ve reseptorlerine bakildiginda insiilin, hedef hiicrelerdeki
membran reseptorlerine baglanarak etkisini gosterir. Bu reseptorler, insiiline yiiksek
ozgiilliikkle baglanan glikoproteinlerdir ve bliylime faktorii reseptor ailesinin bir
iiyesidir. Reseptor, a ve B olmak iizere iki alt {inite igerir. Hiicre dis1 yerlesimli olan a-
alt tinite (135 kDa) instiline baglanirken, hiicre zarin1 gecen B-alt tinite (95 kDa) tirozin
kinaz aktivitesine sahiptir. Bu aktivite, insiilinin hiicre i¢i sinyal yollarin1 baglatmasini
saglar. Yag, kas ve karaciger hiicreleri, insiilinin biyolojik etkilerine en duyarli

dokulardir (Savas & Giiltekin, 2017).

2.3.4.2. Glukagon

Pankreasin o-hiicrelerinde sentezlenen 29 amino asitten olusan bir peptit
hormonudur. Temel olarak karacigerde metabolize edilir ve bobrekler yoluyla
plazmadan inaktive edilir. Glukagonun viicuda uygulama yoluna bagli olarak etkisinin
ortaya ¢ikis siiresi degiskenlik gosterir: intravendz (iv) uygulamada 5-20 dakika (dk),
intramiiskiiler uygulamada 30 dk, subkutan uygulamada ise 30-45 dk i¢inde etkisini
gostermeye baglar. Eliminasyon yar1 omrii, intravenéz (iv) uygulamada 8-18 dk,
intramiskiiler (im) uygulamada ise 26-45 dk arasinda degisir. Kisa yar1 omrii
nedeniyle tedavi amacl kullaniminda genellikle siirekli inflizyon tercih edilmektedir.

Glukagon salgilanmasi kan glukoz diizeyine gore diizenlenir. Hipoglisemi
durumunda saliverilmesi artarken, hiperglisemi bu salgiy1 baskilar. Glukagonun en
onemli etkisi, karacigerde glikojenin glukoz-6-fosfata yikilmasi (glikojenoliz) ve yeni
glukoz sentezi (glukoneogenez) siireclerini tetikleyerek kan glukoz seviyesini
yikseltmektir. Bu etki ¢esitli enzim aktiviteleri ve gen transkripsiyonunun
diizenlenmesi yoluyla gerceklestirilir ve insiilinin metabolik etkilerine karsit bir islev

goriir (Tura ve ark., 2019).
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Preklinik caligmalar, glukagon saliverilmesinin a-hiicrelerin iglevleri ve amino
asit metabolizmasi ile yakin bir iliski icinde oldugunu gdstermektedir. Glukagonun
hepatik amino asit dongiisii lizerindeki etkileri sayesinde iireajenez ve glukoneogenez
stireclerini destekledigi ve bu mekanizmanin yeni bir endokrin geri bildirim
dongiisiinii temsil edebilecegi one siiriillmektedir (Dean ve ark., 2017; Holst ve ark.,
2017; J. Kim ve ark., 2017).

Glukagon karacigerin yan1 sira ¢esitli dokularda da biyolojik etkiler gosterir.
Adipoz doku, kalp, pankreas B-hiicreleri, gastrointestinal sistem, tiroid, bobrekler ve
MSS gibi ekstrahepatik dokular iizerinde de fonksiyonlari bulunmaktadir (Authier &
Desbugquois, 2008). Ozellikle sigan ¢alismalarinda, glukagon reseptdrlerinin en yiiksek
seviyede karaciger ve bobreklerde, daha diisiik oranlarda ise kalp, yag dokusu, dalak,
adrenal bezler, pankreas ve beyin gibi dokularda bulundugu tespit edilmistir.

Glukagon kan-beyin bariyerini gegebilen bir hormon olarak, beyinde 6zellikle
olfaktdr tiiberkiil, hipokampiis, anterior hipofiz, amigdala, septum, medulla, talamus,
olfaktér bulbus, hipotalamus ve beyin sap1 gibi bolgelerde reseptorlere baglanir
(Hoosein & Gurd, 1984; Rodbell ve ark., 1971). Beyindeki etkileri, klasik sinyal
yollar1 araciligiyla gergeklesir. Bu mekanizmalara, SAMP ve protein kinaz A (PKA)
gibi ikinci haberci sistemlerin aktivasyonu dahildir (Tengholm & Gylfe, 2017).

Glukagonun periferal glukoz homeostazindaki rolii oldukc¢a kapsamli bir
sekilde incelenmis olsa da MSS {iizerinden yapilan uygulamalarinin periferal glukoz
metabolizmasina etkileri konusunda sinirli sayida arastirma bulunmaktadir. Bu konuda
yapilan c¢alismalar genellikle hayvan modelleriyle smirli kalmistir (Brubaker &
Drucker, 2002; Christophe, 1995).

MSS’de glukagon ve proglukagondan tiiretilen peptitlerin baglandig1 glukagon
reseptorleri, beyinde yaygin bir ekspresyon gdstermektedir. Ozellikle beyin sap1 ve
hipotalamus bu reseptorlerin etkilerinin en sik gdzlemlendigi bolgeler arasinda yer alir
(Campos ve ark., 1994; Drucker & Asa, 1988).

Ayrica glukagonun MSS’de beyin-karaciger ekseni lizerinden istah diizenleme
merkezlerine etki ederek besin alimmi degistirebildigi ve bu yolla glukoz
homeostazini diizenledigi one siiriilmektedir. Ancak glukagonun MSS’deki etkilerinin
periferal etkileriyle zit kosullarda nasil bir etkilesim gosterdigi ve 6zellikle insiilin ile

olan kompleks iligkisi heniiz tam olarak aydinlatilamamustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar

Calisma icin Bursa Uludag Universitesi (BUU) Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan (HADYEK) onay alind1 (15.06.2021 tarih ve 2021-08/01 sayili karar).
Deney hayvanlar1 temini BUU Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Birimi
(DENHAB)’nden saglandi.

Yapilan calismada 74 adet 300-350 gram agirliginda, 4-6 aylik Sprague-
Dawley tiirli erkek sican kullanildi. Deney 6ncesinde 4°lii gruplar halinde tutulan
sicanlar ad libitum beslendi. Siganlar 20-24°C sicaklik, %50+10 bagil nem ve 12 saat
aydinlik-12 saat karanhik (07:00-19:00 aras1 aydinlik) dongiiye sahip odada
barindirildi. Deneyler Amerikan National Institutes of Health (NIH) tarafindan
yayimlanmis “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” adli kilavuz

dogrultusunda yapildi.

3.2. Arteryel Kateter ve Intraserebroventrikiiler Kaniil Implantasyonu

Siganlar bir indiiksiyon kabina yerlestirilerek Sevofluran (%100 02/%3-5
sevofluran) ile anestezi altina alindi. Anestezi derinliginin kontrolii i¢in pedal ¢ekme
testi uygulandi. Siganlarin arka ayaklar1 pens ile sikistirilarak agr1 duyup
duymamalarina gore cerrahi islemlere baslandi. Sicanlardan kan almay1 kolaylastiran
bir yontem olan arteryel kateterizasyon i¢in esnek, i¢ ¢ap1 0,76 mm ve dis ¢ap1 1,22
mm olan polietilen (PE 60) tiip (kateter) kullanildi. Kateter 20 cm uzunlugunda kesildi
ve bir ucu helezon yay olusturmak igin bir enjektdriin iistiinde 2 tur sarildiktan sonra
once sicak su i¢inde 5 saniye ve takiben soguk su igerinde 5 saniye tutuldu. Kateterin
ici 250 U/ml heparin bulunan serum fizyolojik (SF) ile dolduruldu ve helezon olmayan
ucu yakilarak kapatildi. Karotise yerlestirilecek olan helezonlu ug ise 1 cm olacak
sekilde 45° ac1 ile kesildi ve ucu kiitlestirildi.

Cerrahi prosediirde, si¢anlar supin pozisyona getirildi ve ensesinin altina bir
yiikselti konularak boynun yan tarafi tamamen goriiniir hale getirildi. Sicanin
boynunun 6niinde medyan bir cilt insizyonu yapildi. Yiizeyel yag dokular ayrilarak

sternohyoid ve sternomastoid kaslar goriiniir hale getirildi. Sol sternomastoid kas ile
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sternohyoid kas arasindan karotid tiggeni goriildii. Karotis kommunis arter ile bulunan
vagus sinirine zarar vermeden karotis kommunis izole edildi. Bu damarin kaudalinden
gegirilen ipek iplik ile damar gerdirilerek damardaki kan akimi durduruldu. Karotis
kommunisin kraniyali ipek iplik ile baglanarak kan akis1 geri dondiiriilemez sekilde
durduruldu. Damar makasi ile damarin orta hatt1 tizerinde kiigiik bir insizyon agildi.
Acilan insizyona, iginde 250 U/ml heparin bulunan PE60 kateter yerlestirilerek 4-0
ipek iplik ile damara sabitlendi. Kateterin ucunda kalp atiminin varligi dogrulandi.
Takiben kateter ¢evre bag dokuya sabitlendi ve kateterin diger ucu deri altindan
ilerletilip sicanin ense bolgesinden c¢ikarildi. Ense bolgesinden ¢ikan kateter halka
seklinde kivrilarak hayvanin erisemeyecegi sekilde ensesine iki dikis ile sabitlendi ve
acilan insizyon hattt dikildi (Sekil 13).

Ayni seansta isv yolla ila¢ uygulamak amaciyla sicanlarin sag lateral
ventrikiiliine bir kilavuz kaniil implante edildi (Sekil 13). Anestezi altindaki sigan
stereotaksik alete yerlestirildikten sonra kafa derisinde 2 cm boyunda bir insizyon
acilarak kafatasi goriiniir hale getirildi. Kafatasindaki kanamanin durmasi i¢in agilan
bolgeye vazokonstriksiyon saglayan adrenalin damlatildi. Kafatasindaki fasya ve kan
temizlendikten sonra, bregma goriiniir hale geldi ve bregmanin 1,5 mm laterali ile 0,8
mm posteriorunun ¢akistig1 noktaya ince bir matkap yardimiyla bir delik acildi. Bu
delige 21G paslanmaz celik igne uglarindan hazirlamis oldugumuz, kafatasi altinda
kalin kisminin uzunlugu 2 milimetre olacak sekilde kesilen bir kilavuz kaniil
yerlestirildi. Takiben kaniil dis¢i akriligi ile kafatasina sabitlendi. Kilavuz kaniilden
enjeksiyon yapmaya olanak saglayan enjeksiyon aparati da yine el yapimi olarak
hazirlandi. Dental igneden (28G) hazirlanan enjeksiyon aparatinin uzunlugu 4,5 mm
olarak ayarlandi. Kilavuz ve enjeksiyon kaniilleri boliimiimiizde yillardir el yapimi
olarak imal edilmektedir ve bu konuda bdliimiimiiziin yeterli tecriibesi bulunmaktadir.
Isv kaniil implantasyonunda kullanilan koordinatlar i¢in Paxinos ve Watson’un Sican
Beyin Atlas1 referans alindi.

Karotis kateterizasyonu ve isv kaniil implantasyonu ayni giin icinde
gerceklestirildi ve cerrahinin bitimini takiben siganlar ayr1 kafeslerde barindirildi.
Anestezi etkisinden ve cerrahinin yaratmis oldugu stresten c¢ikmalart i¢in bir giin

dinlenmeleri saglandi. Sicanlar 16 saat a¢ birakildiktan sonra dl¢iimlere baslandi.
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3.3. Intraserebroventrikiiler flac Uygulamasi

Cerrahi yapilan hayvanlar bir glin dinlendirildikten sonra ertesi giin uyanik ve
serbest hareket halinde iken 20x20 c¢cm 6l¢iilerinde kutulara alindi ve 30 dk boyunca
sakinlesmeleri beklendi. Takiben siganlara kilavuz kaniil araciligiyla isv olarak SF ve
SF igerisinde ¢dziilmiis iiridin, UMP, UDP veya UTP uygulandi. Isv enjeksiyonlar,
laboratuvarimizda 28G paslanmaz c¢elik igneden hazirlamis oldugumuz
mikroenjeksiyon aparatinin isv kaniil icerisine yerlestirilmesi ile gergeklestirildi.
Enjeksiyon aparatinin giris kismina polietilen (PE20) kateter ve kateterin diger ucuna
Hamilton enjektorii takildi ve kaniiliin ici enjekte edilecek ilag ve/veya ilacin ¢oziiciisii
ile dolduruldu. Bahsi edilen ilaglar Hamilton enjektorii ile PE20 kateter igine 5
mikrolitre hacimde ¢ekildi ve enjeksiyon aparati sicanin kafasindaki kilavuz kaniil
icine yerlestirildi. Sabit hizda enjeksiyon yapabilen bir pompa (CMA Microdialysis
AB, Kista, Sweden) yardimiyla ilaglar 5 pl/dk hizinda sag lateral ventrikiile enjekte
edildi (Sekil 13).

Mekanizma arastirmalari i¢in P2Y > reseptor antagonisti olan ARC-118925XX,
P2Ys reseptor antagonisti olan MRS2578 ve P2Y14 reseptor antagonisti olan PPTN
hidrokloriir iiridin ve niikleotidlerinin enjeksiyonundan 15 dk 6nce ayn1 yontemle sag
lateral ventrikiile enjekte edildi (Sekil 13). Antagonistlerin ¢oziiciisii olarak Dimetil
stilfoksit (DMSO) kullanilda.
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Sekil 13. Deney akis semasi (Biorender ile hazirlanmigtir).

3.4. Kullanilan laclar

Metabolik ve noroendokrin etkileri incelenen iiridin, UMP, UDP ve UTP SF
icinde ¢oziilerek 5 pL. hacimde 1 pmol dozunda isv olarak enjekte edildi. Kontrol
grubunda ise isv olarak 5 uLL hacimde SF enjeksiyonu yapildi.

UDP ve UTP’nin muhtemel etkilerinin altinda yatan mekanizmalar1 arastirmak
amaciyla bu niikleotitler tarafindan uyarilabilen P2Y reseptorlerine 0zgii segici
antagonistler kullanildi. UTP ile uyarilabilen P2Y> reseptoriiniin secici antagonisti
ARC-118925XX (0,1 pumol/5 pL), UDP ile uyarilabilen P2Y¢ reseptoriiniin secici
antagonisti MRS2578 (1 pmol/5 pL) ve yine UDP ile uyarilabilen P2Y 14 reseptoriiniin
secici antagonisti PPTN hidrokloriir (1 pmol/5 pL) dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde
¢oziilerek UDP veya UTP enjeksiyonundan 15 dk once isv olarak enjekte edildi.
Calismada kullanilan antagonist dozlar1 6nceki ¢aligmamizda (Cansev ve ark., 2015)
P2Y reseptorlerini bloke ettigi tespit edilen dozlardir. Kullanilan antagonistlerin
¢Oziciisii olarak kullanilan %0,1 DMSO’nun muhtemel etkileri DMSO+UDP ve
DMSO+UTP gruplarinda ayrica incelendi.
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3.5. Deney Gruplari

Etken madde ve antagonist gruplari olmak iizere toplamda 10 grup olusturuldu.
Her bir grupta 6 sigan kullanildi. Etken madde gruplari; SF, tiridin, UMP, UDP ve UTP
grubu olmak tizere 5 grupta ¢alisildi. Antagonist gruplari: PPTN Hidrokloriir + UDP,
MRS2578 + UDP, ARC-118925XX + UTP, DMSO + UDP ve DMSO + UTP grubu
olmak iizere 5 grupta ¢aligildi. Deney siiresince 14 hayvan kateterinin tikanmasi ya da

nobet gecirmesi sebebiyle deney dis1 kaldi.

3.6. Kan Sekeri Olciimii ve Kan Orneklerinin Toplanmasi

Enjeksiyonlar baglamadan hemen 6nce (agonist gruplari i¢in 0. dk, antagonist
gruplari i¢in -15. dk) ve enjeksiyon sonrasinda belli zaman araliklarinda (5, 10, 15, 20,
30, 45 ve 60. dk) Optima Seker Olgiim aleti kullamlarak kan sekeri degerleri dl¢iildii.
Bu islem icin kateter klemplendi ve klemp gevsetilerek glukometreye ilistirilmis kan
sekeri stripleri lizerine bir damla kan damlatilmasi suretiyle anlik olarak kan sekeri
Olgtimii yapild1 (Sekil 13).

Ayrica enjeksiyonlar baslamadan hemen once (agonist gruplari ig¢in 0. dKk,
antagonist gruplari i¢in -15. dK) ve enjeksiyon sonrasinda belli zaman araliklarinda (5,
10, 30 ve 60. dk) mikrosantrifiij tiipleri i¢ine 1 ml kan alindi. Siganlarin hemorajik ya
da hipotansif soka girmelerini 6nlemek adina, kan alinan zaman noktalarinda, alinan
kan hacmi kadar SF arteriyel yolla si¢ana geri verildi. Takiben kateterin i¢i heparinli
SFile dolduruldu. Alinan kan 6rnekleri 5 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilerek serumlari
ayrildi ve serumlar analizlere kadar -80°C derin dondurucuda saklanmak {izere
kaldirildi. Agonist enjeksiyonundan 90 dk sonra deney hayvanlari immiinohistokimya

calismalari i¢in perfiize edildi (Sekil 13).

3.7. ELISA Kit Olgiimleri

Serumlardan ticari kitler yardimiyla insiilin, glukagon, ghrelin ve leptin
analizleri yapildi. Bu amagla sigan uyumlu ELISA kitler (BT-LAB, Shanghai Korain
Biotech Co., Ltd, Cin Halk Cumhuriyeti) kullanildi. Calismaya baslamadan 6nce Kitler

ve -80°C buzdolabinda saklanan serum ornekleri oda sicakligina getirildi. ELISA
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igerisinde bulunan kit protokoliine uyularak spektrofotometrik mikroplate okuyucu

(Siemens pQuant, BioTek Instruments, Inc. USA) ile 450 nm dalga boyunda 6l¢iim

yapildi. Bu amagla:

= Standartlar seri diliisyon ile 5 konsantrasyon noktasi olacak sekilde ayarlandi.
Leptin i¢in 0,75; 1,5; 3; 6; 12 ng/ml; Ghrelin i¢in 400, 800, 1.600, 3.200, 6.400
ng/L; Insiilin igin 1,5; 3, 6; 12; 24 mIU/L ve Glukagon igin 40, 80, 160, 320, 640
ng/L.

= Kit igerisinden c¢ikan 96-kuyucuklu plate kullanilarak hazirlanan standartlar
duplike olacak sekilde her kuyucuga 50 pl kondu, blank olarak iki kuyucuga
sadece 50 ul standart diliient kondu.

= Kalan kuyucuklara 40 pl serum 6rnegi kondu ve tizerlerine 10 pl Biotinylated-
Antibody eklendi.

= Blank hari¢ diger kuyucuklara 50 pul Streptavidin-HRP soliisyonu kondu ve
plate’in tistii kapatilarak 37°C 60 dk inkiibe edildi.

» Inkiibasyon sonrasi plate ters cevrilerek icleri bosaltildi ve 25 kat seyreltilmis
yikama soliisyonuyla her seferinde 300 ul olacak sekilde bes kez yikandi. Son
yikamada kuyucuklarin i¢lerindeki sivi su trompu yardimiyla ¢ekildi.

= Yikama sonrasi karanlikta her kuyucuga Substrat A soliisyonu ve substrat B
soliisyonlarindan 50 pl eklendi, {izeri kapatilarak 37°C 10 dk inkiibe edildi.

* [nkiibasyon sonunda tiim kuyucuklara 50 pl Stop soliisyonu eklenerek rengin

maviden sartya degistigi gozlendi.

= 450 nm’de mikroplate okuyucuda okutularak analizler gerceklestirildi.

3.8. Immiinohistokimya
3.8.1. Dokularin perfiizyon fiksasyon islemi ile hazirlanmasi

Isv enjeksiyondan 90 dk sonra sicanlar transkardiyak perfiizyon fiksasyon
islemi i¢in derin eter anestezisine alindi. Siganlarin torakslari agilarak, kalp apeksinden
aortaya kateter yerlestirilip sabitlendi. Dolagim sisteminin kandan arindirilmasi i¢in
perfiizyon pompasi yardimiyla kateter igcerisinden %0,9 serum fizyolojik génderilerek
perfiizyon islemi gergeklestirildi. Sonrasinda her si¢an i¢in giinliik hazirlanan 400 mi

fiksatif kullanilarak perfiizyon fiksasyon islemi tamamlandi. Fiksatif olarak kullanilan
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%4’liik paraformaldehit soliisyonu! 0,13 M fosfat tamponu? ile hazirland. Cikarilan
beyinler ayni fiksatif igerisinde +4°C’de bir gece post-fiksasyona birakildi. Post-
fiksasyon sonrasi beyinlerden vibratom ile 5 seri halinde 40 um kalinliginda koronal
kesitler alindi. Daha sonra bu kesitler 0,05 M Tris-HCI tamponu® ile yikanarak
fiksatiften arindirildi ve ilgili boyamanin baslatildigi doneme kadar saklanmak iizere

kriyoprotektan* iginde -20°C’de saklandh.

3.8.2. Immiinohistokimyasal yontemlerde uygulanan genel kurallar

Indirekt immiinoperoksidaz yontemi ile isaretlemeler yapild:. islemlerin tiimii
cam viallerin iginde bulunan yiizen Kesitler tizerinde gergeklestirildi. Kesitlerin
inkiibasyon ve yikama islemleri, orbital sallayici yardimi ve uygun ajitasyonla
gerceklestirildi. Yontemdeki temel basamaklardan olan nonspesifik baglanmayi
bloklama islemi ve primer antikor inkiibasyonundaki ara basamaklar disinda kesitler
0,05 M’lik Tris-HCI tamponu ile yikandi. Nonspesifik baglanmay1 énleme ve primer
ve sekonder antikorlarin diliisyonu icin bloklayici tampon® olarak Tris-HCI
tamponunda hazirlanan %10’luk bloklama serumu kullanildi.

Calismada kullanilan primer antikorlarin (Tablo 2) immiinohistokimyasal
olarak ikili isaretleme yapilmadan 6nce optimizasyon g¢alismalari1 yapildi. Bunun igin
uygun diliisyon, inkiibasyon siiresi ve sicakligi belirleme islemleri gergeklestirildi.
Optimizasyon sonunda elde edilen degerler Tablo 3’te kisaca 6zetlenmistir. Kullanilan

sekonder antikorlar ile ilgili ayrmntilar Tablo 4’te verilmistir. Ikili indirekt

1 %4°liik Paraformaldehitin Hazirlamisi: 100 ml distile suda 20 paraformaldehit magnetik karistirict
ve 1sitict tizerinde 58°C’ye kadar 1sitilarak ¢oziiliir. Soliisyon berraklagincaya kadar 1 N NaOH ilave
edilir. Filtre kagidindan siiziildiikten sonra 0,13 M’lik fosfat tamponu ile 1 L ye tamamlanir. pH 6l¢timii
yapilarak konsantre HCI ya da 1 N NaOH ile son pH 7,4’¢ ayarlanir.

2 Sorenson’un Fosfat Tamponunun Hazirlamsi: Soliisyon A [Na;HPO412H,0 (0,13 M)] 46,54 g/L,
Soliisyon B [KH2PO4 (0,13 M)] 17,68 g/L. Her iki soliisyon buzdolabinda saklanir. Soliisyon A tizerine
soliisyon B eklenerek pH 7,4’¢ ayarlanir.

% Tris Tamponunun (0.05 M) Hazirlamsi: 6 gr Trizma base 1000 ml distile suda ¢6ziiniir. Konsantre
HCl ile pH 7,6’ya ayarlanr.

4 Kriyoprotektanin Hazirlamsi: 0,05 M Tris tamponu (500 ml), siikroz (300 g), etilen glikol (300 ml)
ve polivinilprolidon (10 g) kullanilir. Maddeler verilen siraya gore eklenir. Karigim distile suile 1 L’ye
tamamlanir.

® Bloklayicr Serum: inaktive halde bulunan %10’luk normal at serumu 56°C’lik sicak su banyosunda
aktive edilir. %0,1 sodyum azid ve %0,2 triton—X 100 eklendikten sonra karigim Tris tamponu ile 1
L’ye tamamlanir.
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immiinoperoksidaz teknigi ile isaretlenen kesitlerin kapatilmasinda DPX (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO) kullanildu.

Tablo 2. Kullanilan primer antikorlar

Antikor Uretici Firma Katolog no
Tavsan anti-c-Fos Millipore ABE457
Tavsan anti- P2Y2 reseptor Alomone labs APR-010

Tablo 3. Kullanilan antikorlarin optimize edilen diliisyonlari, inkiibasyon siireleri ve sicakliklari

Kullanilan Antikor Diliisyon Iinkiibasyon Siiresi inkiibasyon °C
Tavsan anti-c-Fos 1:10.000 1 gece Oda Sicaklig:
Tavsan anti- P2Y2 reseptor 1:750 1 gece Oda Sicaklig:

Tablo 4. Kullanilan sekonder antikorlar

Uretici Firma Kullanilan Sekonder Antikorlar

Jackson immunoresearch Biyotin konjuge esek anti-tavsan IgG (H+L) (711-065-152)

Merck Biyotin konjuge esek anti-tavsan IgG (AP182P)

3.8.3. Aktive olan néronlarda pirimidinerjik reseptorlerin belirlenecegi

immiinohistokimyasal boyamalarin yapilmasi

Pirimidinerjik reseptorleri eksprese eden noronlarin aktivasyonu, ikili indirekt
immiinoperoksidaz yontemiyle c-Fos immiinoreaktivitesinin varliginin gosterilmesi
ile degerlendirildi.

3.8.4. UTP’nin aktivasyon sagladig1 P2Y> reseptorii eksprese eden néronlarda ortaya

¢ikan noronal aktivasyonun belirlenmesi

= -20°C’deki kriyoprotektan madde i¢inde bekleyen yiizen kesitler dondurucudan
cikarilarak yaklasik 30 dk oda sicakliginda bekletildi.

= (Oda sicakligina gelen kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3x10 dk yikandu.

= Nonspesifik baglanmay1 baskilamak i¢in kesitler %10’luk normal at serumu ile
hazirlanan bloklama tamponunda 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

= Kesitler bloklama tamponunda 1:10.000 oraninda diliie edilen tavsan anti-c-Fos
antikoru ile 1 gece oda sicakliginda inkiibe edildi.

= Bloklayici tamponunda 1:300 oraninda hazirlanan biyotin isaretli esek anti-tavsan

sekonder antikoru ile 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.
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= Avidin biyotin kompleksi (ABC) soliisyonu (10 pL A ve 10 pL B soliisyonu/1ml
0,05 M Tris-HCI) ile 1 saat inkiibe edildi.

» Immiinohistokimyasal reaksiyonu ¢ekirdekte goriiniir hale getirmek igin substrat
kromojen soliisyonu Ni-DAB (2 g Nikel, 12,5 mg DAB, 1,3 uL H202/50 ml 0,05
M Tris-HCI) 20 dk uygulandi.

= Non-spesifik baglanmay1 baskilamak i¢in kesitler %10’luk normal at serumu ile
hazirlanan bloklama tamponu i¢inde 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

= Kesitler bloklama soliisyonunda diliie edilen tavsan anti-P2Y> (1:750), primer
antikor ile 1 gece oda sicakliginda inkiibe edildi.

= Bloklayic1 tamponda diliie biyotin isaretli esek anti-tavsan (1:300), sekonder
antikoru ile 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

= ABC soliisyonu (10 uL A ve 10 pL B soliisyonu/1ml 0,05 M Tris-HCI) ile 1 saat
inkiibe edildi

* Immiinohistokimyasal reaksiyonu sitoplazmada goriiniir hale getirmek igin
substrat kromojen soliisyonu DAB (12,5 mg DAB, 1,3 uL H202/25 m1 0,05 M Tris-
HCI) uygulandi.

= Tiim basamaklar arasinda (bloklayici tampondan primer antikor inkiibasyonuna

gecis asamasi harig) kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3x10 dk yikandi.

3.8.5. Preparatlarin incelenmesi ve hiicre sayimi1

Calismalarda elde edilen Kkesitlerin = goriintiileri Olympus BX-50
fotomikroskopa bagli (Tokyo, Japan) dijital kamera (Olympus DP71 CCD color
camera, 1,5 million pixel) ile bilgisayar ortamina aktarildi. Sayim islemlerinde labSens
(Olympus Soft, Center Valley, PA, USA) analiz programi ve Image] (National
Institutes of Health, Bethesda, MD) kullanildi.

Elde edilen boyamalarda yapilan analizler beyin atlasina (Paxinos, & Watson,
2007) gore belirlenen koordinatlar arasindaki (ARC i¢in bregma -2,12 mm ile -3,80
mm; PVN i¢in bregma -1,32 mm ile -1,92 mm) kesitlerde yapildi. Hiicre sayim1 her
bir denek i¢in, ilgili ¢ekirdegi igeren rostrokaudal diizlemde birbirine esit uzaklikta 3
farkli seviyeden alinan kesitlerde yapildi. Deneklerin her vialindeki 200 um araliklarla
alinan kesitlerin tlimii lama yayilarak yukarida c¢ekirdekler icin belirtilen koordinatlar

arasndaki ARC ve PVN bolgelerinin  tamaminda sayim yapildi.  Ikili
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immiinoperoksidaz yontemi kullanilarak isaretlenen kesitlerde ARC ve PVN’de P2Y>

noronlarinda c-Fos ile kolokalize olanlarin yiizdesi hesaplandi.

3.9. istatistiksel Analiz

Histolojik ¢aligmalara ait veriler disinda tiim diger ¢aligmalardan elde edilen
verilerin istatistiksel analizi i¢in SigmaPlot (versiyon 12,5) programi kullanildi.
Istatistiksel degerlendirmelerde ardisik zamanlarda yapilan karsilastirmalar icin iki
Yonlii Tekrarlayan Olgiimlii Varyans Analizi (Two-Way Repeated Measures
ANOVA) ve takiben post-hoc Holm-Sidak testi kullanildi. Elde edilen veriler ortalama
+ standart hata seklinde belirtildi; p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Histolojik analizlerde her bir denek i¢in elde edilen verilerin grup i¢i ortalama +
standart hatalar1 belirlendi. Elde edilen verilerin analizinde IBM SPSS 20 (Armonk,
NY), grafiklerin olusturulmasinda ise SigmaPlot (versiyon 12,5) kullanildi. Deney
gruplar1 arasi varyans analizi ANOVA ve takiben post-hoc Tukey testi ile yapildi.

Istatistiki anlamlilik sinir degeri olarak p<0,05 alind1.
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4. BULGULAR

4.1. Intraserebroventrikiiler Yolla Uygulanan Uridin, Uridin Niikleotidleri ve

P2Y Reseptor Antagonistlerinin Achk Kan Sekeri Uzerine Etkileri
4.1.1. Uridin ve iiridin niikleotidlerinin aclik kan sekeri izerine etkileri

Uridin, UMP, UDP ve UTP 1 pmol dozunda isv olarak lateral ventrikiile
enjekte edildi ve takiben 60 dk boyunca belli zaman araliklarinda kan sekeri 6l¢iildii.
Her bir grup birbirleri ile ve ¢oziiciisii olan SF grubu ile istatistiksel olarak
karsilagtirildi.

SF grubu ile karsilagtirildiginda tiridin ve UMP’nin kan sekeri {izerine anlaml1
bir etkisi goriilmedi. UDP enjeksiyonundan sonraki 5. dakikadan itibaren kan sekeri
diizeyinde anlamli artiglar saptandi (5. dk "p<0,01, diger zaman araliklarinda
“p<0,001). Ayn1 sekilde UTP enjeksiyonundan sonraki 5. dakikadan itibaren kan
sekeri diizeyinde anlamli artiglar saptand: (tiim zaman araliklarinda ~p<0,001). UDP
grubu ile kiyaslandiginda UTP grubundaki kan sekeri diizeyleri anlamli olarak daha
yliksek bulundu (tiim zaman araliklarinda *p<0,001). Kan sekeri diizeyindeki artig
UDP ve UTP enjeksiyonundan sonraki 20. dakikada en yiiksek seviyelere ulasti (Sekil
14).
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Sekil 14. Uridin ve iiridin niikleotidlerinin aglik kan sekeri iizerine etkileri. "p<0,01 ve “p<0,001 SF
grubuna kiyasla; *p<0,001 UDP grubuna kiyasla.

4.1.2. MRS2578 ve PPTN hidrokloriir 6n tedavisinin UDP ile g6zlenen kan sekeri

degisimi tlizerine etkileri

Kan sekeri iizerine etkileri tespit edilen UDP’nin mekanizma arastirmalari
amaciyla reseptdr antagonisti c¢alismalari yapildi. UDP’nin etki ettigi P2Y6
reseptOriinlin segici antagonisti MRS2578 ve P2Y 14 reseptoriiniin secici antagonisti
PPTN hidrokloriir UDP enjeksiyonundan 15 dk 6nce isv olarak enjekte edildi ve belirli
zaman araliklarinda kan sekeri dl¢iimii yapildi. Bu antagonistlerin ¢dziiclisti olarak
kullanilan DMSO ile de ayr1 bir grup olusturulup, DMSO’nun 6n tedavi olarak
verildiginde UDP’nin meydana getirdigi kan sekeri artisinda etkisinin olup olmadigi
arastirildi.

DMSO 6n tedavisinden sonra yapilan UDP enjeksiyonu (DMSO+UDP grubu)
ile SF+UDP uygulamas: arasinda kan sekeri diizeyleri agisindan anlamli bir fark

bulunmadi. PPTN hidrokloriir ve MRS2578, uygulama sonrasindaki ilk 15 dakikada
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kan sekerini anlamli sekilde yiikseltti (*p<0,001). Diger zaman araliklarinda da her iki
antagonist grubu SF+UDP grubuna kiyasla daha yiiksek kan sekeri diizeylerine sahipti
(*p<0,001). PPTN+UDP grubuna kiyasla MRS2578 grubu 0., 10., 30., 45. ve 60.
dakikalarda kan sekerini anlamli sekilde daha fazla artirdi (sirasiyla (**"p<0,001,
*p<0,05, *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001) (Sekil 15).
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Sekil 15. P2Yy4 reseptdr antagonisti PPTN hidrokloriir, P2Y¢ reseptdr antagonisti MRS2578 ve
UDP’nin aglik kan sekeri {izerine etkileri. *p<0,001 SF+UDP grubuna kiyasla, *p<0,05 **p<0,01 ve
**p<0,001 PPTN+UDP grubuna kiyasla.

4.1.3. ARC-118925XX 6n tedavisinin UTP ile gozlenen kan sekeri degisimi lizerine

etkileri

Kan sekeri iizerine etkileri tespit edilen UTP’nin mekanizma aragtirmalari
amaciyla reseptér antagonisti caligmalari yapildi. UTP’nin etki ettigi P2Y:2
reseptoriiniin secici antagonisti ARC-118925XX UTP enjeksiyonundan 15 dk 6nce isv
olarak enjekte edildi ve belirli zaman araliklarinda kan sekeri Ol¢iimii yapildi.

Antagonist ¢oziiclisii olarak kullanilan DMSO ile de ayr1 bir grup olusturulup,
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DMSO’nun 6n tedavi olarak verildiginde UTP’nin meydana getirdigi kan sekeri
artisinda etkisinin olup olmadig: arastirildi.

DMSO 6n tedavisinden sonra yapilan UTP enjeksiyonu (DMSO-+UTP grubu)
ile SF+UTP uygulamasi arasinda kan sekeri diizeyleri agisindan anlamli bir fark
bulunmadi. ARC-118925XX, UTP uygulamasindan sonraki 10. dakikadan itibaren
UTP’nin kan sekerini artirict etkisini anlamli sekilde baskiladi (Sekil 16).
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Sekil 16. P2Y; reseptor antagonisti ARC-118925XX ve UTP’nin aglik kan sekeri {izerine etkileri.
*p<0,001 SF+UTP grubuna kiyasla.

4.2. intraserebroventrikiiler Yolla Uygulanan Uridin, Uridin Niikleotidleri ve

P2Y Reseptor Antagonistlerinin Serum Leptin Diizeyleri Uzerine Etkileri
4.2.1. Uridin ve iiridin niikleotidlerinin serum leptin diizeyleri iizerine etkileri

Serum leptin diizeyleri ELISA yontemi ile Olgiildi. SF grubu ile
karsilagtirildiginda isv yolla uygulanan UDP’nin 30. ve 60. dakikalarda serum leptin
diizeylerini anlamli sekilde azalttigi goriildii ("p<0,001). UTP’nin ise 30. ve 60.

dakikalarda serum leptin diizeylerini anlamli olarak artirdig: belirlendi (“p<0,001).
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UDP ile karsilastirildiginda UTP’nin 10. dakikadan itibaren serum leptin seviyelerini
anlamli olarak artirdigi goriildi (Sekil 17).
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Sekil 17. Uridin ve iiridin niikleotidlerinin serum leptin diizeyleri iizerine etkileri. “p<0,001 SF grubuna
kiyasla; *p<0,01 ve **p<0,001 UDP grubuna kiyasla.

4.2.2. MRS2578 ve PPTN hidrokloriir 6n tedavisinin UDP ile gozlenen serum leptin

diizeylerindeki degisiklikler tizerine etkileri

DMSO 6n tedavisinden sonra yapilan UDP enjeksiyonu (DMSO+UDP grubu)
ile SF+UDP uygulamasi arasinda serum leptin diizeyleri agisindan anlaml bir fark
bulunmadi. PPTN+UDP grubunda 10. dakikadan itibaren serum leptin diizeyleri
anlamli sekilde yiiksek bulundu (10. dk **p<0,01; 30. ve 60. dk ***p<0,001).
MRS2578+UDP grubunda da 5. dakikadan itibaren serum leptin diizeylerinde anlamli
bir artig goriildii (5. dk *p<0,05; 10., 30. ve 60. dk ***p<0,001) (Sekil 18).
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Sekil 18. P2Yy4 reseptdr antagonisti PPTN hidrokloriir, P2Y¢ reseptor antagonisti MRS2578 ve
UDP’nin serum leptin diizeyleri {izerine etkileri. *p<0,05 **p<0,01 ve **"p<0,001 SF+UDP grubuna
kiyasla.

4.2.3. ARC-118925XX 6n tedavisinin UTP ile gozlenen serum leptin diizeylerindeki

degisiklikler tizerine etkileri

DMSO 6n tedavisinden sonra yapilan UTP enjeksiyonu (DMSO+UTP grubu)
ile SF+UTP uygulamasi arasinda serum leptin diizeyleri agisindan anlamli bir fark
bulunmadi. ARC-118925XX, UTP uygulamasindan sonraki 10. dakikadan itibaren

UTP’nin serum leptin diizeyini artirici etkisini anlamli sekilde baskiladi (Sekil 19).
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Sekil 19. P2Y reseptor antagonisti ARC-118925XX ve UTP’nin serum leptin diizeyleri tizerine etkileri.
*p<0,05 SF+UTP grubuna kiyasla.

4.3. intraserebroventrikiiler Yolla Uygulanan Uridin, Uridin Niikleotidleri ve

P2Y Reseptor Antagonistlerinin Serum Ghrelin Diizeyleri Uzerine Etkileri
4.3.1. Uridin ve iiridin niikleotidlerinin serum ghrelin diizeyleri {izerine etkileri

Serum ghrelin diizeyleri ELISA yontemi ile Olgiildi. SF grubu ile
karsilastirildiginda isv yolla uygulanan UDP’nin 30. ve 60. dakikalarda serum ghrelin
diizeylerini anlaml sekilde artirdigr goriildii ('p<0,001). UTP’nin ise 10., 30. ve 60.
dakikalarda serum ghrelin diizeylerini anlaml olarak azalttig: belirlendi ('p<0,001).
UDP ile karsilagtirildiginda UTP’nin 5. dakikadan itibaren serum ghrelin seviyelerini
anlamli olarak artirdig1 goriildii (*p<0,001) (Sekil 20).
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Sekil 20. Uridin ve iiridin niikleotidlerinin serum ghrelin diizeyleri {izetine etkileri. "p<0,001 SF
grubuna kiyasla; *p<0,001 UDP grubuna kiyasla.

4.3.2 MRS2578 ve PPTN hidrokloriir 6n tedavisinin UDP ile gézlenen serum ghrelin

diizeylerindeki degisiklikler iizerine etkileri

DMSO 6n tedavisinden sonra yapilan UDP enjeksiyonu (DMSO+UDP grubu)
ile SF+UDP uygulamasi arasinda serum ghrelin diizeyleri agisindan anlamli bir fark
bulunmadi. PPTN+UDP grubunda 0. dakikadan itibaren serum ghrelin diizeyleri
anlamli sekilde diigsik bulundu (**p<0,001). MRS2578+UDP grubunda da O.
dakikadan itibaren serum ghrelin diizeylerinde anlamli bir artis goriildii (0. dk *p<0,01;

5., 10., 30. ve 60. dk **p<0,001) (Sekil 21).
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Sekil 21. P2Yy4 reseptdr antagonisti PPTN hidrokloriir, P2Y¢ reseptdr antagonisti MRS2578 ve
UDP’nin serum ghrelin diizeyleri tizerine etkileri. *p<0,01 ve **p<0,001 SF+UDP grubuna kiyasla.

4.3.3. ARC-118925XX 6n tedavisinin UTP ile gézlenen serum ghrelin

diizeylerindeki degisiklikler iizerine etkileri

DMSO 6n tedavisinden sonra yapilan UTP enjeksiyonu (DMSO+UTP grubu)
ile SF+UTP uygulamasi arasinda serum ghrelin diizeyleri agisindan anlamli bir fark
bulunmadi. ARC-118925XX, UTP uygulamasindan sonraki 10. dakikadan itibaren
UTP’nin serum ghrelin diizeyini azaltic1 etkisini anlamli sekilde baskiladi (*p<0,05)

(Sekil 22).
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Sekil 22. P2Y; reseptor antagonisti ARC-118925XX ve UTP’nin serum ghrelin diizeyleri {izerine
etkileri. #p<0,05 SF+UTP grubuna kiyasla.

4.4, intraserebroventrikiiler Yolla Uygulanan Uridin, Uridin Niikleotidleri ve

P2Y Reseptor Antagonistlerinin Serum Insiilin Diizeyleri Uzerine Etkileri
4.4.1. Uridin ve iiridin niikleotidlerinin serum insiilin diizeyleri {izerine etkileri

Serum insiilin diizeyleri ELISA yontemi ile Olgiildi. SF grubu ile
karsilastirildiginda isv yolla uygulanan UDP’nin 30. ve 60. dakikalarda serum insiilin
diizeylerini anlaml sekilde azalttig1 gériildii ("p<0,05). UTP’nin ise 10. (" p<0,01), 30.
ve 60. dakikalarda ("“p<0001) serum insiilin diizeylerini anlamli olarak artirdig
belirlendi. UDP ile karsilastirildiginda UTP’nin 5. dakikadan itibaren serum insiilin

seviyelerini anlamli olarak artirdigi goriildi (*p<0,001) (Sekil 23).
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Sekil 23. Uridin ve iiridin niikleotidlerinin serum insiilin diizeyleri iizerine etkileri. "p<0,05 “p<0,01 ve
“"p<0,001 SF grubuna kiyasla; *p<0,001 UDP grubuna kiyasla.

4.4.2. MRS2578 ve PPTN hidrokloriir 6n tedavisinin UDP ile gozlenen serum insiilin

diizeylerindeki degisiklikler tizerine etkileri

DMSO 6n tedavisinden sonra yapilan UDP enjeksiyonu (DMSO+UDP grubu)
ile SF+UDP uygulamasi arasinda serum insiilin diizeyleri agisindan anlamli bir fark
bulunmadi. PPTN+UDP ve MRS2578+UDP gruplarinda 0. dakikadan itibaren serum
insiilin diizeyleri anlamli sekilde yiiksek bulundu (*p<0,001) (Sekil 24).
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Sekil 24. P2Yy4 reseptdr antagonisti PPTN hidrokloriir, P2Y¢ reseptdr antagonisti MRS2578 ve
UDP’nin serum insiilin diizeyleri {izerine etkileri. *p<0,001 SF+UDP grubuna kiyasla.

4.4.3. ARC-118925XX 6n tedavisinin UTP ile gozlenen serum insiilin

diizeylerindeki degisiklikler tizerine etkileri

DMSO 6n tedavisinden sonra yapilan UTP enjeksiyonu (DMSO+UTP grubu)
ile SF+UTP uygulamasi arasinda serum insiilin diizeyleri agisindan anlamli bir fark
bulunmadi. ARC-118925XX, UTP uygulamasindan sonraki 30. dakikadan itibaren
UTP’nin serum insiilin diizeyini artirict etkisini anlamli sekilde baskiladi (*p<0,05)

(Sekil 25).
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Sekil 25. P2Y; reseptor antagonisti ARC-118925XX ve UTP’nin serum insiilin diizeyleri tizerine
etkileri. *p<0,05 SF+UTP grubuna kiyasla.

4.5, intraserebroventrikiiler Yolla Uygulanan Uridin, Uridin Niikleotidleri ve

P2Y Reseptor Antagonistlerinin Serum Glukagon Diizeyleri Uzerine Etkileri

4.5.1. Uridin ve iiridin niikleotidlerinin serum glukagon diizeyleri iizerine etkileri

Serum glukagon diizeyleri ELISA yontemi ile olgiildii. SF grubu ile
karsilagtirildiginda isv yolla uygulanan UDP’nin 5. ve 10. dakikalarda serum insiilin
diizeylerini artirdig1 goriildii ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. UTP nin ise
5. dakikadan itibaren serum glukagon diizeylerini anlamli olarak artirdigi belirlendi
("p<0,001). UDP ile karsilastirildiginda UTP’nin 5. dakikadan itibaren serum
glukagon seviyelerini anlamli olarak artirdig1 goriildii (Sekil 26).
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Sekil 26. Uridin ve iiridin niikleotidlerinin serum glukagon diizeyleri iizerine etkileri. "p<0,001 SF
grubuna kiyasla; *p<0,01 ve **p<0,001 UDP grubuna kiyasla.

4.5.2. MRS2578 ve PPTN hidrokloriir 6n tedavisinin UDP ile gozlenen serum

glukagon diizeylerindeki degisiklikler tizerine etkileri

DMSO 6n tedavisinden sonra yapilan UDP enjeksiyonu (DMSO+UDP grubu)
ile SF+UDP uygulamasi arasinda serum glukagon diizeyleri agisindan anlamli bir fark
bulunmadi. PPTN+UDP ve MRS2578+UDP gruplarinda 0. dakikadan itibaren serum
glukagon diizeyleri anlamli sekilde yiiksek bulundu (Sekil 27). PPTN+UDP grubuna
kiyasla MRS2578 grubu 0. dakikada kan sekerini daha az yiikseltmesine ragmen, 30.
dakikada kan sekerini anlaml1 sekilde daha fazla artird: (*p<0,001)
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Sekil 27. P2Y14 reseptdr antagonisti PPTN hidrokloriir, P2Y¢ reseptdr antagonisti MRS2578 ve
UDP’nin serum glukagon diizeyleri iizerine etkileri. *p<0,05 ve **p<0,001 SF+UDP grubuna kiyasla,
“p<0,001 PPTN+UDP grubuna kiyasla.

4.5.3. ARC-118925XX 6n tedavisinin UTP ile gozlenen serum glukagon

diizeylerindeki degisiklikler tizerine etkileri

DMSO 6n tedavisinden sonra yapilan UTP enjeksiyonu (DMSO+UTP grubu)
ile SF+UTP uygulamasi arasinda serum glukagon diizeyleri a¢isindan anlamli bir fark
bulunmadi. ARC-118925XX, UTP uygulamasindan sonraki 5. dakikadan itibaren
UTP’nin serum glukagon diizeyini artirici etkisini anlamli sekilde baskiladi (Sekil 28).
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Sekil 28. P2Y; reseptor antagonisti ARC-118925XX ve UTP’nin serum glukagon diizeyleri iizerine
etkileri. *p<0,01 ve **p<0,001 SF+UTP grubuna kiyasla.

4.6. Histolojik Bulgular

4.6.1. UTP’nin aktivasyon sagladigi P2Y reseptor eksprese eden noronlarda ortaya

¢ikan noronal aktivasyonun arastirilmasi
4.6.1.1. ARC’de P2Y reseptoriinii eksprese eden noronlarda c-Fos aktivasyonu

Arkuat c¢ekirdekte pirimidinerjik reseptorlerden P2Y> ekspresyonu
immiinohistokimyasal boyama ile belirlendi. UTP’nin aktivasyon sagladigi P2Y>
reseptor eksprese eden ndronlarda c-Fos varligr elde edilen kesitlerde ikili indirekt
immiinoperoksidaz yontemi kullanilarak belirlendi. Yapilan sayimlar sonucunda
ARC’de c-Fos-pozitif P2Y> eksprese eden noronlarin yiizdesi SF grubunda
%15,23+1,97, UTP grubunda ise %44,5+2,68 olarak bulundu (Sekil 29).
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Istatistiksel analizler sonucunda; UTP grubunda, SF grubuna gére ARC’de c-

Fos-pozitif P2Y> reseptor eksprese eden noronlarinin yiizdesinin anlamli olarak fazla

oldugu bulundu (p<0,001) (Sekil 30).
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Sekil 29. SF ve UTP grubunda ikili indirekt immiinoperoksidaz isaretleme teknigi ile ARC’de P2Y>
reseptor eksprese eden noronlarda c-Fos ekspresyonu. i) ARC’nin lokalizasyonu A) SF grubu, B) UTP
grubu. 100X 200X. ARC’de c- Fos pozitif noron ¢ekirdekleri siyah renkli (siyah ok), P2Y reseptor
eksprese eden noron kahverengi renkli (sar1 ok), c-Fos-pozitif P2Y; reseptor eksprese eden noéronlar
kirmiz1 ok ile gdsterilmektedir.
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Sekil 30. SF ve UTP’nin isv enjeksiyonu sonrast ARC’de c-Fos-pozitif P2Y reseptor eksprese eden
noron oranlarinin karsilastirilmasi (*p<0,001).
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4.6.1.2. PVN’de P2Y reseptoriinii eksprese eden noronlarda c-Fos aktivasyonu

Paraventrikiiler g¢ekirdekte pirimidinerjik reseptorlerden P2Y> ekspresyonu
immiinohistokimyasal boyama ile belirlendi. UTP’nin aktivasyon sagladigi P2Y>
reseptor eksprese eden ndronlarda c-Fos varligi elde edilen kesitlerde ikili indirekt
immiinoperoksidaz yontemi kullanilarak belirlendi. Yapilan sayimlar sonucunda
PVN’de c-Fos-pozitif P2Y. eksprese eden noronlarin yiizdesi SF grubunda
%21,91+2,26, UTP grubunda ise %81,86+5,31 olarak bulundu (Sekil 31).

Istatistiksel analizler sonucunda; UTP grubunda, SF grubuna gére PVN’de c-
Fos-pozitif P2Y> reseptor eksprese eden néronlarinin yiizdesinin anlamli olarak fazla

oldugu bulundu (p<0,001) (Sekil 32).
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Sekil 31. SF ve UTP grubunda ikili indirekt immiinoperoksidaz isaretleme teknigi ile PVN’de P2Y>
reseptor eksprese eden nronlarda c-Fos ekspresyonu.i) PVN’nin lokalizasyonu, A) SF grubu, B) UTP
grubu. 100X 200X. PVN’de c- Fos pozitif noron g¢ekirdekleri siyah renkli (siyah ok), P2Y reseptor
eksprese eden noron kahverengi renkli (sar1 ok), c-Fos-pozitif P2Y; reseptor eksprese eden néronlar
kirmizi ok ile gosterilmektedir.
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Sekil 32. SF ve UTP’nin isv enjeksiyonu sonrast PVN’de c-Fos-pozitif P2Y reseptor eksprese eden
noron oranlarinin karsilastiriimasi (*p<0,001).
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5. TARTISMA VE SONUC

Uridin endojen olarak bulunan insan kan dolasimindaki major pirimidin
niikleozitidir (Cansev, 2006). Uridin viicutta serbest halde bulunabildigi gibi
niikleotidlerin (mono-, di- ve tri-fosfatli halleri), niikleotid sekerlerin (UDP-glukoz ve
UDP-galaktoz) ve niikleik asitlerin yapisina girerek glikojen biyosentezi ve protein ve
lipid glikolizasyonu gibi fizyolojik fonksiyonlarda yer alir (Lecca & Ceruti, 2008).
Uridin RNA, biyomembranlar ve glutatyon sentezinde bir substrat olarak kullanilir.
Kennedy yolagi (Kennedy & Weiss, 1956) araciligiyla membran fosfolipid sentezinin
bir prekiirsoriidiir ve bu yolagin hiz kisitlayict basamaginda iiretilen CDP-kolin
sentezini in vitro ve in vivo kosullarda arttirdigi bilinmektedir (Richardson ve ark.,
2003; Ulus, Watkins,Cansev & Wurtman, 2006; Zhang, 2020b). CDP-kolin sentezine
kadar olan basamaklarda tiridinin digsaridan verilmesini takiben plazma ve beyin tiridin
seviyeleri ile beyin UDP ve UTP diizeylerini artirdigi da in vivo calismalarda
gosterilmistir (Cansev ve ark., 2005; Peters ve ark., 1987). UTP’nin hiicre igi
seviyelerinin serbest tiridin seviyelerine bagl oldugu bildirilmistir (Wurtman ve ark.,
2000).

Uridin uygulamasmnin insanlarda ve spontan hipertansif siganlarda bilissel
eksiklikleri iyilestirdigi (De Bruin, Kiliaan, De Wilde & Broersen, 2003; Loffler,
Fairbanks, Zameitat, Marinaki & Simmonds, 2005), yenidogan hipoksik-iskemik
ensefalopati ve hiperoksik beyin hasar1 modellerinde beyin hasarini azaltarak uzun
donem takiplerde davranigsal parametrelerin diizelmesini sagladig1 (Cansev ve ark.,
2013; Koyuncuoglu ve ark., 2015), melatonin ile birlikte verildiginde travmatik beyin
hasarinda goriilen vazojenik beyin 6demini azalttigi (Kabadi & Maher, 2010) ve
antiepileptik etkinligi oldugu (Roberts, 1973) gosterilmistir. Ayrica yakin zamanda
tirler arasi1 metabolomik analiz yontemiyle yapilan bir c¢alismada iridinin
rejenerasyonu tesvik edici bir molekiil oldugu bulunmustur (Liu ve ark., 2022).

Uridinin etki mekanizmalar1 halen arastirilmakla beraber bugiine kadar
iridinin, ya da tek fosfat bagli niikleotidi olan UMP’nin uyardig1 bir reseptor
gosterilememistir. Ancak iridinin di- ve tri-fosfat eklenmis niikleotidleri olan
UDP’nin P2Ys ve P2Y1s reseptorlerini ve UTP’nin P2Y2 ve P2Y4 reseptorlerini
uyardig1 bilinmektedir (Jacobson ve ark., 2020).
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Uridin niikleotidleri metabotropik P2Y reseptorleri icin ligandlardir. UTP,
UDP ve UDP sekerleri P2Y2, P2Y4, P2Ys ve P2Y 14 reseptor tiplerinden bir veya daha
fazlasin1 aktive edebilmektedir. UTP, P2Y, (ATP tarafindan esit potansiyelde
etkinlestirilen) (Lustig, Shiau, Brake & Julius, 1993) ve P2Y4 (Communi, Pirotton,
Parmentier & Boeynaems, 1995) reseptorlerini aktive ederken, P2Ye ve P2Y14
reseptorlerinin fizyolojik agonisti UDP'dir (Communi, Motte, Boeynaems & Pirotton,
1996). P2Y,, P2Y4 ve P2Ye¢ reseptorlerinin iiridin niikleotidleri ile uyarilmasi,
fosfolipaz C (PCL) aktivasyonunu takiben hiicre i¢i Ca?* salinimini indiikleyen ve
protein kinaz C'yi (PKC) aktive eden ikincil haberciler, inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3)
ve diagilgliserol (DAG) olusturmaktadir. Insan adipoz dokusundan tiiretilen
multipotent kok hiicrelerin cesitli plirinerjik reseptorler (P2X ve P2Y serileri) ifade
ettigi, ancak P2Y> ve P2Ys reseptorlerinin, hiicre i¢i kalsiyum yanitin1 olusturmada
baskin bir rol oynadigi bildirilmistir (Ali, Turner & Fountain, 2018). P2Y 14 reseptorti,
UDP ve UDP-glukoz olmak iizere UDP sekerleri tarafindan uyarilmaktadir. Ayrica Gi
proteinlerine baglanma yoluyla adenilat siklaz aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir
(Abbracchio ve ark., 2006; Erb ve ark., 2006).

P2Y reseptorlerinin beyin dahil olmak iizere hemen hemen tiim doku ve
organlardaki ekspresyonu onceki bir calismada detayli olarak incelenmistir (Moore ve
ark., 2001). Ayni ¢alismada P2Y>2, P2Y 4 ve P2Ys reseptorlerinin MSS’nin amigdala,
kaudat nukleus, serebellum, singulat nukleus, globus pallidus, hipokampus,
hipotalamus, locus seruleus, medial frontal girus, medulla oblongata, nucleus
accumbens, parahipokampal girus, putamen, striatum, substantia nigra, superior
frontal girus, talamus ve spinal kord gibi incelenen tiim bolgelerinde eksprese edildigi
RT-PCR analizleri ile gosterilmistir (Moore ve ark., 2001). Bu ¢alismada P2Y14
reseptorleri incelenmemis olsa da P2Y 14 reseptorlerinin ilk tanimlandigi ve karakterize
edildigi makalede bu reseptorlerin de MSS’nin istte belirtilen tiim bdolgelerinde
eksprese edildigi bildirilmistir (Chambers ve ark, 2000). P2Y reseptorlerinin ilgili alt
tipleri MSS’de lokalize oldugu noronlarda immiinohistokimyasal olarak da
gosterilmistir (Amadio ve ark., 2007; Steculorum ve ark., 2017). Dolayisiyla UDP ve
UTP’nin reseptorlerini uyarmak suretiyle sinir sisteminde cesitli etkiler gosteriyor

olmasi son derece muhtemeldir.
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MSS’nin ¢esitli fonksiyonlarinda P2Y reseptdrlerinin katilimi oldugu bugiine
kadar yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda kanitlanmistir. P2Y reseptor uyariminin
noronlarin proliferasyon, farklilasma ve biiylimesinde; hiicreler arasi sinyallesme,
ndrotransmisyon Ve uzun-siireli potensiasyonda (long-term potentiation [LTP]); ve
noroproteksiyon ve hiicre yasam siliresinin uzatilmasinda (survival) rolil
bulunmaktadir (Cansev, 2007). Bu bilgiler bize beyinde pirimidinerjik bir transmisyon
olabilecegini ve ilaveten disaridan uygulanan iiridinin beyindeki bazi etkinliklerini
UDP ve UTP’ye donilismesini takiben P2Y reseptorlerinin uyarilmasi araciligiyla
gosteriyor olabilecegi  disiiniilmektedir.  Pirimidinerjik transmisyonunun ilk
gostergeleri onceki in vitro ¢alismalarda iiridinin néronal hiicrelere alinarak pirimidin
niikleotid sentezinde kullanildigi, (Cansev, 2006) iiretilen pirimidin niikleotidlerinin
de hem bazal kosullarda (Lazarowski ve ark., 1997) hem de stres kosullar1 altinda
(Lazarowski ve ark., 2000) glial hiicrelerden saliverildigi bilgilerine dayanmaktadir.
Laboratuvarimizda yaptigimiz c¢alismalar, 2015 yilinda in vivo “Pirimidinerjik
Norotransmisyon” kavramini bilimsel literatiire kazandirmistir (Cansev ve ark., 2015).
Bu calismada, beyinde bazal ve depolarizasyon ile indiiklenen iiridin, UDP ve
UTP’nin ekstraselliiler alana saliverilmesi gosterilerek in vivo pirimidinerjik
norotransmisyon kanitlanmis ve pirimidinerjik nérotransmisyonun aktive edilmesini
takiben P2Y: reseptorleri araciligiyla kolinerjik nérotransmisyonun uyarildigi
gosterilmistir (Cansev ve ark., 2015).

Yakin zamanda laboratuvarimizda yapilan bir tez ¢calismasinda merkezi yolla
uygulanan pirimidin bilesiklerinin kardiyovaskiiler etkileri detayli olarak incelenmistir
(Salman, 2022). Calismada UDP ve UTP’nin intraserebroventrikiiler yolla
uygulanmasi sonucu kan basincinin anlamli olarak arttig1 ve etkide vazopressin ve
oksitosin hormonlarinin araciligi oldugu gosterilmistir (Salman, 2022). Mevcut tez
caligmasinin amaci da merkezi yolla uygulanan pirimidin bilesiklerinin metabolik ve
noroendokrin etkileri ile muhtemel etki mekanizmalarini incelemektir. Zira asagida
bahsedilen bazi ¢alismalar pirimidinerjik sistemin endokrin ve metabolik diizenlemede
rolii olduguna dair kanitlar sunsa da merkezi pirimidinerjik diizenlemeye dair
literatiirde yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Uridin metabolik hastaliklar, tiimérler ve nérodejeneratif hastaliklardaki

onemli rolii ile dikkat ¢eken bir niikleozittir. Plazmadaki {iridin seviyesi genellikle 3-
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8 uM arasinda siki bir sekilde diizenlenir. Bu homeostatik denge, karaciger ve yag
dokusundaki {iiretim ile safra yoluyla gerg¢eklesen temizlenme arasindaki dengeye
dayanir. Normal beslenme sirasinda karaciger iiridinin ana iiretim yeriyken, aglik
durumunda iretim, yag dokusunda artar. Dolasimdaki iiridin safra yoluyla
temizlenerek seviyeler dengelenir. Hiicre i¢i iiridin seviyeleri, ATP tiiketimi ve
glikojen senteziyle iliskilidir. Uridin, hiicrelere niikleozit tasima sistemi araciligryla
alinir ve enerji metabolizmasini etkiler (Yang, Ye, Deng & Gao, 2024).

Plazma iridin seviyelerindeki degisiklikler metabolik hastaliklarla
iligkilendirilmistir. Diyabet ve obezite gibi durumlarda yiiksek tridin seviyelerinin
glukoz toleransini olumsuz etkiledigi ve yagl karaciger olusumuna katkida bulundugu
gosterilmistir (Yang ve ark, 2024). Ozellikle kemirgen ¢alismalarinda, kronik yiiksek
iridin seviyelerinin bu metabolik bozukluklarin ilerlemesine neden olabilecegi
bildirilmistir (Yang ve ark, 2024).

Kisa siireli iiridin uygulamasinin karaciger metabolizmasindaki etkilerini ve
uzun siireli tridin seviyelerinin transgenik modellerdeki sonuglarini arastiran bir
calismada; kisa siireli tridin uygulamasinin karaciger protein glukozilasyon
profillerini arttirdigi, insiilin sinyal iletimine katilan proteinlerin fosforilasyon
seviyesini azalttigi, karaciger hem seviyesini diistirdiigii ve insiilinle uyarilan kan
glukozunu uzaklastirma yetenegini azalttig1 gosterilmistir (Urasaki, Pizzorno & Le,
2014). Uzun siireli tridin etkileri ise UPasel KO farelerde ¢alisilmis. Uzun siireli
endojen tridin seviyelerinin artisi, UPasel KO farelerde insiilinle uyarilan kan
glukozu uzaklastirma yetenegini bozmus ve karaciger hem konsantrasyonu artmis
bulunmustur (Urasaki ve ark., 2014).

Karbonhidrat ve lipid metabolizmasinin karacigerde belirli bir sirkadiyen ritme
gore diizenlendigi bildirilmistir. Ayrica iiridin takviyesinin daha 6nceki ¢aligmalarda
glukoz ve lipid homeostazini etkiledigi gosterilmis olsa da bu mekanizmalar hala net
degildir. Bu nedenle, iiridin takviyesinin giiniin uygun bir zamaninda uygulanmasinin
farelerde obeziteyi hafifletip hafifletmeyecegini arastirmak amaciyla yapilan bir
caligmada, yiiksek yagl diyetle beslenen farelerde viicut agirlig1 artisini azaltarak kilo
kaybina katkida bulunmustur. Bu etkiler, karaciger lipid ve niikleotid

metabolizmasindaki sirkadiyen degisimlere aracilik etmis ve uygulama zamaninin
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metabolik diizenlemelerde kritik bir rol oynadigint gostermistir (Liu, Zhang, Yin,
Ruan, Wu & Yin, 2019).

Senfeld ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada P2Y> reseptoriiniin
hepatosit glukoz tiretimi iizerine olan muhtemel etkisi degerlendirilmistir (Senfeld,
Peng, Shi, Qian & Shen, 2023). ATP ve UTP’nin hepatosit P2Y> reseptoriini
uyardiktan sonra doza bagimli sekilde glukozun hiicre igine alinimini azalttigini
gostermislerdir. Ayrica ATP ve UTP’nin glukoneogenezi artirdigini ve ARC-
118925XX ile bu artisin baskilandigini gostermislerdir (Senfeld ve ark., 2023).

Zhang ve ark. yapmis oldugu calismada P2Y> reseptoriiniin, diyet kaynakli
obezite ve insiilin direnci gelisimindeki rolii incelenmistir. P2Y> reseptoriiniin tiim
viicut KO oldugu ve wild tip (WT) fareler, 16 hafta boyunca ya normal kalorili bir
diyetle (%10 yag kalorisi) ya da yiiksek yagh bir diyetle (%60 yag kalorisi)
beslenmistir. KO farelerin daha az kilo aldigi, beyaz yag doku agirliginin daha az
oldugu, WT farelerde insiilin, leptin ve adiponektin seviyeleri belirgin sekilde
yiikselirken KO farelerde bu artisin gézlenmedigi bulunmustur. KO farelerin glukoz
toleransinin ve insiilin duyarhligimin ve ayrica ve IRS-1 ve GLUT4 mRNA
ekspresyonunun daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Zhang, Ecelbarger, Lesniewski,
Miiller & Kishore, 2020b).

Yapilan caligmalarda P2Y> reseptoriiniin, iskelet kasi, bagirsaklar, karaciger,
pankreas, beyaz ve kahverengi yag dokular1 gibi obezite ve insiilin direnci gelisiminde
rol oynayan organ ve dokularda ifade edildigi gosterilmistir (Zhang ve ark., 2020).

WT veya KO farelerden tiiretilen preadipositlerle yapilan in vitro ¢aligmalar,
P2Y> reseptoriinlin preadipositlerin adipositlere farklilagsmasi ve adipositlerin lipid
birikimi sonucu olgunlagmasinda rol oynadigin1 géstermistir. WT farelerden tiiretilen
preadipositlerde P2Y», reseptér antagonisti ARC-118925XX’in adipogenezi
baskilamasi, P2Y> reseptoriiniin adipogenezdeki roliinii dogrulamigtir. Ayrica ARC-
118925XX'in adipositlere farklilastiritlan 3T3-L1 hiicre hattinda benzer bir etki
yaratmasi, bu etkinin hiicre tipinden bagimsiz oldugunu ve P2Y:> reseptoriiniin
aktivitesiyle iliskili oldugunu géstermistir (Zhang ve ark., 2020).

Purinerjik reseptorlerin kok hiicre farklilasmasinda rol oynadigina dair kanitlar
bulunmaktadir (Kaebisch, Schipper, Babczyk & Tobiasch, 2015). Li ve ark. UTP'nin

kemik iligi kaynakli stromal hiicrelerin osteojenik farklilagmasini baskilarken, P2Y>
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reseptoriinii aktive ederek adipogenik farklilasmayi artirdigini belirlemis ve bu etkinin
ERK1/2 sinyal yolu aracilifiyla gerceklestigini bildirmistir (Li ve ark., 2016). Bu
nedenle, P2Y, KO farelerin yiiksek yagl diyet ile indiiklenmis obeziteye direncli
olmalarinin, vaskiiler stromal hiicrelerin preadipositlere farklilagmamasindan
kaynaklanabilecegi sonucuna varilabilir. KO farelerden izole edilen preadipositlerin
adipositlere farklilagma ve olgunlagma siire¢lerinde bozulma gdstermesi, P2Y>
reseptoriiniin bu siirecteki roliinii ortaya koymaktadir. Ancak, vaskiiler stromal
hiicrelerin  preadiposit soyuna farklilagmamasindan kaynaklanan bir azalma
olabilecegi de oOne siiriilebilir. WT farelerden tiiretilen preadipositlerde ARC-
118925XX ile adipogenez baskilanmasi bu argiimana karsi durmaktadir. Ayrica
ARC118925XX'in 3T3-L1 hiicrelerinin adipositlere farklilasmasini ve olgunlagmasini
baskilamas1 bu durumu daha da desteklemektedir.

Insan primer visseral preadipositlerini (6nciil yag hiicreleri) kullanarak yapilan
bir ¢alismada, preadipositten olgun adiposite farklilagma sirasinda sekiz bilinen P2Y
reseptorii arasinda P2Y» reseptoriiniin en fazla up-regiile olan alt tip oldugu
gosterilmistir (Qian, Shi, Senfeld, Peng & Shen, 2023). P2Y, reseptoriiniin
uyarilmasmin, olgun adipositlerde bazal ve insiilinle indiiklenen AKT
fosforilasyonunu baskiladigi, buna GLUT4 membran translokasyonu ve glukoz
aliminda azalmanin eslik ettigi saptanmistir (Qian ve ark., 2023). Ayrica hiicrelere
ARC-118925XX uygulamasi1 adipogenezi 6nemli Ol¢iide engellemistir. P2Y> KO
hayvanlarda, WT farelere kiyasla daha diisiik viicut agirligi artis1 ve daha az makrofajla
infiltre olmus daha kiicik eWAT (epididimal beyaz yag dokusu) Kkiitlesi ile
gozlenmistir (Qian ve ark., 2023). Bu durum, P2Y, reseptoriinii obezite ve tip-2
diyabetle miicadelede potansiyel yeni bir ila¢ hedefi olarak one ¢ikarmaktadir.

Bahsi edilen bulgularin aksine baska bir ¢alisma ise miyeloid hiicrelerde ifade
edilen P2Y; reseptoriiniin yiiksek yagli diyetle indiiklenen sistemik inflamasyon,
insiilin direnci ve obeziteden sorumlu olmadigini gostermektedir (Adamson,
Montgomery, Seaman, Peirce-Cottler &Leitinger, 2018).

Ulbricht ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada, P2Y> reseptoriiniin glukoz
metabolizmasindaki cinsiyete 6zgii farkliliklar: ve bu farkliliklarin lipopolisakkarit ile
akut inflamasyon sirasinda nasil etkilendigi incelenmistir. P2Y> reseptorii, erkek

farelerde glukoz metabolizmasini diizenlemede, 6zellikle inflamatuar durumlarda,
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onemli bir role sahipken, disi farelerde bu etkinin ¢ok daha az oldugu sonucuna
vartlmistir (Ulbricht ve ark., 2023).

Obez olmayan diyabetik fare modelinde hem P2Y> hem de P2Ys
reseptorlerinin, inslilin bagimli diyabet ile iliskili gen bolgelerinde bulundugu
gosterilmistir (Madsen, Banday, Mritz, Trygg & Lejon, 2012). Bu bulgu bahsi gegen
reseptorlerin diyabet lizerindeki 6nemine dikkat gekmektedir.

P2Y4 alt tipi sinirhl bir doku dagilimina sahiptir ve esas olarak bagirsak,
akciger, kalp, kardiyak yag dokusu, pankreas ve plasentada bulunur (Communi ve ark.,
1995; Horckmans ve ark., 2012; Lemaire ve ark., 2017; Suarez-Huerta, Pouillon,
Boeynaems, Robaye & Jeener’’, 2001). Insan P2Y4 reseptorii bir UTP reseptoriidiir,
ancak fare P2Y4 reseptorii hem ATP hem de UTP tarafindan aktive edilir (Suarez-
Huerta ve ark., 2001). P2Y4 reseptorii, Gg/11 proteinlerine baglanabildigi gibi Gi
proteinlerine de baglanabilmektedir (Communi ve ark., 1996). Bu proteinler anti-
lipolitik bir etkiye sahiptir.

Insanlarda P2Y 4 reseptdriiniin metabolizma ile iliskisi iizerine ilk kez yapilan
bir ¢alismada koroner arter hastaligi (KAH) olan 50 hasta ile yaslar1 uyumlu 50 kontrol
bireyini i¢eren bir popiilasyon ile ¢alisilmis ve P2Y4 mutasyonlarini ve bunlarin KAH
siddeti ve aglik plazma parametreleri ile olasi iliskisi analiz edilmistir (Horckmans ve
ark., 2022). Arastirilan mutasyonlar arasinda, P2Y4 reseptoriiniin ikinci ekstraseliiler
dongiisiinde yer alan, 178. pozisyondaki asparajinin treoninle (N178T) yer
degistirmesine yol acan kodlayici bir bolge polimorfizmi (rs3745601) kesfedilmistir.
N178T varyanti, insan P2Y4 reseptoriiniin fonksiyonu olmayan mutasyonudur. Bu
varyantin koroner hastalarda hasta olmayan bireylere kiyasla daha az goriildigi
bulunmustur. Koroner hastalar i¢cinde ise N178T varyantina sahip olanlarin, aglik
plazma parametreleri agisindan daha diisiik glukoz konsantrasyonuna sahip oldugu
gosterilmigtir. N178T mutasyonuna sahip olan ve olmayan hastalar arasinda plazma
lipid diizeyleri veya yas, bel cevresi ve viicut kitle indeksi gibi antropometrik
parametreler agisindan higbir fark goriilmemistir (Horckmans ve ark., 2022). Ayni
caligmada farelerde P2Y4 KO yapilmasinin, miyokard enfarktiisiine karsi koruma
sagladig1 bildirilmistir. Bu durumun, adipositlerden adiponektin salgisinin artmasi ve

iskemi kosullarinda kardiyak inflamasyonun azalmis olmasi ile iliskili oldugu 6ne

71



stiriilmiistir. Bu nedenle, P2Y 4 antagonistleri miyokard enfarktiisii ve tip 2 diyabet
tedavisinde terapotik uygulamalara sahip olabilir.

Bagka bir calismada reseptor aktivasyonunun kardiyak yag dokusundan
tiretilen kok hiicre farklilasmasini inhibe ettigi ve P2Ys reseptor eksikligi olan
farelerin daha fazla kardiyak yag dokusu kiitlesi gelistirdigi bulunmustur (Lemaire ve
ark., 2017).

UDP ve P2Y 6 reseptoriiniin metabolik diizenlemedeki rollerinin arastirildigi in
vitro ¢aligmalarda birbirine zit bulgulara ulasilmistir (Ohtani ve ark., 2008; Parandeh
ve ark., 2008). Ohtani ve ark. pankreas adaciklarinin primer kiiltiirleri ve insiilinoma
hiicreleri lizerinde yaptiklar1 ¢calismada UDP uygulamasinin, 6zellikle yiiksek glukoz
varliginda, P2Ys reseptor uyarimi araciligiyla insiilin salgilanmasii baskiladigini
gostermistir (Ohtani ve ark., 2008). Diger yandan Parandeh ve ark. pankreas adaciklari
ve saflastirilmis B hiicreleri tizerinde yaptiklari ¢calismada UDP uygulamasinin P2Ye
reseptOr uyarimi araciligiyla insiilin ve glukagon salgilanmasini artirdigini bildirmistir
(Parandeh ve ark., 2008). Bu iki zit bulgunun sebebi bilinmemektedir. Ancak her iki
caligmada da bahsi edilen hiicreler tizerinde P2Y 2 ve P2Y 4 reseptorlerinin bulunmadigi
ve UTP’nin in vitro olarak bu hiicrelerin hormon salgilamasi iizerine bir etkisi
olmadigi tutarli bir sekilde gosterilmistir (Ohtani ve ark., 2008; Parandeh ve ark.,
2008).

Merkezi P2Y reseptorlerinin endokrin ve metabolik diizenlemede oynadiklar
role iliskin caligmalarin son yillarda arttig1 goriilmektedir. Bu ¢alismalardan birinde,
obezite olusturulan deney hayvanlarinda kandaki {iridin konsantrasyonlarinin yiiksek
olmasina bagli olarak hipotalamik UDP miktarmin arttii, merkezi yolla uygulanan
UDP’nin P2Y5 reseptorleri aracilifiyla oreksijenik AgRP noronlarini1 uyararak besin
alimin tesvik ettigi ve bu etkinin farmakolojik veya genetik inhibisyon ile ortadan
kalktig1 gosterilmistir (Steculorum ve ark., 2015). Ayn1 grubun takip eden bir diger
caligsmasinda ise obezitede P2Ys reseptor delesyonunun viicut yag kiitlesini azaltarak
insiilin duyarliligin1 artirdigi ve bu etkinin AgRP noéronlara spesifik oldugu
bildirilmistir (Steculorum ve ark., 2017) Ancak bahsi edilen bu ¢aligmalarda plazma
hormon diizeyleri incelenmemistir.

Baska bir ¢calismada, P2Y’ reseptoriiniin adipositlerdeki eksikliginin metabolik

sonuglart incelenmistir (Jain ve ark., 2020). Bulgulara gore, adiposite spesifik P2Ys
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reseptor KO farelerde diyetle indiiklenen obezite olusmazken, glukoz toleransi ve
insiilin duyarlilig1 iyilesmis ve sistemik inflamasyon azalmistir. Bu olumlu etkiler,
JNK sinyal yolaklarmin azalmasi, PPARa’nin artan ekspresyonu ve aktivitesi ile
iligkilendirilmistir. Ayrica bu siireg, beyaz yag dokusunun kahverengiye doniismesine
yol agan PGCla seviyelerini etkilemistir. Buna karsin, iskelet kasindaki P2Y¢ eksikligi
glukoz alimini azaltarak glukoz homeostazini bozmustur. flging bir sekilde, tiim viicut
P2Ye KO fareleri, sadece adiposite spesifik P2Ys KO farelerle benzer metabolik
iyilesmeler gostermistir. Bu sonuglar, P2Ys reseptor antagonistlerinin obezite ve tip 2
diyabet tedavisinde potansiyel olarak faydali olabilecegini diisiindiirmektedir (Jain ve
ark., 2020).

Mevcut tez calismasinda isv yolla uygulanan {iridin, iiridin niikleotidleri ve
ilgili P2Y reseptor antagonistlerinin aclik kan sekeri lizerine etkilerine bakildiginda 1
mmol UTP uygulamasinin serum glukoz seviyelerini 65 mg/dL’den 169 mg/dL
seviyelerine ¢ikararak kan sekeri iizerinde en belirgin etkiye sahip pirimidin bilesigi
oldugu goriilmiistiir (Sekil 14). Uridin, UMP ve UDP daha diisiik etkiler gdsterse de
SF grubuna kiyasla i¢lerinden sadece UDP’nin anlamli olarak kan sekerini arttirdigi
bulunmustur. Bu sonuglar {iridin tiirevlerinin metabolik etkilerinin farklilik
gosterebilecegini ve UTP'nin bu baglamda en yiiksek etkiyi sagladigina isaret
etmektedir. UDP’nin reseptér antagonistleri olan PPTN ve MRS2578
enjeksiyonundan sonra aglik kan sekerinin DMSO+UDP grubuna gore yiikseldigi
goriilmiistiir (Sekil 15). Antagonistlerin UDP’nin etkisini inhibe etmek yerine kan
sekerini daha da arttirmalar1 bu etkilerin hipotalamik alandaki ¢ekirdekler tizerindeki
muhtemel etkisine isaret etmektedir. P2Y reseptor antagonisti olan ARC-118925XX
ise UTP’nin serum glukoz diizeyleri iizerine olan etkisini kismen inhibe etmistir (Sekil
16). Bu kismi baskilamanin UTP’nin diger reseptorii olan P2Ys’in UTP ile
aktivasyonunun devam etmesi sonucunda oldugu disiiniilmektedir. Bu bulgular
merkezi uygulama sonrast UDP ve UTP’nin serum glukoz diizeylerini artirdigini
gostermekte ve kan sekerinin merkezi pirimidinerjik transmisyon araciligi ile
diizenlendigine dair kanitlar sunmaktadir.

Tez caligmasindaki serum leptin diizeylerine bakildiginda iiridin ve UMP
uygulamasi sonrast bir etki gozlenmezken, UTP’nin serum leptin diizeylerini artirdigt

goriilmustiir (Sekil 17). Bunun aksine UDP ise serum leptin diizeylerini diigiirmiistiir.
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UDP reseptor antagonistleri serum leptin diizeyini 0. dk’ya kadar artirma egilimine
girse de sadece 0. dk’dan sonra devam eden artis anlamli bulunmustur (Sekil 18). P2Y>
reseptor antagonisti olan ARC-118925XX ise UTP’nin neden oldugu serum leptin
diizeylerindeki artig1 kismen baskilamigtir (Sekil 19). Bu kismi baskilamanin UTP’nin
diger reseptorii olan P2Y4’tin UTP ile aktivasyonunun devam etmesi sonucunda
oldugu diistiniilmektedir. Bu bulgular merkezi UDP uygulamasinin oreksijenik,
merkezi UTP uygulamasimin ise anoreksijenik etkinlie sahip olabilecegini
diisiindiirmekte ve serum leptin diizeylerinin merkezi pirimidinerjik transmisyon
aracilig1 ile diizenlendigine dair kanitlar sunmaktadir. Bulgularimiz merkezi yolla
uygulanan UDP’nin oreksijenik AgRP noéronlarimi uyardiginmi bildiren bir calisma
(Steculorum ve ark., 2015) ile uyumlu olup, UTP’nin anoreksijenik etki
gosterebilecegi ise literatiirde ilk kez mevcut tez calismamizda gosterilmistir.

Calismadaki serum ghrelin seviyelerine bakildiginda yine tiridin ve UMP’nin
etkisiz oldugu goriilmiistiir. UTP’nin serum ghrelin diizeylerini diisiiriirken, UDP’nin
ise artirdigi bulunmustur (Sekil 20). UDP reseptor antagonistleri serum ghrelin
diizeylerini kendi baglarina anlamli olarak diisiiriirken, bu diistis 0. dakikada UDP
enjeksiyonundan sonra da devam etmistir (Sekil 21). UTP reseptér antagonisti
UTP’nin neden oldugu ghrelindeki artis1 kismen baskilamistir (Sekil 22). Bulgularimiz
merkezi UDP uygulamasinin oreksijenik, merkezi UTP uygulamasinin ise
anoreksijenik etkinlige sahip olabilecegini ve merkezi pirimidinerjik transmisyonun
metabolik diizenlemedeki roliinii ghrelin hormon diizeyleri {lizerinden bir kez daha
kanmitlamaktadir. Yine bu bulgular merkezi yolla uygulanan UDP’nin oreksijenik
AgRP noronlarimi uyardigini bildiren bir ¢alisma (Steculorum ve ark., 2015) ile
uyumlu sonuglar gostermektedir. UTP’nin ghrelin seviyelerini diisiirmesi nedeniyle
anoreksijenik etkinlik gosteriyor olabilecegini diisiinmekteyiz.

Tezdeki serum insiilin diizeylerine bakildiginda iiridin ve UMP uygulamasinin
etkisiz oldugu gorilmistir. UTP serum insiilin diizeylerini 10. dakikadan itibaren
artirirken, UDP ise 30. dakikadan itibaren serum insiilin diizeylerini diistirmiistiir
(Sekil 23). UDP reseptor antagonistleri kendi baglarina serum insiilin diizeylerini
artirirken 0. dakikada UDP enjeksiyonundan sonra da bu artis devam etmistir (Sekil
24). P2Y> reseptor antagonisti UTP’nin yaptig1 insiilin artisin1 30. dakikadan itibaren
kismen baskilamistir (Sekil 25). Merkezi yolla uygulanan UTP, SON ve PVN'deki
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oksitosin ve nesfatin-1 néronlarinda aktivasyon artigina yol agmakla (Akbulut, 2024)
beraber kan oksitosin diizeylerini de artirmaktadir (Salman, 2022). Oksitosinin isv
verilmek suretiyle (Bjorkstrand, Eriksson & Uvnds-Moberg, 1996) kan insiilin
diizeylerini artirdigi bilinmektedir. Ayrica UTP’nin isv verildiginde nesfatin-1
noronlarindaki aktivasyonun arttigi da gosterilmistir (Akbulut, 2024). Dolayisiyla
merkezi yolla uygulanan UTP’nin serum insiilin diizeylerini artirmasinda SON
ve/veya PVN’den oksitosin ve nesfatin-1 noronlarini uyarmasi aracilik ediyor olabilir.
Merkezi yolla uygulanan UDP’nin serum insiilin diizeylerini azaltmasi ise UDP’nin
arkuat niikleusta bulunan AgRP néronlarimi uyarmak (Steculorum ve ark., 2015)
suretiyle PVN aktivasyonunu inhibe etmesi iizerinden gerceklesiyor olabilir. isv yolla
verilen UDP’nin SON ve PVN’de oksitosin ve nesfatin-1 néronlarindaki aktivasyon
artisina yol agmadiginin goésterilmesi de bu durumun bir diger kanmiti olarak
diistiniilebilir (Akbulut, 2024). UDP’nin serum insiilin iizerindeki etkinliginde SON
ve PVN’de lokalize nesfatin-1 noronlarinin katilimi daha anlamli olabilir zira UDP
reseptOr antagonistlerinin her ikisinin de nesfatin-1 néronlarinda c-fos aktivasyonunu
artirdig1 bildirilmistir (Akbulut, 2024).

Tez calismasindaki serum glukagon diizeylerine bakildiginda ayni sekilde
tiridin ve UMP uygulamasinin etkisiz oldugu gériilmiistiir. UTP’nin serum glukagon
diizeylerini artirdigr bulunmustur. UDP’nin ise serum glukagon diizeylerini artirma
egilimi gostermesine ragmen bu artig anlamli bulunamamustir (Sekil 26). UDP reseptor
antagonistleri serum glukagon diizeyini kendi baslarina artirmistir. Ayrica 0. dakikada
UDP enjeksiyonu sonrasinda da serum glukagon diizeylerindeki artis devam etmistir
(Sekil 27). UTP reseptor antagonisti UTP’nin neden oldugu serum glukagon
diizeylerindeki artis1 kismen baskilamistir (Sekil 28). Merkezi yolla uygulanan UDP
ve UTP’nin serum glukagon diizeyleri lizerindeki etkinliklerinde yine SON ve/veya
PVN’deki oksitosin ve nesfatin-1 ndéronlarinin aktivasyonu ya da inhibisyonu aracilik
ediyor olabilir. Bu anlamda daha detayli ¢alismalarin yapilmasi1 gerekmektedir.

Hipotalamus, beslenme ve enerji harcanmasinin merkezi kontroliinde yer alan
en 6nemli beyin bolgesidir. Ozellikle hipotalamustaki ARC beslenme ve enerji
metabolizmasinin diizenlenmesinde kritik rol oynamaktadir (Myers & Olson, 2012).
PVN'nin hasarlanmasi, agir1 yeme ve obeziteye yol agmaktadir (Leibowitz ve ark.,

1981), ayn1 sekilde VMH'nin hasarlanmasi da hiperfaji ve obeziteye yol agmaktadir
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(Shimizu ve ark., 1987). Oysa DMH ve LH’in hasarlanmasi, hipofaji ve zayif bir
fenotiple iligkilidir (Milam, Stern, Storlien & Keesey, 1980).

Yiyecek alimi sirasinda POMC’den saliverilen a-MSH PVN’deki MC3/4
reseptorlerini aktive ederek yiyecek alimini azaltmakta ve enerji harcamasini
artirmaktadir (Konner ve ark., 2009). Farelerde yapilan ¢aligmalarda, PVN’deki MC4
reseptoriiniin  delesyonunun, asirt yeme ve azalmis enerji harcamasi ile glukoz
homeostazisinin bozulmasina yol agtig1 gosterilmistir (Balthasar ve ark., 2005; Huszar
ve ark., 1997).

Aglik sirasinda AgRP/NPY noéronlarinin aktivasyonunu PVN ve LH
bolgelerindeki ikinci sira ndronlarin aktivasyonu takip eder ve bu silsile yiyecek
alimini artirmaktadir (Betley ve ark., 2013). AgRP, MC3/4R'nin invers agonisti olarak
caligir ve bu sayede a-MSH'nin ikinci sira néronlar tizerindeki anoreksijenik etkisini
engellemektedir (Ollmann ve ark., 1997).

POMC ve AgRP/NPY noronlar iizerinde periferik metabolik hormonlar olan
insiilin ve leptin i¢in reseptdrler bulunmaktadir. Insiilin, besin alimi sirasinda pankreas
B hiicrelerinden salgilanir (Prentki, Matschinsky & Madiraju, 2013) ve enerji ve
glukoz homeostazisinin periferik diizenlenmesinde Onemli bir rol oynamaktadir.
Insiilin karacigerde glukoz iiretimini baskilayarak periferik glukoz metabolizmasini
kontrol etmektedir. Bununla birlikte, insiilin ayn1 zamanda hipotalamus seviyesinde
de glukoz ve enerji homeostazisinin diizenlenmesinde biiyiik bir faktordiir (Belgardt
& Briining, 2010). POMC néronlarinda hem insiilin hem de leptin reseptdrlerinin
silinmesi, farelerde glukoz homeostazisinin bozulmasina ve 6zellikle sistemik insiilin
direncine yol agmaktadir (Hill ve ark., 2010). Leptin de yiyecek aliminin ve enerji
homeostazisinin merkezi diizenlenmesinde ¢ok Onemli bir rol oynar. POMC
ndronlarmi1 dogrudan uyarir ve POMC ekspresyonunu artirirken, AgRP/NPY
noronlarini inhibe eder ve AGPR ekspresyonunu baskilamaktadir (Sohn ve ark., 2013).

c-Fos aktivitesinin, transkripsiyonel diizenleyicilerle etkilesimler ve yukari
akis kinazlar tarafindan kontrol edilen mekanizmalar araciligiyla modiile edildigi
bilinmektedir. Literatiirde, farkli hiicre tiplerinde MAPK yolaklarinin c-Fos
ekspresyonu ve aktivitesini diizenledigi gosterilmistir (Pardo, Boland & de Boland,
2006; Smith, Smedberg, Rula, Hamilton & Xu, 2001). Ayrica c-Fos gen
ekspresyonunun protein kinaz C (PKC) tarafindan da uyarildigi bildirilmistir
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(Stachowiak ve ark., 1990). Ikincil haberci molekiiller olan Ca* iyonlar1 ve
diagilgliserol (DAG), c-Fos ekspresyonunu tetikleyen diger dnemli faktorler arasinda
yer almaktadir (Herschman, 1991).

Steculorum ve ark. yapmis oldugu calismada bir¢cok hipotalamik ¢ekirdek
bolgesinde P2Ys reseptor ekspresyonu gosterilmistir (Steculorum ve ark., 2015).
Ayrica merkezi yolla verilen UDP’nin ARC’deki NPY hiicrelerinde c-Fos aktivasyonu
yaptigi ancak POMC néronlart iizerinde etkisinin olmadigi bulunmustur. Ikili
histolojik boyamalar sonucunda AgRP néronlari {izerinde P2Y s reseptorlerinin varligi
da gosterilmistir. Bu sonuglar UDP’nin oreksijenik bir etkisi oldugunu ortaya
koymaktadir ve tez ¢alismamizda elde ettigimiz bulgular ile uyumludur. Bahsi edilen
veriler secici P2Ys reseptor antagonistlerinin metabolik bozukluklarin tedavisinde
umut verici ajanlar olabilecegini diisiindiirmektedir (Steculorum ve ark, 2015, 2017).

Tez ¢alismasinda literatiirde ilk defa tiridin niikleotidi UTP’nin hipotalamusun
hem ARC hem de PVN bolgelerindeki P2Y> reseptoriinii igeren ndronlarda c-Fos
eksprese eden noron yiizdesini anlamli olarak artirdigi gosterilmistir (Sekil 30, Sekil
32). Calismamizda UTP’nin serum glukoz, insiilin ve glukagon diizeylerini artirmasi,
enerji homeostaziyla iliskili bahsi gegen hipotalamik bélgelerde P2Y; reseptorlerini
uyarmak suretiyle néron aktivasyonunu artirdigi dogrultusunda yorumlanabilir. Bu
reseptorleri eksprese eden hipotalamik noronlarn fenotiplerinin ileri ¢aligmalarda
ortaya konmasi1 UTP’nin enerji metabolizmasi iizerindeki merkezi etkilerinin daha iyi
anlasilmasina olanak saglayacaktir.

Sonug olarak mevcut tez ¢alismamizda merkezi yolla uygulanan UDP ve
UTP’nin gesitli néroendokrin ve metabolik etkileri ortaya ¢ikarilmistir. Merkezi yolla
uygulanan UDP’nin oreksijenik etkileri literatiirde kisitli sayida bulunan g¢alisma
sonuglart ile uyumlu olup, merkezi uygulanan UTP’nin anoreksijenik etki
gosterebilecegi tez calismamizda ilk kez gosterilmistir. P2Y 4 reseptoriinii segici olarak
bloke edebilen bir antagonistin (PSB1699 veya PSB16133) ticari olarak satin
alinamamasi nedeniyle UTP’nin etkilerinde P2Y4 reseptor araciliginin incelenememis
olmasi ¢alisgmamizin 6nemli bir eksikligidir. Bunun yani sira, ¢calismamizda ortaya
konan etkilerin insan metabolik hastaliklarindaki rolii ve nemi ile ilgili daha detayli

aragtirmalarin yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR
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Avidin biyotin kompleksi
Agouti iligkili peptit
a-melanosit uyaricit hormon
Arkuat niikleus

Adenozin trifosfat

Beta

Kahverengi yag doku

Beyin kaynakli biiytime faktorii
Beyin omurilik sivisi

Sitidin

Kokain amfetaminle diizenlenen transkript
Konsantre edici niikleozit tasiyicisi
Kortikotropin salgilatict hormon
Sitidin trifosfat

Diagilgliserol

Deoksi sitidin

Desilitre

Dorsamedial niikleus

Dimetil siilfoksit

Deoksi ribontikleik asit
Dihidropirimidin dehidrogenaz
Deoksi timin

Dengeleyici niikleozit tasiyicisi
Gama-amino biitirik asit
Gastointestinal sistem

Glukoz tasiyici peptit 4
Hidroklorik asit
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Intraserebroventrikiiler
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Mili iinite
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Merkezi sinir sistemi
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tiridin - nikleotidlerinin  kardiyovaskiler, metabolik ve ndroendokrin  ethilerinin
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9. TESEKKUR

Bu tez caligmasinin her asamasinda bana rehberlik eden, bilgi birikimi ve
tecriibelerini comertce paylasarak akademik gelisimime katkida bulunan ¢ok degerli
hocam Sayin Prof. Dr. Mehmet CANSEV’e en igten tesekkiirlerimi sunarim.
Yonlendirmeleri, sabri ve bilimsel bakis agisiyla her zaman yanimda oldugu igin
minnettarim. Kendisinden 6grendigim degerli bilgiler ve akademik disiplin, sadece bu
caligmada degil, hayatim boyunca tasiyacagim onemli bir miras olacaktir.

Yiiksek Lisans ve doktora egitimim boyunca akademik ve bilimsel bir vizyon
kazanmamda emekleri olan Tibbi Farmakoloji Ana Bilim Dali Bagkani Prof. Dr.
Gokhan GOKTALAY ve kiymetli hocalarim Prof. Dr. R. Levent BUYUKUYSAL,
Prof. Dr. Mine Sibel GURUN, Prof. Dr. Sinan CAVUN, Prof. Dr. M. Serta¢ YILMAZ
ve Dr. Ogretim Gorevlisi Giilce Sevdar CECEN’e tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢alismam siiresince desteklerini ve bilgisini higbir zaman esirgemeyen Prof.
Dr. Ozhan EYIGOR hocama cok tesekkiir ederim.

Destegini ve bilgisini hi¢gbir zaman esirgemeyen, bilime ve hayata dair ¢ok sey
ogrendigim Kimyager Sami AYDIN’a tesekkiir ederim.

Anabilim dalimizda 6grenimlerine devam eden degerli arkadaslarima ve boliim
calisanlarimiza giiler yiizleri ve destekleri i¢in tesekkiir ederim.

Birlikte ¢alismaktan keyif aldigim, calismalarimda yardimlar1 ve dostluklariyla
yanimda olan c¢alisma arkadaslarim Ars. Gor. Dr. Berna SALMAN, Ars. Gor. Dr.
Deniz Norouzi, Ars. Gor. Dr. Nursel Hasanoglu AKBULUT ve Dog. Dr. Aysen
CAKIR’a tesekkiirlerimi sunarim.

Bu siirecte her zaman yanimda olan, sabirlari, anlayislar1 ve sevgileriyle bana gii¢
veren sevgili esim Cemil ve oglum Koray’a en derin tesekkiirlerimi sunarim. Onlarin
destegi olmasaydi, bu zorlu ama bir o kadar da anlamli yolculugu tamamlamak
mimkiin olmazdi. Ailemin varligi, bu caligmay1 yaparken en biiylik motivasyon
kaynagim oldu ve her anlarinda hissettirdikleri sevgi ve gliven, bu yolculugu anlamli
kilda.

Hayatimin her doneminde yanimda olan, bana gii¢ veren ve motive eden annem
Nurten ve Mahmut abiye; Nevin annem ve Mehmet babama ve bana destegini
esirgemeyen herkese tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez ¢alismasi Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri birimi
tarafindan desteklenmistir (TOA-2021-684).
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10. OZGECMIS

2006 yilinda basladigi Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Béliimiinden Ingilizce hazirhik dahil olmak iizere 2011 yilinda mezun oldu. Takiben
Uludag Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali Molekiiler
Biyoloji Bilim Dali’nda ilk yiiksek lisansint “Arpanin Cas Geni Homologunun
Klonlanmas1 ve Kiilleme Hastaligima Kars1 Direnglilikte Ekspresyon Seviyesinin
Incelenmesi” tez baslig1 ve 110T984 nolu TUBITAK proje bursu ile 2011-2013 yillar1
arasinda gergeklestirdi. 2014 yilinda Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Ana Bilim
Dalinda ikinci yiiksek lisansina bagladi. “Maternal CDP-kolin Tedavisinin Yenidogan
Sican Akciger Dokusu Maturasyonu Uzerine Olasi Etkilerinin Arastirilmast” tez
baslig1 ve KUAP(T)-2016/23 nolu BAP proje destegi ile 2019 yilinda mezun oldu.
Takiben 100/2000 programi ile 2019 yilinda Tibbi Farmakoloji Ana Bilim Dalinda
doktoraya basladi. 17.02.2020 tarihinde Tibbi Farmakoloji Ana Bilim Dalinda Ars.
Gor. olarak goreve basladi ve halen devam ediyor.
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