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1. OZET

Nesfatin-1, son donemlerde kesfedilen 6nemli endokrin ve metabolik
islevleri oldugu diistiniilen muhtemel yeni bir metabolik hormondur. Bu bilgiler
1s51g¢inda yapilan caligmada 4-6 aylik 200-250 gram agirhigindaki erkek Wistar
cinsi siganlarda nesfatin-1’in sigan aort kontraksiyonlar1 tizerindeki olasi etkisi
arastirilmistir.

Calismada sigan aortuna, 0.1, 1 ve 10 nM dozlarda kiimiilatif olmayan
uygulamalarla nesfatin-1’in izometrik kontraksiyonlar iizerindeki doz bagimli
etkisi izole organ banyosu kullanilarak test edildi. Ayrica bu uygulamanin sigan
aort dokusundaki degisimde immiino-histokimyasal boyama yontemiyle histolojik
olarak gosterildi. Calismanin sonucundanesfatin-1’in farkli dozlarda doz bagimli
olarak sican aort kontraksiyonlarini inhibe ettigi ve uygulamanin sican aortunda
immiino-histokimyasal degisimlere neden oldugu gozlendi. Kasilma ve gevseme
gerilim ylizdeleri agisindan 0.1 nM nesfatin uygulanan gurupta istatistiksel olarak
herhangi bir farklilik olusturmaz iken,1 nM ve 10 nM dozlarda ise istatiksel olarak
anlamli fakliliklar ortaya ¢ikt1(p<0.05). 1 ve 10 nM doz uygulamasinda aort
kontraksiyon ve relaksasyonlarini kasilma ve gevseme peryodunda istatistiksel
olarak anlamli derecede azalttig1 tespit edildi (p<0.05 ).

Calisma sonucunda elde edilen bulgular nesfatin-1’ in doz bagimli olarak
sigan aort kontraksiyon ve gevseme protokollerinin her ikisine de inhibisyon
yaptig1 gozlenmistir ayrica nesfatin uygulamasinin doz bagimhi bu etkileri
histolojik olarak doku diizeyinde de tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nesfatin-1, aort, kasilma, gevseme, sigcan



2. ABSTRACT

Effects Of Nesfatin-1 On Contraction-Relaxation Mechanisms In Rat
Aorta

Nesfatin-1 is likely to be a new metabolic hormone recently discovered
which is thought to have the significant endocrine and metabolic functions. The
study carried out in the light of this data attempts to find the effect of Nesfatin-1
on the aorta contractions of 4-6 month-old male Wistar rats weighing 200-250 g.

In this study the dose-dependent effect of nesfatin given to the aorta of
rats at doses of 0.1, 1 ve 10 nM non-cumulatively methods on isometric
contractions has been tested by using isolated organ bath. In addition, the effect of
this application on aortic tissue of rats has been histologically presented using
histo-chemical staining methods.

It has been revealed at the end of the study that nesfatin-1 at different
doses inhibits the contractions of rat aorta in a dose dependent manner and this
application results in immunohistochemical changes in rat aorta. In terms of the
contraction and relaxation stress percentages it has not resulted in any statistical
difference within the group at a dose of 0.1nM nesfatin while there is a
statistically significant difference among the groups at doses of 1 nM and 10
nM(p<0.05). Nesfatin application at doses of 1 and 10 nM has been found to
decrease the aortic contractions in a statistically significant way (p<0.05 ).

The se results have demonstrated that nesfatin-1 inhibits both the aortic
contractions and relaxation procedures of rats in a dose dependent manner.
Moreover, these dose-dependent effects of nesfatin application have been
histologically identified in tissue level, as well.

Key Words: Nesfatin-1, aorta, contraction, relaxation, rat.



3. GIRIS

Nesfatin-1 ilk kez 2006 yilinda Oh ve arkadaslar1 tarafindan hipotalamusta
tespit edilmis olup bir tokluk molekiilii oldugu diistiniilmektedir(1). Nesfatin-1’in
beynin degisik bolgelerinin yam1 sira yag doku, mide, pankreas adaciklari,
karaciger, testis gibi dokularda da bulundugu tespit edilmistir(1).

Ratlarda intraserebroventrikiiler (ICV) nesfatin-1 enjeksiyon sonucunda
doz-zaman bagimli olarak gida aliniminibaskiladigini ve boylece viicut agirligimi
diistirdiigii gérillmustiir(1).

Nesfatin-1 82 amino asitten olusan, 9.7 kDa molekiiler agirligindadir(1).
Yapilan bir ¢alismada nesfatin-1'in, NEFA/niikleobindin2 (NUCB?2) ’den tiireyen
bir amino terminal fragmet oldugu gosterilmistir (1). NUCB2 ise toplam 396
aminoasitten olusan bir protein olup 24 aminoasitlik bir sinyal peptidini meydana
getirir ve istahin kontroliinde gorev alir (1, 3).

Nesfatin-1  NUCB2'nin ilk terminal bdlgesinden olusan  bir
fragmenttir.Nesfatin-1 molekiiliiniin C terminal fragmenti besin aliminin
diizenlenmesinde rol almaktadir. Ortafragmentinindebesinaliniminda 6nemli rol
aldig1 diistinilmektedir(1, 4).

Yani 396 aminoasidli NUCB2’nin ilk 1— 82 aminoasitlik kismi nesfatin-
1'i, 85-163 aminoasitlik kismi1 nesfatin-2'yi, 166-396 aminoasitlik kismi ise
nesfatin-3'i olusturmaktadir(1).

Nesfatin-1’in; N23 (1-23), M30 (24-53), C29 (54-82) gibi ii¢ alt gurubun

birlesmesi ile olustugu ortaya ¢ikarilmistir(5).



Su ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada Nesfatin-1’in hiperglisemik
ratlarda intraven6z uygulanmasinin kandaki glukoz seviyesini anlamli bir diizeyde
azalttigi, bu antihiperglisemik etkinin doz-zaman ve insiilin bagimli olmasinin
yanisira  periferiketkiliyle de  olustugu  goézlenmistir  (6).  Nesfatinin
antihiperglisemik etki mekanizmasitam olarak bilinmemekte olup insiilin
tizerinden etki gosterdigi tahmin edilmektedir(6).

Nesfatin-1, inflizyonu ise paraventrikiiler ve arkuat niikleuslarda
potentanoreksigenik ~ maddeler olan  melanokortin  prekiirsor ~ peptid,
propiomelanokortin’i (POMC) kodlayan genlerin ekspresyonunda bir artisa sebep
olmadigin1 gosteren galigmalar mevcuttur(6).

Nesfatin-1, paraventrikiiler ve arkuat niikleuslarda potentanoreksigenik
maddeler olan melanokortin prekiirsorpeptid, propiomelanokortin (POMC) gibi
maddelerin ve hiicre ic¢i kalsiyum veya cAMP artisina yol agmadigi gosteren
caligmalar nesfatin-1 in istah baskilayici etkisinin leptin yolagindan farkli yolaklar
tizerinden gergeklestirdigini diisiindiirmektedir(7).Nesfatin-1’in leptin yolagi
tizerinden etki gdstermemesi,insanlardaki diyete bagli obezite gibi leptin
rezistansinda artigin oldugu durumlarda etkili farmakolojik ajan olabilecegini

diistindiirmektedir(7).

3.1. Sicanlarda Aort Anatomisi
Sicanlarda aort anatomisi ti¢ ana baslik altinda toplanir. Bunlar; gogiis
boslugunun 6n kismi,6n bacaklar,boyun ve basin arterleri, karin boslugu ve pelvis

arterleri, arka bacagin arterleri seklindedir(8).



Truncuscoeliacus, diafragma kivrimi yakininda ¢ikar ve kisa bir uzantidan
Truncuscoeliacus’dan kisa bir uzantidan sonra a.

sonra ii¢ dala ayrilir.
Mmezentericacranialis dal alir. A. mezenterica yakininda a. renalis dal alir.

Aort abdominalis’in arka boliimiindeki kivrimi truncusiliacus olusturur.

Truncusiliacus’ungdvdesindea. Iliaca externa ve a. Iliacainterna ¢ikar.
[liacainternadapelvis boslugu organlari dal alir. A. iliaca externa pelvisten

c¢ikmadan Once a. abdominalis ve a. pudentalis dal alir. A. pudentalis’ de a.
circumflexia, a. abdominalis caudalis, a. Spermaticaexterna ve a. pudentalis

externa olarak dallanir(8).
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Sekil 1. Sigan arter anatomisi(9)



3.2.Kan Basinci

Kan basinci, damarlarda dolasan kanin arter duvarina uyguladigi basing
olarak bilinmektedir. Kan basicinin devamliligi sol ventrikiiliin kasilma siddeti,
arteryal damarlarin elastik yapisi, dolasima katilan kan miktar1 ve kanin
akigkanlig1 tarafindan sirdiiriilmektedir. Sistolik kan basinci  ventrikiiliin
kasilmasisirasinda olusan basingtir. Diastolik kan basinci ise ventrikiiliin
gevsemesi sirasindaki basingtir(10,11).

Hipertansiyon arteriyal kan basincinin normal degerlerinin tizerinde
olmasidir. Sistolik kan basmcimin 140mmHg’ nin, diyastolik kan basincinin ise
90mmHg’nin {izerinde olmasi hipertansiyon olarak kabul edilse de bu degerler
tartismalidir(12,13).

Kardiyak output ve damar rezistansinin ¢arpimina kan basinct denir. Kan
basincinin artist kardiyak output ve vaskiiler rezistans artisina paralel olarak artar.
Bu parametrelerden biri artarken digeri azalirsa kan basincinda belirgin bir
degisiklik meydana gelmez(14,15).

Kan basincinin yiikselmesi bir hastaliga bagl ise sekonder hipertansiyon,
nedeni belli degilse, primer veya esansiyel hipertansiyon olarak isimlendirilir.
Sekonder hipertansiyon olusumuun diyet, stres, obezite gibi birgok nedeni
vardir(15).

Hipertansif olgularin ~%90-95'inde kan basinci yiikselmesinden sorumlu
etiyolojik neden bilinmemektedir. Bu hipertansiyon tipi bu nedenle esansiyel ya
da primer hipertansiyon olarak tanimlanmaktadir. Birincil hipertansiyonun nedeni
giinlimiizde bilinmemekle birlikte olusumuna katkida bulunan mekanizmalar

oldugu diistiniilmektedir(16).



Hipertansiyon, 6nlenebilir 6liimnedenleriarasinda diinyada en 6nde gelen
risk faktdrlerindendir. Iki bin yili verilerine gére 972 milyon insanda
hipertansiyon goriilmekte olup bu say1 diinyadaki eriskin niifusunun yaklasik
olarak %26,4’tine denk gelmektedir (17).

Hipertansiyon hastasi olan insanlarin yasam Kkalitelerinin normal insanlara
gore oldukga diisiik seviyede oldugu gozlenmistir(17).

Hipertansiyon, bir kan basinci regiilasyon bozuklugudur. Sistemik kan
basincinin regiilasyonunda bir¢ok faktdriin rol almasi nedeniyle hipertansiyonun
olusumunda  bir¢ok  patofizyolojik ~ mekanizmanin  sorumlu  oldugu
disiiniilmektedir. Kan basmcinin  kontrolii  bobrekler, santral sinir sistemi,
periferik sinir sistemi, vaskiiler endotel ve adrenal gland arasindaki karmasik
etkilesimle saglanir (18).

Renin anjiyotensin aldosteron (RAA) sistemi kan hacmini ve basmcini
diizenleyen  6nemli  mekanizmalardanbirisidir.  Karacigerden  salgilanan
anjiyotensinojen, bobrek jukstaglomeriiler aparatindan salgilanan renin tarafindan
anjiyotensin-1’e doniistiiriiliir. Anjiyotensin-1, anjiyotensin doniistiiriicii enzim
tarafindan  anjiyotensin-2’ye ¢evrilir.  Anjiyotensin-2  bobrek istii  bezi
korteksinden aldosteron salimimimi uyarir. Renin anjiyotensin aldosteron
sisteminin aktivasyonu; bobrek perfiizyon basmcinin diismesi, hiicre igi
voliimdeazalma, dolasimdaki katekolaminlerin artis1, sempatik sinir sistemi
aktivasyonu ve hipokalemi gibi uyaranlara cevap olarak olusur. Renin
anjiyotensin aldosteron sisteminin esansiyel hipertansiyondaki rolii oldukga
karmagiktir. Plazma renin aktivitesi (PRA) hipertansif hastalarin %20’sinde

yiiksek, %30’unda diisiik, %50’sinde normaldir. Ancak normal plazma renin



seviyesi olan ¢ogu hastada PRA total viicut sodyumuna oranla uygunsuz olarak
yiiksek olabilir. Bu hastalara anjiyotensin doniistiiriicii enzim(ACE) inhibitorleri
veya aldosteron reseptdr blokerleri verildiginde kan basincinin diismesi de bu
goriisti desteklemektedir (20).

Damarlarin kasilip gevseme ozellikleri sayesinde kan her dokuda ideal
basingda yer almasi saglanir. Bu basincin ana belirleyicisi arter sistemindeki
basingdir ve normal sinirlar iginde tutulmasi yasamin devamliligi i¢in gereklidir.
Bu sayede degisen sartlarda (egzersiz, beslenme vb.) tim dokulara ideal kan
akiminin devam etmesi saglanir. Organizma bu amagclara ulagsmak i¢in kan basinci
ve ilgili sistemler tizerinde (kalp kasi, damar diiz kast vb.) hizli, gii¢lii, kalic
kontrol mekanizmalarina sahiptir. Bu mekanizmalar otonom sinir sistemi
(sempatik ve parasempatik) ve baroreseptor tarafindan saglanan akut kontrol ve
bobrekler tarafindan saglanan uzun siireli  kontrol —mekanizmalaridir.
Baroreseptorler kan basincinda meydana gelen anlik degisimlerden otonom sinir
sistemini haberdar ederek gerekli otonom degisiminin meydana gelmesini
saglayan en Onemli haberci sistemlerdir. Sempatiksinir sisteminin aktivasyonu
kalp kasinda pozitif kronotropik ve inotropik etkiler olustururken arteriyolardiiz
kaslar lizerinde vazokonstriktor etkilere sahiptir. Bu etkiler kan basincinin ancak
kisa stireli kontroliinii saglayabilirler ancak kan basincinin uzun siireli
regiilasyonunda asil gorev bobreklerindir. Bobrekler, nefronlarinda bulunan
Ozellesmis sistemleri (glomeriile yakin aparat) ile damar i¢inde dolasan sivi
miktarm1 ve kan basmcimin uzun sireli regiilasyonunu saglarlar. Bu fizyolojik
diizenleyici mekanizmalar bozuldugunda veya aksadiginda kan basinct

diizensizligine bagli doku ve organ fonksiyon bozuklugu ortaya ¢ikar.



Kan basincinda meydana gelen uzun siireli diisiikliik bobreklerden renin
salgilanmasina neden olur. Renin, dolasimdaki anjiotensinojeni antiyotensin I’ e
dontstiiriir. Bu hafif bir vasokonstriktordiir ve kapiller endotel hiicre zarlarinda
(6zellikle de akciger kapilleri) yerlesik anjiyotensin doniistiiriici enzim ile
anjiotensin II’ ye doniistiiriiliir. Anjiotensin II, kuvvetli vazokonstriiktor etkiye
sahip olup kan basmcinin artmasini saglar. Ciddi kanamalar ve sivi kayiplari,
hipofizden diger bir kuvvetli vazokonstriiktor madde olan ADH’in (vazopressin)
salgilanmasini uyarir.

Sistemik kan basincinin esas kontrolorleri muskuler arterlerdir. Arterlerin
kasilmalar1 sempatik sinirlerle saglandigi gibi yaralanma sonucu ortaya g¢ikan
yerel maddelerin direkt etkisiyle de olabilir. Yerel faktorler kiigiik arterde ve

arteriollerde etkili olabilmektedir.

3.3. Diiz Kaslar

Insan viicudundaki toplam kas kitlesinin %10’unu olusturur. Capi iskelet
kasinin ¢apindan 30 kat daha kii¢iik olup, diiz kas 1-5 mikrometre ¢apa ve 20-500
mikrometre boya sahiptir. Kasilmalari iskelet kasi ile benzerlik gosterir fakat diiz
kas liflerinin fiziksel diizenlenmesi tamamen farklidir (22).

Diiz kaslarda iskelet kasinda oldugu gibi diizenli sinir-kas kavsaklari
yoktur. Diiz kaslarin inervasyonu otonom sinir lifleri araciligi ile
gerceklesmektedir. Otonom sinir lifleri bir kas tabakasi iizerine pargali olarak
dallanir(23).

Ayn1 zamanda diiz kaslar sinir sonlanmalarinda iskelet kaslarinda bulunan

kas liflerini uyaranmotor sinir liflerinin dallanan sonlanmasina da sahip degildir.



Bunun yerine diiz kaslarin terminal sonlanmalarinda genislemeler ve
kalinlasmalar (varikozite) gozlenir(23, 24).

Diiz kaslar her organa gore bir takim farkliliklar gosterir. Buna ragmen diiz
kaslar genellikle ¢ok birimli ve {initer (tek birimli) diiz kaslar olmak {izere iki
gurupta incelenir (22). Cok birimli diiz kaslarda goze carpan en 6nemli 6zellik;
cok sayida kas lifinden olusmasina ragmen bu kas liflerinin birbirindenbagimsiz
kasilabilmesi ve genel olarak sinir sinyalleriyle kontrol edilmesidir (22).

Diiz kas hiicre membranlar1 bir¢ok noktada birbiri ile temas halindedir, bir
kas lifinde olusan gii¢ bu sayede yanindaki kas liflerine aktarilir(22). Hiicre
membranlarinda olusan aksiyon potansiyelinde iyonlarin yanindaki hiicrelere
aktarilmasi, hatta aksiyon potansiyeli disindaki iyonlarin kas lifleri arasinda
aktarilmasi ve kas liflerinin birlikte kasilmasina olanak saglayan ¢ok sayida yarik

baglant1 (gap junction) ile birlestirilmistir(22).

3.3.1. Diiz Kas Kasilmasinin Mekanizmasi

Kimyasal yapr olarak iskelet kasindakine benzerlik gosteren aktin ve
miyozinflamentler icerse de iskelet kasindakine benzer aktin miyozin ¢izgili
yerlesimi yoktur. Yani aktin ve miyozin yerlesim bakiminda diiz kaslarla faklidir.
Kas lifinde daginik serpilmis bircok aktinfilamenti arasinda az sayida
miyozinfilamenti vardir(22).

Diiz kaslarin kasiimasinda tipki iskelet kaslarinda oldugu gibi Ca*? 6nemli
bir rol almaktadir. Asil olarak kontraksiyon voltaj kapili kanallar araciligi ile

hiicre disindan hiicre igine Ca*? akisina baglidir(23, 24).
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Diiz kaslarda kas kasilmasi i¢in ihtiya¢ duyulan enerji adenozin trifosfatin

(ATP) adenozin difosfata (ADP) yikilmasiyla ortaya ¢ikar (22).

3.3.1.1. Diiz Kas Kasilmasiin Kalsiyum Iyonlar ile Diizenlenmesi

Diiz kaslarin kasilmasinda tipki iskelet kaslarinda oldugu gibi Ca*? 6nemli
bir rol almaktadir. Diliz kaslarda sarkoplazmikretikulum az gelistigi icin asil
kasilmay1 baslatan asil olarak voltaj kapili kanallar araciligi ile hiicre disindan
hiicre icine Ca*? akisidir (23, 24).

Ayrica hiicre ici Ca*? artis1 diiz kas liflerinin sinirsel ya da hormonal yolla
uyartlmasi, lifin gerilmesi veya lifin kimyasal c¢evresindeki degisiklerle de

meydana gelebilir(22).

3.3.1.2. Kasilmanin Diizenlenmesi

iskelet kasinda hiicre i¢ci Ca*? konsantrasyonundaki artis aktin flamentleri
etkilerken diiz kasta myozin flamentlerini etkiler. Bu da diiz kaslarda kasilmanin
myozin flamentleri tarafindan kontrol edildigini, diizenlendigini gosterir(22). Diiz
kaslarda hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki artis myozini etkileyerek
myozindeki hafif zinciri fosforile ederek Aktinle etkilesmesini saglar ve kuvvet
olusumunu saglayan kalsiyum- kalmodiline bagli protein kinazi aktive eder(22).

Kalmoduline dort kalsiyum molekiilii baglanir. Kalsiyum-kalmodulin
kompleksi myozin hafif zincir kinaz1 aktive eder. Bu ise miyozinin diizenleyici
hafif zincirini fosforile eder(22).

Miyozin basinin aktinle tutunma ayrilma dongiisiiniin olusmasi ig¢in

myozin hafif zincirin fosforile olmas1 gerekir. Baglanma ve bundan sonraki tiim
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dongiisel islemlerin gergeklesmesive dolayis1 ile kasta kasilma olaymin
gerceklesmesi i¢in diizenleyici zincirin fosforile olmasi sarttir(22)

Diiz kas hiicresindeki miyozin fosfataz miyozini defosforile eder.
Sitoplazmada Ca+2konsantrasyonu diisiince miyozin ¢apraz kopriilerini bir siire
aktine bagli halde tutan bir kilitlenmis koprii mekanizmasi bulunmaktadir.
Boylece damar diiz kaslarinda az enerji ile uzun siire kasilma saglanmis olur. Kalp
kasinda kasilma cevaplar1 fazik olup ard arda kasilma gevseme donemlerinde
olusurken diiz kasta kasilma cevaplar1t farklilik gdostererek kilitli  koprii

mekanizmasi nedeniyle ¢ogunlukla toniktir (23, 24,25).

3.3.1.3. Miyoplazmik Kalsiyum Konsantrasyonunun Diizenlenmesi

Diiz kas kontraksiyonunda kalsiyum iyonlarinin uyarici etkisi oldugu
bilinmektedir. Kasilmanin gergeklesmesinde miyozinin fosforilizasyonu kasilma
mekanizmalar1 i¢inde en ¢ok dne ¢ikan goriistir. Kalsiyumun 10 ile 107 olan
sarkoplazmik konsantrasyonu uyarilma neticesinde gecici olarak 10° ya cikar.
Bunun sonucunda kalsiyum inaktif kalsiyum baglayici protein olan kalmodulin ile
bilesik olusturur.Kalsiyum kalmodulin bilesigi, miyozin hafif zincir kinazi aktive
eder. Miyozin hafif zincir kinaz enzimi miyozinin hafif zincirinin
fosforilizasyonunu Kkatalize eder.Bunun sonucu olarak aktinin miyozin Mg"*-
ATPaz aktivitesi uyarilarak ATP’nin yikilmasina ve diiz kaslarin boyunun
kisalmasini saglarnir(22).

Kalsiyum konsantrasyonu diisiik oldugu durumlarda kalmodulin enziminin
aktivasyonu i¢in miyozin hafif zincir kinaz aktif degildir. Miyozin hafif zincir

kinazin aktif olmamasi diiz kasin kasilma alt birimlerini engeller. Hiicrede
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gerginligin olusmasi i¢in miyozin hafif zincir kinaz fosforile edilemez. Bundan
dolay1 fosfotaz, miyozin hafif zincirinden fosfati ayirarak, miyozin ATPaz
aktivitesini engeller ve gevseme olusur(26).

Diiz kasta biri sarkolemmada digeri sarkoplazmik redikulumda (SR)
bulunan kalsiyum havuzlar1 aktivasyon ile kasilma arasindaki baglantiy1
saglarlar(22). Sarkolemma extraseliller sividaki kalsiyumun giris ¢ikisini
diizenlerken, SR hiicre igindeki kalsiyumun hareketini diizenler(22). Diiz kasta
iskelet kasindakinin tersine hiicre dis1 kalsiyum kasin kasilmasinda 6énemli rol
oynar. Oysa iskelet kas1 kasilmasi i¢in hiicre dis1 kalsiyuma ihtiya¢ duyulmaz(22).
Bundan dolay1r miyoplazmik kalsiyum konsantrasyonunun diizenlenmesi hem SR
hemde sorkolemma ile baglantilidir (22).Diiz kaslarda miyoplazmik kalsiyum

konsantrasyonu farkli sebeplerle degisebilir(22).

3.3.1.4. Sarkolemma

Diiz kas hiicresinden kalsiyumun hiicre iginden hiicre disina ¢ikist
sarkolemmal kalsiyum-ATPaz aktivitesiyle ve bir 3Na*/Ca*? antiporteri (disariya
cikan herbir kalsiyum i¢in hiicreye {i¢ sodyum girer) vasitasi ile gergeklesir(22).
SR'de kalsiyum konsantrasyonunun azalmasmin ardinda SR'ye yakin
sarkolemmadaki "depo" islevli kalsiyum kanallarin1 aktive olur. Kalsiyum giris
faktoriiniin (CIF) SR'den salinmasiyla SR hiicre disi sividan gelen kalsiyumla
dolmasi saglanir(22). CIF' in ve depo islevli kalsiyum kanalinin yapist heniiz tam
olarak bilinmemektedir (22). Diiz kasin siirekli olarak kasilmasi hiicre disi

kalsiyuma ihtiya¢ duydugu gercegini ortaya cikarir(22).
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3.3.2. Diiz Kasta Zar Potansiyelleri

Diiz kasin o anki durumuna gore zar potansiyelinin nicel degeri farklilik
gosterir. Istirahat halindeki diiz kasta hiicre i¢i zar potansiyeli ortalama -50 ile -60
milivoltcivarindadir.Buda iskelet kasindakine goére yaklasik 30 milivolt daha

azdir(22).

3.3.2.1 Diiz Kas Aksiyon Potansiyellerinin Olusmasinda Kalsiyum
Kanallarimin Onemi

Voltaj kapili kalsiyum kanal1 diiz kas hiicre zarinda daha fazla bulunurken,
voltaj kapili sodyum kanallari iskelet kasi hiicre zarinda daha fazladir(22).
Bundan dolay1 diiz kaslarda aksiyon potansiyeli olusumunda sodyumun katkisi
daha azdir. Sodyumun yerine aksiyon potansiyelin olusmasinda asil sorumlu olan
kalsiyum iyonlaridir(22). Sodyum kanallar1 kalsiyum kanallarindan ¢ok daha hizl
acilir ve kalsiyum kanallarina gére daha kisa siire agik kalir. Diiz kaslarda uzamig
aksiyon potansiyelleri kapilarin agik kalma siireleri ile alakalidir(22).

Diiz kas hiicrelerinde aksiyon potansiyeli olusumu sirasinda hiicreye giren
kalsiyum diiz kas kasilma mekanizmasi lizerine dogrudan etki ederek kasilmasin

saglar boylece kalsiyum ayni anda iki is gérmiis olur(27).

3.3.3 Vaskiiler Diiz Kas Yapis1 Ve Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri

Hiicresel ve hiicresel yapilardan olusan damar duvari esnek ve aktif bir
yapidir. Vaskiiler yapiy1 olusturan hiicreler temel olarak entotel hiicreleri, vaskiiler
diiz kas hiicreleri ve fibroblastlardir (28). Sekil-1 de goriildiigii gibi igten disa

intima, media ve adventisya olarak ii¢ tabakadan olusan vaskiiler yap1 kani
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kalpten periferik dokulara tagimaya uygun olarak elastik bir yapiya sahiptirler.
Damarlar patofizyolojik uyarilmaya karsi yeniden yapilanma veya damar
kiitlesinde artma-azalma seklinde yanit verirler(28). Intakt arteriyel media
aterosklerozis, restenoz ve hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin
patogenezinde, damar duvarinin kasilma-gevseme, biiylime, gelisme, yeniden
diizenlenme ve onarimini igeren bircok yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinden

sorumludur (28).

Elastik interna

endotel

Lumen

fibroblast

intima

T media

adventi:

Sekil 2. Arter duvarinin yapist (29).

Temel gorevleri kontraksiyon, damar gerilimi,kan basincini diizenleyerek
kan akimini saglamak olan vaskiiler diiz kas hiicreleri (VDKH) yiiksek derecede
Ozgiilenmis hiicrelerdir. Erigkinlerde kan damarindaki VDKH’leri digerlerine
kiyasla diisiik proliferasyon hizina ve sentetik aktiviteye sahiptirler. VDKH’ lebi
konraktil aktiviteleri i¢in kendine 6zgii kontraktil proteinleri, iyon kanallarini ve

sinyal proteinlerini eksprese ederler. Ayrica VDKH’leri ortam degisikligine,

15



geriye doniisiimlii sekilde hiicre boyutunda, ekstraseliiler matriks iiretiminde,
kontraktil protein ekspresyonunda ve migrasyon yeteneklerinde degisiklik
yapabilme seklinde yanit verebilme Ozelligine sahip olan hiicrelerdir (30-32).
Hasar durumunda VDKH’lerinde proliferasyon ve migrasyonun yani sira kollajen,
elastin ve proteoglikanlar1 igeren ekstraseliiler matriks komponentlerinin sentez
hizinda artigla karakterize olan yeniden farklilagsma siireci baglar. Yeniden
farklilasma ateroskleroz, stent takilmasi veya by-pass sonrasi restenoz ve
hipertansiyon gelisiminde rolii olan temel patofizyolojik mekanizmadir (30, 33).

Arter hiicreleri genellikle mediada bulunur fakat intimadada diiz kas
hiicrelerine rastlanir. Diiz kas hiicreleri insan viicudunda iki sekilde goriiliir (34-
36).

1-Sentetik yap1 olarak bilinen erken g¢ocukluk doneminde ve fetiiste
bulunan hiicreler. Bu hiicreler boliinme, ¢ogalma ve hiicreler arasi matriks
bilesiginin saglanmasi gibi iki temel gorevi vardir.

2-Kontraktil tip olarak bilinen ve yetiskinlerde bulunan hiicrelerdir.
Kontraktil tip diiz kaslarda stoplazmanin tamami myofibrille doludur.

Diiz kas hiicreleri baz1 etkilere maruz kalarak mediadan intimaya go¢ eder
ve orada lipit fogositozu ve matriks sekresyonu baglar ve hiicrelerin doniistimiinii

stimiile eder(34).

3.4. Nesfatin-1
Nesfatin-2006 yilinda OH-I ve arkadaslari tarafindan bulunmustu(37).
Nesfatin/NUCB2, 396 aminoasitten olusan ve 24 amino asidlik sinyal peptidi

dizisi igeren bir protein yapidir(38,39).
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Daha 6nce beynin bir¢ok bolgesinde sentez edildigi tespit edilen nesfatin-
I’in daha sonra yapilan caligmalarda adipoz doku, mide, pankreas adaciklari,
kolon, karaciger, testis gibi periferik dokularda da tesbit edilmistir (40, 41).

Nesfatin-1’in  beyinin enerji metabolizmas1 ile ilgili alanlarda da
salgilandigi tespit edilmistir. (42, 43, 44).

NEFA/NUCB2 proteini istah tizerine olan etkisinin disinda tam olarak
bilinmemektedir. NUCB2 proteini Prohormon Convertase (PC) tarafindan
islenenmis olup su ana kadar tespit edilen 3 iiriin icermektedir. Bunlar, nesfatin—1
(1-82 aminoasit), nesfatin-2 (85-163 aminoasit) ve nesfatin-3 (166-396
aminoasit) olarak bilinmektedir(37).

Yapilan immiinohistokimyasal calismalarda nesfatin/NUCB2’nin néronal
hiicrelerin sitoplazmasinda varlifi ortaya konmasma karsin bu hiicrelerin

¢ekirdeklerindeki varligi tam olarak tespit edilememistir(45).

3.4.1. Nesfatinin Biyokimyasi ve Metabolizmasi

9.7 kDa molekiiler agirliginda 82 aminoasitten olusan nesfatin-1’in ilk
olarak 2006 yilinda hipotalamusta tespit edilen bir tokluk hormonu oldugu ortaya
konmustur. Yapilan bagska bir calismada nesfatin-1'in, NEFA/NUCB2’den
meydana gelen bir amino terminal fragmeti oldugu gosterilmistir (43).

NUCB2 ise toplam 396 aminoasitten olusan bir proteindir. NUCB2 istah
kontroliinde gorev almakla beraber 24 aminoasitlik bir sinyal peptidini

olusturur(43, 46).

17



NUCB2'nin 396 aminoasidinden ilk 1— 82 aminoasit arasi nesfatin-1'i, 85—
163 aminoasit arasi nesfatin-2'yi, 166-396 aminoasit arasi ise nesfatin-3'i
olusturmaktadir (43).

Nesfatin-1 ii¢ alt segment i¢cermekte olup, bunlar; N23 (1-23), M30 (24-

53), C29 (2-82) seklindedir (47).

NUCB?2

-24 1 82 85 1_63166 396
- \m\ Nesiain2 JF  Nesfatin3 P =

Prohormon

donf.|§turucu 1 23 53 82

enzim

- N23 M30 C29 —_
Nesfatin-1

Mid-segment (30 aa): PDTGLYYDEYLKQVIEVLEETDPHFREKLQK

Sekil 3. Nesfatin-1’in alt segmentleri (46,48).

Nesfatin-1 tokluk hormonu olarak bildirilmesine ragmen karbonhidrat
metabolizmasi {izerine herhangi bir etkisi bilinmemektedir. Bununla beraber
NUCB2 mRNA’smin pankreatik beta hiicreleri i¢inde eksprese edildiginin
gosterilmesinden beri nesfatin-1’in anti-hiperglisemik olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Bu diisiincenin dogrulugunu test etmek igin rekombine nesfatin-1 genetik olarak
yapilandirilmis hiperglisemik siganlara intravenz(i.v.)olarak uygulanmistir. Bu

calismalar gostermistirki nesfatin-1'in  anoreksijenik etkisine ilave olarak
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metabolik kontrolde 6nemli rol aldig1 ve anti-hiperglisemik etkisi oldugu tespit
edilmistir (49).

Insanlarda, farelerde ve ratlarda NUCB2’nin amino asit diziliminin
homolojisi biiyiik 6l¢iide benzerlik gostermektedir.(insanlarin homolojisi % 87,4

ve farelerin % 95,7)(50).

3.4.2. Nesfatin Reseptorii

Gida alimii melanokortin reseptor bagimli bir mekanizma ile baskiladig
diisiiniilen nesfatin-1’in  merkezi melanokortin ve sempatik sinir sistemi
aktivitesini artirarak arteryal kan basincini artirdigi tespit edilmistir (51).

Ayrica nesfatin-1’in gida alimin1 da leptine bagimli olmayan bir
mekanizma ile gida aliminibaskiladigi gosterilmistir (46).

Nesfatin-1’in  sahip oldugu antiinflamatuvar etkisinininmelanokortin
reseptorleri araciligi ile olup olmadigi tam olarak bilinmemektedir. Oksitosin
salmim1 hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdeginin uyarilmasi ile baslar (52, 53).

Nesfatin-1 ve oksitosin salinimini serbestleyen noronlarin her ikiside
paraventrikiiler ¢ekirdekte (PVN) bulundugu gosterilmistir (54, 55).

Nesfatin-1’in  anoreksijenik, antidipsojenik ve hipertansif etkilerini
oksitosin araciligi ile yaptigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (56, 57).

Intraserebroventrikiiler(Icv)olarak verilen oksitosin reseptdr antagonistinin
nesfatin-1’in tersi bir etki gostererek su ve gida alinmini artirirken, oksitosin
uygulanan siganlardanesfatin-1’e benzer bir etki ile su ve gida alinimini azalttigi

ayni ¢caligmada gosterilmistir (57).
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Nesfatin-1 arkuat ¢ekirdekteki (ARC) immiinpozitif hiicrelerde
bulunmaktadir. Peroksizom proliferatdr aktive edici reseptor iizerinde iiretildigi
kabul edilmesine ragmen beyindeki reseptorleri heniiz tam olarak bilinmeyen
nesfatin-1 tek ¢ekirdek bolgesinde ve hipotalamusta yer aldigi diisiiniilmektedir.
Sicanlarda es zamanli olarak yapilan ghrelin  ve  des-acylghrelin
icvenjeksiyonuARC’deki nesfatin-1 immiinreaktif noronlarini
aktiflestirmektedir(44).Normal diyetle beslenen veperiferik ghrelin enjeksiyonu
yapilmis sicanlarda nesfatin-1 araciligi ile desacil ghrelinin indikledigi
oreksijenik inhibisyonunoldugu diisiiniilmektedir(44).

Heniiz ispatlanmamis olmasma ragmen nesfatin-1’in etkileri bilinmeyen
bir  metabotropik  G-protein  kenetli  reseptor ile iliskisi  oldugu
diistiniilmektedir(58) .

Nesfatin-1 cAMP olusumunu ve melanokortin-3 ya da -4 reseptorlerinin
ekspressin hiicrelerindeki kalsiyum akisini uyarmadigi ortaya konulmustur. Bu
bilgi 1s18inda  obez insanlarin tedavisinde nesfatin-1’in ilag terapisinde

kullanilabilecegi gosterilmistir(59,60).

3.4.3. Nesfatinin Etkileri

Ik olarak 2006 yilinda tanimlanan 9.7kDa molekiiler agirhiginda ve 82
aminoasitten olusan nesfatin-1’in hipotalamusta bulunan bir tokluk hormonu
oldugu ortaya konulmustur(43). Nesfatin-1 NEFA/NUCB2’den tiireyen bir amino
grup termal fragment oldugu yapilan galismalarla ortaya konmustur (43).

NUCB?2 ise istahin kontroliinde gorev alan toplam 396 aminoasitten olusan

bir protein olup 24 aminoasitlik bir sinyal peptidini olusturur (43, 46).
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Istah1 diizenleyici bu etkinin melanokortin sistemi ile ilgili oldugu ancak
diger bir¢ok transmitter sisteminden bagimsiz oldugu ortaya konmustur (63,
64,43).

Sican beynininde yer alan tuberal hipotalamik noronlarda melanin
konsantre edici hormon (MCH)’un nesfatin-1 ile birlikte salindig1 gosterilmistir.
Nesfatin-1’in MCH ile birlikte salinmasi gida aliminin diizenlenmesi ile beraber
MCH sinyallesmesi ile alakali beyin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde, otonom
diizenlenmede, stres, ruh hali ve bilin¢li uykuda rol alabilecegi diistiniilmiistiir.
Beyinde nesfatin-1 konsantrasyonunun artmasinin istah kaybi, daha az siklikta
acikma, doygunluk hissi verdigi bulunmustur(43,46). Bu durum gida alinimini
azalttig1 igin viicut yag Kitlesi ve total agirliginda bir diisiise yol acar. Nesfatin-
I’in bu anoreksijenik etki mekanizmasinin aydinlatilmasi ic¢in yapilan bir
caligmada, leptin gen defekti bulunan zucker si¢anlara icv yoldan nesfatin-1
uygulanmasi besin almiminda anlamli oranda azalmaya neden olurken bu
hayvanlara nesfatin-1 antikorlarin verilmesi ise leptin enjeksiyonu ile birlikte
azalmas1 beklenen besin aliminda herhangi bir degisiklige neden olmamistir
(43,46).

Leptin direngli zucker yagl siganlarda ve erkek Wistar siganlarda yapilan
baska bir ¢aligmada ise icv olarak uygulanan nesfatin-1’in doz bagimli sekilde 6
saat boyunca gida alimini inhibe ettigi gosterilmistir (65).

Nesfatin-1 ayn1 zamanda satiire olmadan kan-beyin bariyerini gecebildigi
gosterilmistir (66).

Ekzojen nesfatin-1’in beyine ulagsmasi hem endojen hem de periferal

olarak nesfatin-1 uygulanmasi araciligi ile olur. Boylece beslenme davranisini
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inhibe eder(67). Yapilan calismalarda nesfatin-1’in icv olarak Wistar si¢anlara
uygulanmasinin gida alimin1 doz bagimli olarak baskiladig1 gézlenmistir (67).

ARC’deki nesfatin-1 immiinreaktif noronlar1 es zamanli ghrelin ve des-
acyl ghrelin enjeksiyonu ile aktiflenmektedir. Serbestge beslenen periferik ghrelin
enjeksiyonu yapilmis sicanlarda des-acyl ghrelin indiiklii oreksijenik inhibisyonu
nesfatin-1 aracili olabilir(44).

Beyinde birgok bolgeden sentezlendigi tespit edilen nesfatin-1’in
hipotalamusta diger bdlgelere gore daha fazla oldugu goézlenmistir. Bu
durumnesfatin-1’in  hipotalamusta baglanma bdlgelerinin var olabilecegini
gostermektedir(43, 46).

Her ne kadar tokluk molekiili olarak bildirilse de nesfatin-1’in
korbonhidrat metabolizmasi tizerine herhangi bir etkisinden s6z edilmemektedir.
Fakat nesfatin-1,NUCB2’nin mRNA’simmin pankreatik beta hiicreleri iginde
eksprese  edildigi  gosterilmesinden beri  anti-hiperglisemik  olabilecegi
distiniilmiistiir(49).Bu varsayimin dogrulugunu ortaya koymak igin rekombine
nesfatin-1, genetik olarak yapilandirilmis Escherichia coli’den arindirilmig ve
hiperglisemik sicanlara intravendz olarak enjekte edilmistir. Bu galisma ile
nesfatin-1'in anoreksijenik etkisinin yanindametabolik kontrolde 6nemli rol
oynayan anti-hiperglisemik etkisi ortaya konmustur (49).

Bagka bir c¢alismada ise tip 2 diabetli hastalarda, beden-kitle indeksi,
plazma insiilin ve insiilin direnci ile iliskili olarak plazma nesfatin-1 seviyelerinin

arttig1 gosterilmistir(68, 69).
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Nesfatin-1’in gida alim1 ve kan sekerregiilasyonundaki etkilerine ilaveten
kardiyak fonksiyon, su alimi, mide bosalmasi, stres yanitlar1 ve anksiyete
kontroliinde de biiyiik rol aldig1 gosterilmistir(70).

Beslenme, duygusal durum ve NUCB2/nesfatin-1 arasindaki karmasik
etkilesimi aydmlatmak i¢in farkli anksiyete seviyelerindeki obezinsanlarda
NUCB2/nesfatin-1 diizeylerinin arastirildigi  ¢alismada nesfatin-1’in  viicut
agirligina olan etkisine ek olarak duygu degisiminde de etkisinin oldugu, artan
nesfatin-1 seviyelerinin anksiyeteyi indiikledigi bildirilmistir (71). Siganlar
tizerinde yapilan baska bir ¢alismada icv olarak uygulanan 5 ve 25 pmol/3 pl
dozajlarda nesfatin-1’in, doz bagiml olarak artmis anksiyete ve/veya korku tipi
davraniglarda rol aldig1 gézlenmistir (72).

Hipotalamus ve adipositlerdeki varligi gosterilen nesfatin-1’in bagirsak
hareketliligi iizerindeki etkisine dair ¢ok fazla bilgi yoktur. Merkezi olarak
nesfatin-1 uygulanan normal diyetle beslenen siganlarinmidenin antral ve
duodenum hareketliligi manometrik yontemler ile degerlendirildiginde nesfatin-
1’in gastroduodenal motiliteyi inhibe ettigi gézlenmistir (73).

Karanlik fazda merkezi olarak uygulanan nesfatin-1’in besin alimina ve
mide bosalmasina etkisinin arastirildigi bir ¢alismada ise, nesfatin-1 icv
enjeksiyonunun CRF2 (kortikotropin salgilatic1 faktor 2) reseptor aktivasyonu ile
iliskili olarak karanlik fazda yeme davramisinin inhibisyonunu geciktirmekte
oldugu gorilmistiir(74). Bu verilerle, beslenme davranisin1  diizenleyen
hipotalamus ve arka beyin g¢ekirdeklerinde nesfatin-1 immiinpozitif hiicrelerin
varligi tespit edilmis olup ayricaarka ve On beyindede nesfatin-1 varlhigi

gozlenmistir. Buna ek olarak ise, nesfatin-1’in icv enjeksiyonunun i¢ organlari
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etkiledigini ve bunu mide bosalmasinin segici inhibisyonu ile sagladigini ve icv
enjeksiyon ile yemek alimmim CRF2’den bagimsiz olarak diizenlendigi
belirtilmistir(74). Icv nesfatin-1 ile indiiklemis si¢anlarda karanhik faz gida
alimmin ve gastrik motor fonksiyonu inhibisyonunun ayri bir mekanizmasi
oldugunu ve astressin 2-B’nin gecikmeye etki etmeksizin gida alimindaki
azalmay1 bloke ettigi gorilmiistiir. Siganlarda icv ya da 4. ventrikiile enjekte
edilen nesfatin-1 mide bosalmasin1 etki etmedigi, ©n beyin bolgesi
fonksiyonlarmin icv nesfatin-1’in  gastrik itici motor fonksiyonlarinin
diizenlenmesini destekledigi goriilmiistiir(74). Bu verilerde mide bosalmasinin
gecikmesinde icv ya ic (intrakutan) nesfatin-1 ile indiiklenmis gida aliminin
azalmasinin etkisi olabilecegi diistiiniilmistiir (74).

Literatiirde icv nesfatin-1’1 uygulanan siganlarda, uygulamay:1 takiben
ortalama arteryal basingda Onemli artislar gozlenmistir. Tedavi Oncesi
melanokortin-3/4  reseptér antagonisti (SHU9119-icv) veya o-adrenerjik
antagonist (fentolamin-intraarteriyal) uygulanmasi nesfatin-1 ile indiiklenen
ortalama arteryal basingtaki artis1 ortadan kaldirir ve bu da nesfatin-1’in merkezi
melanokortin sistemi ile etkilesime girerek sempatik sinir sistemi aktivasyonunu
arttirdigin1 ve bu yolla ortalama arteryal basingta artisa neden oldugunu
diistindiirmiistiir (51).

Bir baska ¢alismada gestasyonel diyabetes mellitus (GDM)’lu emziren
kadinlarin serum, siit ve kolostrumundaki nesfatin-1 ‘in normal bayanlara gore
daha diisiik seviyede oldugu bulunmustur (75).

Nesfatin-1’in erkek siganlarda burun igi olarak uygulanmasmin da etkili

olup olmadigr arastirilmistir. Ciinkii burun i¢i yol leptin direnci gibi durumlarda
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ortaya ¢ikan kan-beyin bariyerinde olusan degisikliklerden bagimsizdir ve boylece
nesfatin—1 beyine kolayca giris yapabilir(76).

Bu amagla, Nesfatin—1 sicanlarin her iki burun i¢i bolgesine 10 nmol/sigan
dozda uygulanmistir. Nesfatin-1’in burun i¢i uygulamasi neticesinde 6 saat
siiresince gida alimimin azaldig belirlenmistir. Uygulamadan 6 saat sonra
anoreksijenik etki ortadan kalkmistir. Bu durum, insanlarda obezitenin tedavisine
yonelik olarak ileride nesfatin-1’in burun i¢i olarak uygulanabilecegi ihtimalini
ortaya koymaktadir (45).

Anti-obezite etkili ila¢ tretilmesi amaciyla, nesfatin—1 anologlarinin
gelistirilmesine  yonelik  calismalarda, nesfatin-1’in  aktif  segmentinin
belirlenmesine de ¢alisilmistir. Nesfatin-1’in ii¢ ayr1 segmente sahip oldugu ortaya
konulmustur. Bu segmentlerden 1-23 aminoasitlik bolim N23, 23-53
aminoasitlik bolim M30 ve 53-82 aminoasitlik bolim ise C29 olarak
adlandirilmigtir. Nesfatin-1’in bu ii¢ segmentinin beslenme davranist {izerine
etkilerini belirlemeye yonelik yapilan ¢aligmalarda, orta segmentin yani M30’un
istah {izerine etkiye sahip oldugu belirlenmistir (77) Ip (IC50=0.35 nmol/gr viicut
agirligr)

Cesitli fonksiyonlar1 kesfedilen nesfatin-1’in kardiyovaskiiler kontrolde de
rol aldig1 disilintilmektedir. Ancak dogrudan kalp performansini etkileyip
etkilemedigi bilinmemektedir. Izole ve Langendorff perfiize sican kalp
preperatlarinda, ekzojen nesfatin-1’in koroner hareketliligi etkilemeden kasilma
ve gevsemeyi bozdugu gozlenmistir(58). Aymi zamanda hipertansif oldugu
dogrultusundaki calismalar1 destekler sekilde nesfatin-1’in, periferik arterlerin

NO- bagimli damar genislemesine karsi koydugu bulunmustur (58).
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Nesfatin-1’in  apoptozu ve noétrofil infiltrasyonunu inhibe ettigi,
sitokinlerin salinimini diizenleyerek si¢anlardasubaraknoid kanama(SAK)kaynakli
yaralanmalarda noroprotektif rol aldig1 ortaya konmustur (78).

Nesfatin-1’in kan-beyin bariyerini gegebildigi ve yarilanma siiresinin
yaklasik 10 dakika siirdiigli daha once belirtilmistir. Ancak antiinflamatuvar
etkisinin saatlerce siirmesi hiicre i¢i ve sistemik etkilerinin uzun siireli oldugunu
diistindiirmektedir (66, 79).

Nesfatin-1’in kan beyin bariyerini gegmesi sebebiyle SAK kaynakli
oksidatif beyin hasarinda yeni birtedavi ediciajan olabilecegi ileri siirlilmektedir
(78).

Travmatik beyin hasari sonrasi inflamatuvar yanit ve nodronal hiicre
apoptozu lizerine nesfatin-1’in etkisinin arastirildig1 baska bir ¢calismada nesfatin-
I’in niikleer faktér kappa B bagimli inflamatuvar yanitlar1 inhibe ettigi ve
sicanlarda travmatik beyin hasari sonrasi kaspaz 3 aracili noronal hiicre
apoptozunu azalttig1 gdzlenmistir. Ik defa bu calismada travma sonras1 nesfatin-1
uygulanmasiyla zayiflamis apoptotik sinir hiicresi ve kaspaz 3 aktivitesinde
azalma oldugu gosterildi. Verilere gore nesfatin-1’in akut faz reaksiyonlar
sirasinda meydana gelen inflamasyona miidahale edebilecegi diisiiniilmektedir
(80).

Ratlarda nesfatin-1 i.v. enjeksiyonunun subkutanéz epididimal ve
mezenterik yagkitlesini ciddi miktarda azalttigi fakat gastrokinemius kas
Kitlesinde degisiklik yapmadigi belirtilmistir(82). Bunun aksine NUCB2 antiense
morfolin oligoniikleotidinin icv enjeksiyonunun hipotalamustaki NUCB2 igerigini

azalttig1 ve istahi artirdigi tespit edilmistir. Bunun sonucunda ilk bes giinde kilo
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aliminda herhangi bir degisiklik olmadigi, besinci glinden sonra énemli bir artis
oldugu saptanmistir(82).

Troglitazonelar, kan beyin bariyerini ge¢emedikleri i¢in kemiricilerin
yeme aligkanliklarin1 degistiremezler ve buna bagl olarak viicud agirlig1 iizerine
etki etmezler(83). Bu bilgiler g6z oniine alinarak bu proteinin hipotalamustaki bir
gen araciligl ile meydana gelip gelmedigi hakkinda ileri calismalar yapilmistir. Bu
amac dogrultusunda ratlarda immunohistokimyasal analizler i¢in bir anti-NUCB2
antikoru kullanilmistir. Bu analizle NUCB2’nin yapisinda kianti-NUCB2 antikoru
tamamen ortaya ¢ikarilmigtir. Boylece hipotalamusta yemek yeme aligkanligini
diizenleyen arkuat, paraventrikiiler, supraoptik niikleus ile niikleus tractus
solitariusun ¢ekirdeklerinde NUCB2 var oldugu tesbit edilmistir(84).

Ratlarda yiyecek alimi NUCB2’den tiireyen biitiin fragmentlerin icv
enjeksiyonu sonucu ayri1 ayr1 tesbit edilmistir. Ratlarda yiyecek aliminin
baskilandig1 ya da azaldigi icv enjeksiyonlarin nesfatin-1 ile ayni sentetik yapida
peptitlerin oldugu belirlenmistir. Bunun etkisinin ortalama 6 hafta boyunca devam
ettigi gorilmistiir. Bunun tam tersi olarak yemek alisgkanligini etkilenmedigi icv
enjeksiyonlarinnesfatin-2,  nesfatin-3 ~ ve  nesfatin-2/3’in  yerini  tutan
digerfragmanlar oldugu tesbit edilmistir. Ayrica IgG kaynakli nesfatin Ab24
yemeyi yiksek diizeyde uyardigi, yine IgG den tiireyen nesfatin Ab3012’in ise
istah1 etkilemedigi tesbit edilmistir(84).

Ratlarda immiin boyama ¢alismalarinda yiyecek aliminin diizenlenmesinde
onemli rol oynayan hipotalamusun paraventrikiiler ve arkuat cekirdeklerinde
onemli miktarda NUCB2/nesfatin-1 igeren proteine rastlanmistir. Nesfatin-1

varhiginda paraventrikiiler niikleus (PVN) néronlarinin membran potansiyellerinin
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degistigi gozlenmistir. Soyle Ki; ratlarda 24 saatlik bir aglik sonrast PVN
noronlarindaki NUCB2 proteinlerindeki mRNA sayis1 azalmis, yeniden beslenme
ile PVN noéronlart aktive olur ve bunun sonucunda nesfatin-1 immunoreaktif
noronlarin sayisinda ciddi bir artis olmustur. Bu da bize hipotalamik nesfatin-1’in
yiyecek aliminda fizyolojik olarak roliiniin oldugunu gosterir(85).

Yapilan bagka bir immunohistokimyasal¢alismada nesfatin/NUCB2’nin
pankreasin ekzokrin hiicrelerinde bulunmadig: fakat pankreatik keselerin orjininde
¢ok miktarda bulundugu tesbit edilmistir(86). Pankreastaki Langerhans hiicreleri
kandaki glikoz diizeyinin diizenlenmesinden sorumludur. Pankreatik keselerin
icerisinde farkli hiicre tipleri rastgele dagilmamislardir. Beta hiicreleri merkez
kisminda bulunurken alfa ve gama hiicreleri disa dogru bir halka seklinde
dizilmislerdir(86).

Nesfatin-INEFA/niicleobindin2 geninin bir iriiniidiir. Nesfatin-1’in stres
adaptasyon cevabi i¢in ratlarda uygulanan icv enjaksiyonu sonrasi giiglii bir
anksiyolitik cevap sagladigi belirtilmistir(87).

Omurgali canlilarda stres cevaplarinin diizenlenmesi farkli néropeptidler
araciligr ile saglanir. Periferal stres cevabi agisinda bu noropeptitlerin basinda
CRF ve iirokortin noropeptidleri gelir. Urokortin néropeptidi en ¢ok Edinger-
Westphal ¢ekirdeginde tesbit edilmistir. EW ¢ekirdegi npEW, Ucn1 diye iki farkl
noron gurubunda olustugu tesbit edilmistir. Farenin npEW’sinde, bulunan
nesfatin-1’inkokain ve amfetamin regulated transcript (CART) ve Ucnl iireten

noronlarin akut stresin aktivitesini etkiledigi belirtilmistir(87).
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Bu alanda yapilan calismalarda elde edilen veriler birlikte ele alinip
degerlendirildiginde, nesfatin-1’in merkezi veya periferik uygulanmasi sonucunda
kendini gosteren gida alimindaki baskilanma, periferik kolecystokinin(CCK)yaniti
ile baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir(88).

NUCB1 ve NUCB2 salgi proteinleridir(89, 90).Fonksiyonlar1 ve etki

mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir (91, 92).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlarinin Bakim ve Beslenmeleri

Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden temin
edilen, 200-250 g agirliginda 41 adet Wistar cinsi intak erkek sigan kullanildi.

Siganlar 12 saat aydmlk, 12 saat karanlik ortamda, 21+1°C oda
sicakliginda, plastik kafeslerde tutuldu. Cam siselerdeki ¢esme suyuyla ve Elaz1g

Yem Fabrikasi’nda hazirlanan pelet halindeki 6zel sican yemleriyle beslendi.

4.2. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Alti-yedi aylik 200-250 gr agirhgindaki erkek siganlara herhangi bir 6n
muameleye tabi tutulmadan ve herhangi bir stres faktoriine maruz kalmamasina
dikkat edilerek aneztezi yapilmaksizin dakapite edildi. Daha sonra toraks hizli bir
sekilde acgilarak aort krebs solisyonunun ig¢ine alinarak miimkiin olan en kisa

siirede organ banyosunda isleme tabi tutuldu.

4.3. Krebs Solusyonu

Krebs ¢ozeltisi in vivo ortamdaki fizyolojik sartlari in vitro ortamda da
belli 6l¢iilerde saglayan bir ¢dzeltidir. Icerigi itibariyle uterus diiz kas hiicrelerinin
kasilabilirlik ozelliklerini optimal diizeyde in vitro olarak siirdiirebilmelerine
imkan saglamaktadir. Calismada kullanilan ¢ozeltinin pH’1 7.4° e ayarlanmistir.

Krebs solusyonu icerigi mM/L olarak asagidaki tabloda belirtilmistir:
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Tablo 1. Krebs solusyonu igerigi mM/L

NaCl 118
KCI 4,7
MgSO4 1,2
Glikoz 11,5
CaCl2 2,4
KH2PO4 1,18
NaHCO3 15,8
EDTA 0,016

4.4. Deney Diizenegi

Calismada kullanilan organ banyosu iki hazneli bir sistemdir. Bu sistemde
iki ayn diiz kas seridiyle ayni anda calisilabilmektedir. Sistemin iiniteleri
sunlardan olusmaktadir:

1. Oksijen karbondioksit kaynagi

2. Organ banyosu

3.Termostatli dolagim pompasi

4. Amplifikator

5. Kayait iinitesi

4.4.1. Oksijen karbondioksit kaynag:

Diiz kaslarin kasilabilmesi i¢in gereken gaz karisimi in vitro ortamda

optimal olarak %95 O, ve %5 CO,' den olusmaktadir. Izole organ banyosu ve
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kayit sisteminde de bu karigimda hazirlanmis O, ve CO; igerigi hazneye siirekli

olarak sirkiile edildi.

4.4.2. Organ banyosu
Igerisinde %95 oksijen ve %5 karbondioksitle siirekli gazlandirilan

termostat kontrolu ile 37 °C’de sabit tutulan, Krebs soliisyonu bulunan 1s1 ¢eketli

cift ceperli bir cihazdir. Dort kisimdan olusmaktadir.

4.4.2.1. Krebs Soliisyonunun Depolandig1 Kisim

500 ml’lik hacme sahiptir ve i¢ i¢e iki katmandan olusur. Bunlarin
arasindaki boslukta termosirkiilatorden gelen su bulunur. I¢ katmanin i¢inde ise
krebs  soliisyonu mevcut olup, buradan istenilen miktarda alinip

kullanilabilmektedir.
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4.4.2.2. Organ Banyosu Hazneleri

Degisken kapasiteli haznelere (5,10,50 ml’lik) sahiptir. Bunlarda ig ige iki
katmandan olusmaktadir. Yine iki katman arasinda termosirkiilatorde 1sitilmis su
bulunmaktadir. i¢ katmanin iginde ise Krebs soliisyonu ve ¢alismalarda kullanilan
diiz kas seritlerinin asilacagi diizenek mevcuttur. Aort halkalar1 biri hazne i¢inde

digeri disinda yer alan iki ¢engel arasina ipek iplik yardimiyla asilmaktadir.

4.4.2.3. Kanal ve Kapak Sistemi

Bu sistem yardimiyla Krebs soliisyonunun tiim organ banyosu boyunca
dolagimi saglanmaktadir.

4.4.2.4. izometrik Transduser

Bu donanim sayesinde hazneler i¢inde yer alan diiz kas seritlerinde
meydana gelen izometrik kontraksiyonlardan kaynaklanan fiziksel kuvvetler
algilanir ve bu fiziksel kuvvetler elektriksel sinyallere c¢evrilerek, Ol¢iimler

degerlendirme {initesine sevkedilir

4.4.2.5 Termosirkiilator

Icerisinde distile su bulunmakta olup, termosirkiilatér mevcut suyu
istenilen 1s1 derecesine kadar isitmaktadir. Isitilan su krebs solusyonunun
depolandig1 alana ve haznelere ¢esitli yollarla gitmektedir. Krebs solusyonunun
depolandigr alan ve hazneler i¢ i¢e iki katmandan olustugundan, katmanlar
arasinda bir bosluk yer almaktadir. Termostat hassasiyet aralig1 36,7 = 0,1 °C’ dir.
Termosirkiilatérden gelen 1sitilmis su bu boslukta dolasmakta ve bdoylece ortamin

viicut sicakliginda olmasi saglanmaktadir.
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4.4.2.6. Amplifikator
Transduserden gelen elektriksel sinyalleri alir ve bunlar1 amplifiye eder.

Yani bu elektriksel sinyaller daha da biiyiiltiiliir.

4.4.2.7. Kayit iinitesi

Bilgisayar, veri kazanim ve yazilim programindan (Biopac) olusmaktadir.
Yapilan calisma sonuclarinin kisiler tarafindan gézlenmesini saglamaktadir. Bu
sonuclar pikler seklinde monitore yansimaktadir. Piklerin entegre alan, frekans ve
amplitiitlerine hesaplanarak yorumlar yapilmaktadir.

4.5.immunohistokimyasal Boyama

Dekapitasyonun ardindan midsaggital insizyon yapilarak si¢anlarin torasik
aorta Orneklerinin bir kismi hizlica ¢ikarilip %10’luk formaldehit soliisyonu ile
tespit edildi. Rutin histolojik doku hazirlama prosediirii ile parafin bloklar
hazirlandi. Parafin bloklardan polilizinli lamlara 5-6 um kalinliginda kesitler
alindi. Deparafinizasyonun ardindan dokular dereceli alkol serilerinden gecirilerek
antijen retrieval i¢in sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda (750
W) 7+5 dakika olmak tizere toplam 12 dakika kaynatildi. Zemin boyasini1 6nlemek
icin Ultra V Block (TA-125-UB, Lab Vision Corporation, USA) soliisyonu
uygulamasini takiben primer antikor ( nesfatin-1 rat primary antibody, phoenix
pharmaceuticals) i¢in 60 dakika inkiibe edildi. Primer antikor uygulanmasinin
ardindan sekonder antikor (biyotinli goat anti- polyvalent) uygulandi. Sonra
streptavidin horseradish peroksidaz’e 30 dakika maruz birakildi ve 3-Amino—9-

ethyl carbazole kromojeni uygulanip zit boyama i¢in Mayer’s hematoksilen ile
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muamele edildi. Negatif kontrol i¢in hazirlanan dokularda primer antikor yerine
fosfat tamponlanmis tuzlu su (PBS) kullanildi, diger basamaklar ayni sekilde
uygulandi. PBS ve distile sudan gegirilen dokular uygun kapatma solusyonu ile
kapatilip, hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelendi.

Istatistiksel degerlendirme SPSS 10.0 programi ile yapildi. Istatistiksel
degerlendirmede tek yonlii varyans analizi yapildi. One Way Anova ile paired T-
testi analizi yontemleri kullanildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Kasilma Protokolu Bulgulari

Aort kesitleri Krebs soliisyonu i¢eren organ banyosu haznesine yerlesirildi.
iki gram gerim altinda aort gerime uyum saglayana kadar yaklasik 90 dakika takip
edildi. Daha sonra kontrol amagh organ banyosu haznesine 30 sn araliklarla 10
M’dan baslayip 10 M’a kadar artan konsantrasyonda felinefrin (FNF) uygulandi.
10® M’dan baslayarak kasilma gerilimleri yilizde olarak sirasi ile % 33+4, 47+8,
61+9, 75+6, 8745, 100+0 olarak belirlendi. En yiiksek doz olan 10° M’daki
kasilma %100 kabul edilerek diger dozlardaki kasilmalar % olarak kayit altina
aliarak kontrol degerleri belirlendi.

FNF’nin artan dozuna karsilik aort damar halkasinda gerilim doz bagiml
olarak artmistir. Gerilim artim1 10® M’dan sonra istatisiksel olarak anlamliyd: (P<
0.05) (n=8).

Konrol kasilma protokoliiniin ardinda FNF’nin ortamdan uzaklastirilmasi
ve kasilmanmn normal duruma gelmesi i¢in yaklasik 60 dk. yikama yapildi.
Nesfatinin kasilma {izerindeki etkisine bakilmak i¢in izole organ bonyosu
haznesine 0.1 nM nesfatin ilave edildi ve 10 dk. sonra 10°M’dan baslayip 107
*M’e kadar FNF (kasilma protokolii ) 30 sn bir uygulandi. Kasilma genlikleri 10
M’ dan baslayarak sirast ile % 30+6, 42+7, 5846, 72+7, 8545, 100+0 olarak
tespit edildi.

Kontrol gurubu ile 0,1 nM nesfatin-1 verilen gurup incelendiginde bu iki

gurup arasinda kasilmagenliklerinin yiizdeleri agisinda istatistiksel olarak anlamli
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farklilik olmadigi yani nesfati-1’inbu gurupta kasilmayr anlamli bir sekilde
etkilemedigi ortaya konmustur (P< 0.05) (n=8).

0.1nM nesfatin-1 verilmesinin ardinda aymi islemler InM ve 10nM
nesfatin-1 i¢in ayr1 ayr1 tekrar edildi.

1nM nesfatin-1 verilen gurupta kasilma genlik yiizdeleri 10® M’dan
baslayarak siras1 ile % 26+5, 35+4, 43+7, 59+6, 7948, 100+0 olarak tespit edildi.

1nM nesfatin-1 verilen gurup ile konrol ve 0,1 nM nesfatin-1 verilen gurup
arasinda kasilma gerilim yiizdeleri agisinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmis olup nesfatin-1’in kasilmalar1 inhibe ettigini ortaya konmustur.(P<
0.05) (n=8).

10 nM nesfatin-1 verilen gurupta kasilma gerilim yiizdeleri 10® M’den
baslayarak sirasi ile % 2445, 3246, 39+5, 55+6, 76+6, 100+0 olarak tespit
edilmistir.

10nM nesfatin-1 verilen gurup ile konrol ve 0,1 nM nesfain-1 verilen
gurup arasinda kasilma yiizdesi agisinda istatitiksel olarak anlamli farklilik varken
InM nesfatin-1 verilen gurup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
olmadig1 gézlenmistir. Burada da nesfatin-1’in 1ve 10 nM uygulanan gurupda
kasilmay1 baskiladigi 0.1 nM uygulanan gurupta kasilma tizerinde anlamli bir etki

gostermedigi ortaya konmustur (P< 0.05) (n=8).
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Tablo 2.Felinefrinin aortkesiti tizerindeki (konrol, 0.1, 1, 10 nM nesfatin
uygulanan guruplar ) kasilma yiizde degerleri. Degerler en yiiksek kasilma
gerilimi %100 alinarak + standart sapma olarak verilmistir. P<0.05 Tek Yonli

Varyans Analizi.

Feninefrin Kontrol 0.1 nM Nesfatin 1 nM Nesfatin 10 nM Nesfatin
(logM) (%) (%) (%) (%)

10 3344 ° 3046 ° 26+5 245

107 47+8 42+47° 35+4° 32+6°

10° 61+9° 58+6" 43+7° 39+5"

10° 75+6° 7247 59+6" 55+6"

10 87+5° 85+5° 79+8" 766"

10’ 100+0° 10040 100+0b° 1000

Tablo 2’ deki veriler incelendiginde aort kontraksiyonu kontrol gurubu ile
0.1nM nesfatin uygulanan gurup arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
degilken kontrol gurubu ile 1, 10 nM nesfatin eklenen guplardaki kasilma
yiizdelerinin azalmasi istatistiksel olarak anlamli bulundu. Veriler InM ve 10nM
nesfatinin uygulanan gruptakasilma yiizdelerinde azalmaya sebep oldugunu agik¢a
gostermektedir. Buda 1 nM ve 10 nM nesfatin-1 uygulanan grupta kasilmalarin

baskilandigini gosterir yani nesfatin-1’in kasilmay1 inhibe ettigi soylenebilir.
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Sekil 4. Nesfatin-1 yoklugunda (kontrol) ,0.1, 1, 10 nM Nesfatin-1 ilave
edilen aort halkalarmin artan dozlarda FNF ile kasilma yiizdeleri egrisi. P<0.05

Tek Yonli Varyans Analizi.(kontrol n=8, 0,1nes. n=8, 1 nes. n=8, 10 nes. n=8)

5.2. Gevseme Protokolii Bulgulari

Aort Kkesitleri tipk1 kasilma protokolii gibi Krebs soliisyonu igeren organ
banyosu haznesine yerlesirildi. iki gr. gerilim altinda kasilmalar stabil olana kadar
yaklastk 90 dakika yikama yapilarak izlendi. Gevseme protokolii
sodyumnidroprosayd (SNP) ve asetilkolin (Ach) ile uygulandi.

Iki gr gerilim altinda stabil kasilmalarla seyreden aort kesiti maksimum
kasilma dozu olan 10° M FNF’in bir alt dozu olan 10* M FNF (submax doz) ile
kasild1 daha sonra iki ayr1 gevseme protokolii olan SNP 10® M’dan baslayip 107
M‘a kadar ve Ach 10°® M’dan baslayip 10™ Ma kadar farklia ort kesilerinde 30 sn
aralilarla uygulandi. Maksimum gevseme elde edilen 10°M deki gevseme

gerginligi %100 kabul edilerek kayit altina alindu.
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SNP ve Ach gevseme protokolii uygulanan organ banyosu hazneleri SNP
ve Ach uzaklastirilmasi i¢in 60 dk boyunca yikandi ve 60 dk sonunda organ
banyosu haznelerine 0,1 nM nesfatin-1 ilave edilerek 10 dk sonra ayni sekilde
submax FNF ve ardinda ayr1 ayr1 SNP ve ACH gevseme protokolleri uygulandi.

Bu islem 1nM ve 10 nM nesfatin-1 i¢inde uygulandi.

5.2.1.Sodyum Nitroprosayd Gevseme Protokolii Bulgular:

Nesfatin-1 verilmeyen (kontrol) gurubunda SNP’nin 10® M’dan
baslayarak 10 M’a kadar uygulanmasi sonucu elde edilen gevseme gerilim
yiizdeleri sirasi ile % 1943, 27+3, 37+6, 49+5, 69+8, 100+0 olarak tespit edildi ve
kontrol gurubu olarak degerlendirildi. SNP’nin artan dozuna karsilik gevseme
yiizdelerindeki artis istatistiksel olarak anlamli farklilik gésterdi(P< 0.05) (n=7).

0.1 nM nesfatin-1 uygulanan guruba aym sekilde 10® M’dan baslayarak
10 M’a kadar artan dozlarda SNP uygulandi. Gevseme gerilim yiizdeleri sirasi
ile % 16+4, 2345, 3246, 4245, 63+8, 100+0 olarak kayit altina alind.

0,1 nM nesfatin uygulanan gurupta SNP’nin artan dozuna karsilik gevseme
yiizdelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenirken kontrol gurubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir. Bu da 0,1
nM nesfatinin gevseme lizerinde anlamli bir etki gostermedigini ortaya ¢ikarmistir
(P<0.05) (n=7).

1nM nesfatin uygulanan gurupta 10® M’dan 10 M’a kadar artan dozlarda
SNP uygulanmasi sonucu elde edilen gevseme gerilimi yiizdeleri sirast ile %

1342, 1743, 2243, 27+4, 59+6, 10040 seklinde kayit altina alindi.
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1nM nesfatin uygulanan gurupta da SNP’ nin artan dozuna karsilik
gevseme gerilim yiizdelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalis gozlenmistir.1
nM nesfatin-1 verilen gurupla kontrol gurubu ve 0.1nM nesfatin-1 verilen gurupla
kiyaslandiginda gevseme gerilim yiizdelerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik
goriilmiistir. Bu da 0,1 nM nesfatin-‘in gevsemeyi anlamli bir sekilde
baskiladigini ortaya koymustur(P< 0.05) (n=7).

10 nM nesfatin verilen guruba SNP uygulanmasi sonucu elde edilen
gevseme gerilimi ylizdeleri 10® M’dan itibaren sirasi ile % 10+2, 16+2, 193,
2244, 5446, 10040 olarak bulunmustur.

10 nM nesfatin uygulanangurupta SNP’ nin artan dozuna karsilik olarak
gevseme ylizdelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalis gézlenmistir. 10nM
nesfatin uygulanan gurup ile 1nM nesfatin uygulanan gurup arasinda gevseme
gerilim yiizdeleri agisinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yok iken kontrol
ve 0.1nM nesfatin uygulanan guruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar bulunmustur. Burada da 10 nM nesfatin-1’in kontrol ve 0,1 nM
nesfatin verilen guruba gore gevsemeyi baskiladigi 1 nM nesfatin-1 verlen guruba

gore gevsemeye etki etmedigi ortaya konmustur (P< 0.05) (n=7).
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Tablo 3. SNP’nin aort kesiti tizerindeki (konrol, 0.1, 1, 10 nM nesfatin
uygulanan guruplar )gevseme degerleri. Degerler en yiiksek gevseme gerilimi

%100 alinarak + standart sapma olarak verilmistir. P<0.05 Tek Yonli Varyans

Analizi.

SNP Kontrol 0.1 nM Nesfatin-1 1 nM Nesfatin-1 10 nM Nesfatin-1
M (%) (%) (%) (%)

10°® 1943 1647 13+2° 10+2°

107 27+3° 23+5° 17+3° 16+2°

10° 37+6° 3246 22+3° 19+3°

10° 49+5° 42+5° 27+4° 2244

10 69+8° 63+8° 59::6° 54:6°

10° 100£0° 1000° 100+0° 10007

Tablo 3’deki verilere bakildiginda aorttaki gevseme yiizdeleri SNP ‘nin
artan dozuna karsilik arttigi, artis oranlarinin farklihik gosterdigi goriilmektedir.
Kontrol gurubu ile 0,1 nesfatin-1 uygulanan gurup arasinda istatistiksel olarak
farklililk olmadigi, kontrol gurubuile 1InM ve 10 nM nesfatin-1 uygulanan
guruplarda 10° M SNP uygulanan seviyeye kadar kasilma yiizdelerini azalttigi
acikca goriilmektedir. 1 nM nesfatin-1 uygulanan gurup ile 10 nM nesfatin-1

uygulanan gurup arasinda faklilik bulunmamustir.
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Sekil 5. Nesfatin-1 olmaksizin (kontrol) , 0.1, 1, 10 nM Nesfatin-1 ilave
edilen aort kesitlerinin artan dozlarda SNP ile gevseme egrisi. P<0.05 Tek Yonli

Varyans Analizi. (kontrol n=7, 0,1nes. n=7, 1 nes. n=7, 10 nes. n=7)

5.2.2. Ach Gevseme Protokolii Bulgular:

Ach ile uygulanan gevseme protokoliinde kontrol gurubunda elde edilen
gevseme gerilim yiizdeleri 10® M’dan itibaren siras1 ile % 17+2, 2043, 2444,
4246, 72+8, 100+0 olarak tesbit edildi. Kontrol gurubunda artan Ach
konsantrasyonuna karsilik gevseme gerilim yiizdelerinde istatistiksel olarak
anlaml1 bir artis gozlenmistir (P< 0.05) (n=7).

0.1nM nesfatin uygulanan guruba 10°® M’dan baslayarak Ach uygulanmasi
sonucu elde edilen gevseme gerilimi yiizdeleri sirast ile % 1243, 13£2, 2143,
3944, 67+6, 100+0 seklindedir. 0.1 nM nesfatin uygulanan gurupta artan
konsantrasyonda Ach uygulanmasi sonucunda gevseme gerilimi yiizdelerinde

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalis gozlenirken kontrol grubu ile
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karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farlilik bulunamamustir. Yani
0,1nM nesfatin uygulanmasi aortun Ach ile gevsemesi lizerine anlamli bir etki
gostermemistir (P< 0.05) (n=7).

1nM nesfatin-1 uygulanan guruba Ach uygulanmasi sonucu elde edilen
gevseme gerilim yiizdeleri 10® M’dan baslayarak sirasi ile % 9+2, 11+£3, 17+£3,
2544, 55+6, 1000 olarak bulunmustur.

1InM nesfatin-1 uygulanan gurupta artan konsantrasyonda Ach
uygulanmasi sonucunda gevseme gerilimi ylizdelerinde istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azalis gozlenmistir. Kontrol gurubu ve 0,1 nM nesfatin-1 uygulanan
gurup karsilastirildiginda gevseme yiizdeleri agisinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik gosteren veriler elde edilmistir. Elde edilen veriler 1 nM nesfatin-1
uygulamasi aortun Ach ile gevsemesini bloke ettigini, gevsemeyi baskiladigini
ortaya koymustur (P< 0.05) (n=7).

Son olarak 10nM nesfatin uygulanan gurupta 10® M’dan baslayarak artan
konsantrasyonda Ach uygulanmasi sonucunda gevseme gerilimi yiizdeleri sirasi
ile % 642, 8+2, 12+3, 23+3, 53+5, 100+0 olarak bulunmustur. 10nM nesfatin-1
uygulanan gurupta 10® M’dan baslayarak artan konsantrasyonda Ach
uygulanmasi sonucunda gevseme gerilim yiizdelerinde istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azalis gozlenmistir. Kontrol gurubu ve 0.1 nM nesfatin-1 uygulanan
gurup ile karsilastirildiginda gevseme yiizdeleri agisindan istatistiksel olarak
anlaml farklilik gosteren veriler elde edilirken 1nM nesfatin uygulanan gurup ile
karsilastirlldiginda gevseme ylizdeleri acisinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik elde edilmemistir. Burada da 10 nM nesfatin-1 uygulamasi konrol ve

0,1nM nesfatin uygulanan guruba goére gevsemeyi inhibe ettigi, 1 nM nesfatin-1
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uygulanan guruba gore gevseme iizerine anlamli bir etki gostermedi8i ortaya

konmustur (P< 0.05) (n=7).

Tablo 4.ACH’nin aort kesiti tizerindeki (konrol, 0.1, 1, 10 nM nesfatin
uygulanan guruplar) gevseme degerleri. Degerler en yiiksek gevseme gerilimi
%100 alinarak + standart sapma olarak verilmistir. P< 0.05 Tek Yo6nlii Varyans

Analizi.

Ach Kontrol 0.1 nM Nesfatin-1 1 nM Nesfatin-1 10 nM Nesfatin-1

M (%) (%0) (%) (%)
10° 17+22 12432 9+2P 6£2°
107 20+3° 13+2° 1143° 8+2"
10° 24+42 21+3% 17+3° 12+3°
10° 42462 39+4% 25-+4° 23+3°
10% 72482 67+6 55+6° 53+5°
10° 100+0? 10002 100+0? 10002

Tablo 4’deki verilere bakildiginda aorttaki gevseme ylizdeleri ACH ‘nin
artan dozuna karsilik arttif1, artig oranlarinin farklilik gosterdigi goriilmektedir.
Kontrol gurubu ile 0,1 nesfatin-1 uygulanan gurup arasinda istatistiksel olarak
farklilik olmadigi, kontrol gurubu ile 1nM ve 10 nM nesfatin-1 uygulanan

guruplarda 10° M Ach uygulanan seviyeye kadar kasiima yiizdelerini azalttig:
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acikga goriilmektedir. 1 nM nesfatin-1 uygulanan gurup ile 10 nM nesfatin-1

uygulanan gurup arasinda istatistiksel olarak anlamli faklilik bulunmamustir.
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Sekil 6. Nesfatin-1 olmaksizin (kontrol) , 0,1, 1, 10 nM Nesfatin-1 ilave
edilen aort kesitlerinin artan dozlarda Ach ile gevseme egrisi. P<0.05 Tek Yonli

Varyans Analizi.

5.3.Immunohistokimyasal Bulgular
Boyamada immiin reaktivitenin yayginligi (0,1: <%25, 0,4:%26-50,
0,6:9%51-75, 0,9:%76-100) ve siddeti (0:yok, +0,5: ¢ok az, +1:az, +2: orta,

+3:siddetli) esas alinarak histoskor olusturuldu ( Histoskor= yaygilik x siddet).
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Tablo 5.Histoskor (yayginlik x siddet)

DAMAR
Grup Endotel Media
Nesfatin + 1.74+0.74 1.02+0.21
Nesfatin - 0.58+0.72% 0.42+0.44°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

*NESFATIN — grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

Siganlardan alinan torasik aortaya ait doku kesitlerine, primer imgG
nesfatin antikoru uygulanarak yapilan immiinboyama sonucu; her iki deney
grubunda hem yayginlik ve hem de siddeti farklilik gdsteren boyanma tesbit
edildi.

Disardan nesfatin uygulanmayan siganlarin aort dokularina ait Kesitler
incelendigi zaman; damarlarin intima, mediya ve adventisya tabakalarinda
boyanma goriildii. Boyanma, muskiiler tabaka da diye adlandirilan mediya
tabakasinda (yildiz) ve intima’nin endotel kisminda (Siyah ok) daha fazla izlendi

(sekil 6-7-8).

47




Sekil 7.(Grup 1) Asilmayan grup sigan damar dokusu endotel (ok) ve

media tabakasina (yildiz) ait nesfatin immunreaktivitesi ayirtedilmekte. X400

Sekil 8.(Grup 1) Asilmayan grup sigan damar dokusu endotel (ok) ve

media tabakasina (yildiz) ait nesfatin immunreaktivitesi izlenmekte. X400

Sekil 9. (Grup I) Asilmayan grup sican damar dokusu endotel (ok) ve

media tabakasina (yildiz) ait nesfatin immunreaktivitesi gézlenmekte. X200
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Nesfatin uygulanan gruba ait aort doku 6rneklerinde ise 6zellikle endotel
(siyah ok) ve miiskiiler kisimda (yildiz) daha fazla olmak iizere tiim tabakalarda
immunboyanma tesbit edildi (sekil 9-10-11). Ancak, diger grup ile
kiyaslandiginda nesfatin uygulanan gruba ait damar kesitlerin, nesfatin

immunreaktivitesinde anlamli derecede artis oldugu tesbit edildi.

Sekil 10.(Grup 1) Asilmayan grup sigan damar dokusu endotel (ok) ve

media tabakasina (yildiz) ait nesfatin immunreaktivitesi gozlenmekte. X400
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Sekil 11. (Grup 1) Asilan grup sican damar dokusu endotel (ok) ve media

tabakasina (y1ldiz) ait nesfatin immunreaktivitesi izlenmekte. X400

Sekil 12. (Grup 1) Asilan grup sigan damar dokusu endotel (0k) ve media

tabakasina (yildiz) ait nesfatin immunreaktivitesi gozlenmekte. X400
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Negatif kontrol i¢in yapilan immunboyamada ise primer antikor basamagi

atlanmis olup, damardokukesitlerinde boyanma goriilmedi (sekil 12).

Sekil 13. (Grup 1) Asilan grup sigan damar dokusu endotel (0k) ve media

tabakasina (y1ldiz) ait nesfatin immunreaktivitesi ayirtedilmekte. X400
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6. TARTISMA

Kas kasilmasi ve gevsemesi birbirini tetikleyen birgok karmasik fizyolojik
mekanizmanin rol aldigi ve hala biitiin mekanizmalarin birbirleriyle olan
iliskilerinin tam olarak aydinlatilamadig1 fizyolojik olaylardir. Biz yapmis
oldugumuz bu calismayla kaslarin kasilma ve gevseme mekanizmalari {izerine
yeni bir adipositokin olan nefsatin-1’ in sican aortundaki kasilma ve gevseme
mekanizmasi iizerine olan etkilerini literatiire kazandirmayir amagladik. Bizden
once yapilan c¢aligmalarda nefsatin-1 in anoreksijenik davranis gosterdigi tespit
edilmistir (93). Takip eden c¢alismalarda ise nefsatin-1 in anoreksijenik
davraniginin yanisira, nesfatin-1 in intraserebroventrikiiler olarak enjekte edilen
bilinci agik si¢anlarda ortalama KB artis1 indiikte eden ectkenler arasinda
gosterilebilecegi tezi savunulmustur (93). Ayrica nefsatin-1 in hipertansif
etkisinin melanokortin sisteminin asag1 akimi kabul edilen hipotalamus oksitosin
reseptorii {lizerine etkiyle aracilik ettigini gosteren c¢alismalar da vardir (94).
Birbirinden bagimsiz bu ¢alismalar gostermistir Ki nefsatin-1 in hipertansif etkisi
sadece periferal kan damarlar1 tizerindeki davraniglari araciligi ile degil ayni
zamanada santral sinir sistemi tzerindeki etkileri araciligiyla da ortaya
¢ikmaktadir (95).

Biz ise yapmis oldugumuz bu c¢aligmada Yamawaki’nin tezini destekler
sekildenefsatin-1’inspesifik olarak NO donériinii ve cGMP iiretimini bozarak
damarda kasilma ve gevsemeyi bloke ettigini literatiir ile uyumlu olarak bulduk
(95). Ayrica yapmis oldugumuz ¢alismada sigan izole aortunda SNP ile

indiiklenen gevsemeyi spesifik olarak inhibe ettigini bulduk. Buldugumuz bu
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sonug ilk olarak mezenterik arter {izerinde literatiire kaydedilmis ve mezenterik
arterde de tipki aort gibi gevsemeyi inhibe etmistir (95). Fakat bu iki ¢alisma bir
arada incelendiginde tek basinauygulandiginda diiz kasta gevseme olusturdugu
literatiirce ispatlanmis SNP, ACH, 8-Br-cGMP’ninnefsatin-1 ile birlikte
verildiginde farkli istatistiksel veriler ortaya koymustur. Daha once yapilan
calismalarda SNP ile nefsatin-1 bir arada uygulandiginda gevsemeyi inhibe ettigi
8-Br-cGMP ile verildiginde ise anlamli bir etkinin olusmadig1 rapor edilmistir
(95). Biz ise bu ¢alismada ilk olarak Ach ile birlikte nefsatin-1 vererck diiz kas
tizerine endotel bagimli etkilerini literatiire kazandirmayir amacgladik ve tipki
endotel bagimsiz SNP gibi gevsemeyi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
inhibe ettigini bulduk. Ayrica yapmis oldugumuz bu c¢alismada nesfatin-1’in
perifere dogru gittikce etkisinin azaldigr g6z oOniinde bulundurularak kalbe en
yakin damar olan aort lizerinde incelemelerimizi yaptik. KB hem kan damarlarinin
hem de kalbin Kkontraktil reaktiviteleri ile diizenlenmekte. Nesfatin-1’in
hipertansif etkisiise hem santral hem de periferal kan damarlar1 tizerindeki
davraniglar1 araciligi ile oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur (95). Bu
bilgiler 1s181nda nesfatin-1 in kalp fonksiyonu tizerindeki etkilerini belirlemek igin
kalbe uzaklig1 farkli olan damarlarda ve kalp tizerinde direk ve indirek etkilerinin
belirlenmesi i¢in daha ¢ok ¢alisma yapmak gerekmektedir. Yamawaki yapmis
oldugu ¢alismada nefsatin-1’inspesifik olarak NO dondriinii ve ¢cGMP iiretimini
bozarak damarda kasilma ve gevsemeyi bloke ettiginin yani sira PDE inhibitorii
IBMX varliginda nefsatin-1 in SNP ile indiiklenen cGMP {iretimini inhibe ettigini

acikliga kavusturmustur (95). Bu bilgilere dayanarak nesfatin-1 in inhibitor
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etkileri primer olarak PDE lerin aktivasyonundan ziyade sGC aktivasyonunun

inhibe edilmesine bagli oldugu hipotezini savunmustur (95).

“cGMP diiz kas gevsemelerine sitosolik Ca*™® konsantrasyonunda
diismeler, ve/veya CGMP bagimli protein kinaz aktivasyonu araciligiyla kontraktil
protein iizerinde Ca*?sensitivitesi gibi ¢coklu mekanizmalarla etkilidir (96,97).” Bu
bilgi 15181nda Ca*?un kasilma ve gevsemede nesfatin-1 ile olan iligkisinin agiga
kavusturulmas i¢in Ca*?’un farkli yogunlukta bulundugu ortamlarda nesfatin-1’
in etkilerinin incelenmesi ile ilgili ¢aligmalar litereratiire kazandirilabilir.

Yapmis oldugumuz literatiir taramasinda nesfatin-1’e 6zgii bir reseptoriin
tamimlandigi bir c¢alisma bulamadik. Fakat nesfatin-1’e spesifik olamayan
melanokortin-3 reseptorii tizerinde etkisinin gosterdigi ¢alismalar mevcuttur (93).
Melanokortin-3 reseptoriiniin, plasenta, bagirsak, kalp, testis, yumurtalik, meme
bezi, iskelet kasi, bobrek ve peritoneal makrofajlar dahil olmak iizere, periferik
dokular i¢inde dagitilmis oldugu bilinmektedir (43, 93). Ilaveten, son zamanlarda,
melanokortin-3 reseptori mRNA nm bir kemirgen vaskiiler yatagindan
salgilandigi da dogrulandi (98). Boylece, nesfatin-1 in periferal arteriyel
kontraktilite {lizerine etkilerinin melanokortin-3 reseptorii araciligiyla iletilmesi
miimkiin oldugu tezi savunulabilir. Ancak ilerleyen ¢alismalarda nesfatin-1 e 6zgii
reseptoriin ve/veya reseptorlerin belirlenmesi ile nesfatin-1 in diiz kas tizerindeki
kasilma ve gevseme mekanizmasi tizerindeki etkisi daha da agikliga kavusacaktir.

Bu calismada izole organ banyosunun yami sira ilk olarak {izerinde
calistigimiz dokularda histolojik boyama yapilmis olup dokularin histolojik

incelemesi de yapilmistir. Bu histolojik inceleme bize gostermistir ki nesfatin-1 in
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aort da kasilma ve gevseme mekanizmasinin gerceklestigi tabakalarda kontrol
gurubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde birikmis oldugu rapor edildi.
Bu ise nesfatin-1 in damar kasilma ve gevisemesinde periferal olarak ta etki
ettigini géstermektedir.

Sonugolarak; Bu ¢alisma da ilk aort tizerinde nesfatin-1 in histolojik olarak
incelemesi yapilmistir. Nesfatin-1 sigan izole aortunu etkilemekte SNP ve ACh
kaynakl1 diiz kas relaksasyonunu inhibe ettigi ortaya konulmustur. Ayrica FNF
kaynakli diiz kas kontraksiyonunuda inhebe ettigi tespit edilmistir. Verilerimiz
nesfatin-1’in  merkezi kontrole ek olarak, periferal kasilma mekanizmalar
tizerinde de etki gosterdigi ve bu sekilde periferik kan basincini diizenledigini

diistindiirmektedir.
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